T.C
ERCIYES UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTIiTUSU
Tibbi Biyoloji Anabilim Dah

GLIAL TUMORLERDE KAN VE TUMOR
MIiKROCEVRESINDEKIi INNATE LENFOID HUCRELERIN (ILC)
KARAKTERIZE EDILMESI

Hazirlayan

Serife ERDEM

DANISMAN
Doc¢. Dr. Ahmet EKEN

Doktora Tezi

EKIiM 2021
KAYSERI



T.C
ERCIYES UNIVERSITESI
SAGLIK BILIMLERI ENSTITUSU
TIBBI BIYOLOJI ANABILIM DALI

GLIAL TUMORLERDE KAN VE TUMOR
MIiKROCEVRESINDEKI INNATE LENFOID HUCRELERIN (ILC)
KARAKTERIZE EDILMESI
(Doktora Tezi)

Hazirlayan

Serife ERDEM

DANISMAN
Doc¢. Dr. Ahmet EKEN

Bu ¢calisma; Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri Birimi

tarafindan TDK-2019-9220 nolu proje ile desteklenmistir.

(YOK 100/2000 Tiimér immiinolojisi doktoraprogram kapsaminda burs almistir)

EKIiM 2021
KAYSERI



BILIMSEL ETiGE UYGUNLUK

Bu tezin kendi ¢alismam oldugunu, tiim bilgilerin akademik ve etik kurallara uygun bir
sekilde elde edildigini beyan ederim. Aymi zamanda akademik ve etik kurallarin
gerektirdigi gibi tiim materyal ve sonuglart tam olarak aktardigimi, baskalarinin
eserlerinden yararlanilmasi durumunda ilgili eserlere bilimsel kurallara uygun olarak

atifta bulundugumu ve kaynaklar listesinde gosterdigimi belirtirim.

Adi-Soyad: : Serife ERDEM

Imza :



YONERGEYE UYGUNLUK ONAYI

“Glial Tiimérlerde Kan Ve Tiimor Mikrogevresindeki innate Lenfoid Hiicrelerin (ILC)
Karakterize Edilmesi” adli Doktora Tezi, Erciyes Universitesi Lisansiistii Tez Onerisi

ve Tez Yazma YOnergesi’'ne uygun olarak hazirlanmistir.

Tezi Hazirlayan Danigsman

Serife ERDEM Dog. Dr. Ahmet EKEN

Anabilim Dali Bagkani

Prof. Dr. Hamiyet ALTUNTAS



KABUL VE ONAY SAYFASI

Do¢. Dr. Ahmet EKEN danismanhiginda Serife ERDEM tarafindan hazirlanan

“Glial Tiimérlerde Kan Ve Tiimoér Mikrocevresindeki Innate Lenfoid Hiicrelerin
(ILC) Karakterize Edilmesi” adli bu ¢alisma jiirimiz tarafindan Erciyes Universitesi
Saglik Bilimleri Enstitlisii Tibbi Biyoloji Anabilim Dali’nda Doktora Tezi olarak

kabul edilmistir.
/ 12021

Imza
JURI:
Danigsman: Dog¢. Dr. Ahmet EKEN
Uye: Prof. Dr. Hamiyet ALTUNTAS
Uye: Dr. Ogr. Uyesi Halil ULUTABANCA
Uye: Dr. Ogr Uyesi Aysun ADAN

Uye: Dr.Ogr. Uyesi Mehmet YABAS

ONAY: Bu tezin kabuli Fakilte Anabilim Dalinin ................ tarih ve

.............. sayil karar1 ile onaylanmistir.
.......... O
Prof. Dr. Bilal AAKYUZ

Enstitii Miidiiri



TESEKKUR

Bu tez projesinin planlanmasi, yiiriitilmesi ve yazilmasi hususlarinda gostermis oldugu
destek ve yardimlarindan &tiirii, akademik hayat1 bana 6greten yolumu aydinlatan 6rnek
aldigim, tez danismanim Erciyes Universitesi Tibbi Biyoloji Anabilim Dali Ogretim

Uyesi Sayin Dog.Dr. Ahmet EKEN'e,

Doktora egitimim boyunca bilgi ve tecriibelerinden yararlandigim yardimlarini asla

esirgemeyen degerli Tibbi Biyoloji Anabilim Dali hocalarima,

Bu tez projesinin tiim deney asamalarmi gerceklestirmeme vesile olan GENKOK

yonetimine ve miidiirii Prof. Dr. Yusuf Ozkul’a,

YOK 100/2000 doktora programi Tiimdr immiinolojisi alaninda doktora egitimi almama
vesile olan ve burs veren YOK 100/2000 proje yetkilileri ve kurumuna, bursiyeri
oldugum BIDEB 2211A destek programi i¢in TUBITAK’a ve TDK-2019-9220 nolu
proje kodu ile tez projemi destekleyen Erciyes Universitesi Bilimsel Arastirma Projeleri

Birimi’ne,

Tez calismalarimda yardimci olan ekip arkadasim Yesim Haliloglu’na ve tezde
kullanilan insan dokularmin saglanmasinda yardimci olan beyin ve sinir cerrahi Dr.
Ogr. Uyesi Halil Ulutabanca ve kulak burun bogaz ve bas boyun cerrah1 Dog.Dr.

Alperen Vural’a,

Bana duyduklar1 giiveni her daim hissettiren ve hep yanimda olan canim annem ve

babam’a,

Doktoraya baslamama vesile olan beni herzaman yiireklendiren hayattaki en biiyiik

sansim biricik esim Hakan Erdem’e tiim icten duygularimla tesekkiir ederim.

Bu zorlu siiregte hep bana anlayis gosterip yasindan ¢ok olgun davranarak hi¢ isimi
zorlastirmadigi, oyun saatlerinde benimle ¢alismayi tercih ettigi i¢in giizel kizim Nehir

Erdem’e ithafen...
Serife Erdem

Kayseri, EKim 2021



Vi

GLIAL TUMORLERDE KAN VE TUMOR MIKROCEVRESINDEKI INNATE
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KISA OZET

Gliomalar, merkezi sinir sisteminin glia ad1 verilen destek hiicrelerinden kaynaklanan
en yaygin birincil beyin tiimérleridir. IDH1 RI132H mutasyonu, c¢esitli hastalik
evrelerindeki hastalarda Onemli bir tanisal belirte¢ olan gliomadaki en yaygin
mutasyonlardan biridir ve daha 1yi prognoza isaret eder. ILC’ler yardimci T hiicrelerine

benzer islevlere ve fenotiplere sahiptir ve li¢ ayr1 alt sinifa ayrilir: ILC1, ILC2 ve ILC3.

Calismamizda dondrlerden glial tiimér ve tonsil biyopsileri (kontrol dokusu)
(IDH1IWT=9, IDH1MT=3, Tonsil=14) ve periferik kan (IDH1WT=12, IDH1IMT=10,
SK=20) alindi. Glial tiimérii dokular1 ve periferik kandaki ILC fenotipi karakterize
edildi. ILC'ler insan tonsillerinden FACSArialll araciligr ile izole edildi ve sitokinlerin
varliinda ve yoklugunda WT/IDHIR132H mutant U-87MG hiicre hatlar1 veya
siipernatantlar ile birlikte kiiltiirlenip ILC yiizey CTLA-4, KLRG-1, PD-1 ekspresyon

seviyeleri, sitokin iiretme kapasiteleri, hiicre proliferasyonu analiz edildi.

IDHIMT insan glial tiimor dokularindaki ILC1 diigiik ayn1 zamanda kanlarinda ve
tiimordeki ILC3 frekansinin yiiksek oldugu bulundu. Insan IDHIWT ILC2 ve IDH1
MT ILC3'te yiiksek PD-1 ifadesi varken IDHIWT ILC3'te artmis KLRG1 ifadesi ayrica
IDHIMT glial tiimorii olan hastalarin kan ILC1'lerinde azalmis CTLA-4 ifadesi vardi.
IDH1 WT GBM hiicreleri ile kiiltiirlenen ILClerin ylizey PD-1, KLRG1 ve CTLA-4'i
IDH1 MT ile kiiltiirlenenden 6nemli 6lgiide daha yiiksekti. ILC'ler, IDH1IMT ile birlikte
kiltiirlerde IDHIWT hiicre hattindan daha iyi prolifere oldugu bulundu. Son olarak
IDHIWT veya IDHIMT GBM hiicre hatti siipernatanlarina maruz kalan ILC'ler
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tarafindan IFNy, IL-2, IL-17, TNFa iiretiminin ko-kiiltiir yapilmayan ILC’lere kiyasla
artt1g1 gosterildi.

Bu ¢alismada verilerimiz, hem birincil tiimoérlerde hem de kiiltiir kosullarinda IDH1 MT
glial tiimdr mikro ortaminin IDHIWT tiimér mikro ortamina gore daha az bagisiklik
baskilayict oldugunu gostermistir ve IDH1 mutant GBM hastalarinin daha iyi

prognozunu agiklamaya yardimci olabilir.

Anahtar Kelimeler: Glial timér; innate lenfoid hiicre; U87TMG/IDH1 MT GBM hiicre
hatt1
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CHARACTERIZATION OF INNATE LYMPHOID CELLS (ILC) IN THE
BLOOD AND TUMOR MICROENVIRONMENT IN GLIAL TUMORS

Serife ERDEM
Erciyes University, Graduate School of Health Sciences

Department of Medical Biology
Doctoral Thesis, October 2021
Supervisor Associate Professor Ahmet EKEN

ABSTRACT

Gliomas are the most common primary brain tumors that arise from supporting cells of
the central nervous system called glia. The IDH1 R132H mutation is one of the most
common mutations in glioma, an important diagnostic marker in patients at various
disease stages, and indicates a better prognosis. ILCs have functions and phenotypes
similar to helper T cells and are divided into three distinct subclasses: ILC1, ILC2, and
ILC3.

In our study, glial tumor and tonsillar biopsies (control tissue) (IDH1IWT=9, IDH1IMT=
3, Tonsil=14) and peripheral blood (IDH1IWT=12, IDH1IMT= 10, HC=20) were
obtained from donors. The ILC phenotype was characterized in glial tumor tissues and
peripheral blood. ILCs were isolated human tonsils by FACSArialll and cultured
together with WT/IDH1R132H mutant U-87MG cell lines or their supernatants in the
presence and absence of cytokines to express ILC surface CTLA-4, KLRG-1, PD-1.

levels, cytokine production capacity, cell proliferation were analyzed.

IDH1 MT human glial tumor tissues were found to have less ILC1 but also high
frequency of ILC3 in their blood and tumor. There was increased PD-1 expression in
human IDHIWT ILC2 and IDHIMT ILC3, while increased KLRG1 expression in
IDHIWT ILC3 and decreased CTLA-4 expression in blood ILC1 of patients with IDH1
MT glial tumor. Surface PD-1, KLRG1 and CTLA-4 of ILCs cultured with IDHIWT
GBM cells were significantly higher than those cultured with IDHIMT. ILCs
proliferated better than the IDH1IWT cell line in co-cultures with IDH1 MT. Finally the
production of IFNy, IL-2, IL-17, TNFa by ILCs exposed to IDHIWT or IDHIMT
GBM cell line supernatants was increased compared to non-co-cultured ILCs.



In this study, our data showed that the IDHLIMT glial tumor microenvironment was less
immunosuppressive than the IDH1IWT tumor microenvironment in both primary tumors

and culture conditions, and may help explain the better prognosis of IDH1 mutant GBM

patients.

Keywords: Glial tumor; innate lymphoid cell; U87MG/IDH1 MT GBM cell line
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1.GIRIS ve AMAC
Gliomlar, Diinya Saghik Orgiiti (DSO) kilavuzlarinda gosterdikleri kétii prognoz

derecesine gore evre I'den evre IV'e kadar simiflandirilirlar, fenotipik ve molekiiler
olarak farkli birka¢ tiimor tipinden olusur ve en sik teshis edilen primer beyin
neoplazmalar: grubudur (Louis ve ark., 2016). Siniflandirmada 1, 2 diisiik dereceli; 3, 4
malignitesi fazla yiiksek dereceli glial timdr olarak siniflandirildi. En sik goriilen gliom
tiirleri sunlar1 icerir: astrositom (DSO derece I-1V), oligodendroglioma (DSO derece 1I-
I11) ve oligoastrositomlar (DSO derece 1I-1I). Gliomalar tipik olarak malign olmasina
ragmen, tim tipler siirekli olarak malign bir sekilde davranmaz. Diisiik dereceli olan
hastalarda sagkalim siireleri verilen tedaviye yanitlari, klinik &zellikleri ve
goriintlilemede farkliliklar gosterirler. Derece 1 ve 2’deki glial tiimoérler beyin
dokusundan kaynaklananlarin %15’ini olusturur ve hastalarin 10 yillik sagkalim
%50’nin altindadir. Cerrahi islemle ¢ikarilan timoér dokusuna ragmen yasam
siresindeki bu oran glial tiimorlerin ¢evre dokuya yayilmasiyla ilgilidir. Tim
gliomalarin yaklasik %355'1 evre IV glioblastoma (GBM) olarak smiflandirilir
(Verdecchia ve ark., 2002). GBM iki farkli sekilde geligebilir. Bunlardan ilki daha ¢ok
yaslh insanlarda goziiken ve klinik tablosu daha kisa olan primer GBM’dir. Ikincisi ise
diisiik derece glial tiimorlerin ek malign olaylardan sonra doniisen hiicrelerden olusan
geng eriskinlerde goriinen sekonder GBM’dir. DSO smiflamasinda primer GBM en
malign seyirli olan tiirdiir ve tedavi uygulanmadig1 durumda sagkalim beklentisi sadece

birkag¢ aydir (Louis ve ark., 2016).

Glial tiimorler kendi igerisinde farkl: tipler gostermekle birlikte patogenezde molekiiler
genetik, epigenetik ve immiinolojik mekanizma bozukluklar1 goérev alir. Bu
degisikliklerin asag1 yonlii etkileri, timdrijenezi, proliferasyonu, invazyonu ve apoptozu
diizenleyen karmasik sinyal yollarin1 ve protein-protein etkilesimlerini modiile eder.
Yillar igerisinde yapilan cesitli arastirmalar izositrat dehidrojenaz (IDH1/2) , 1p19q
ortak delesyonu, Telomeras revers transkriptaz (TERT) ve O(6)-metilguanin-DNA

metiltransferaz  (MGMT) promotdr metilasyonu, Glioma CpG adaciklart metilator
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fenotip (G-CIMP) metilasyonu, Epidermal growth faktor reseptor (EGFR) degisimleri,
BRAF V600E mutasyonlar1 ve histon mutasyonlar1 gibi g¢esitli molekiiler belirteglerin
gliomada prognostik dneme sahip oldugunu ortaya koymustur (Hambardzumyan, 2015).

IDH1 VE IDH2 genleri tarafindan kodlanan Izositrat dehidrogenaz enzimi metobolik
bircok farkli igleve sahiptir. IDHI1 ve IDH2 hiicreyi ¢esitli hasarlara kars1 korur. IDH1
ve IDH2 mutasyonlarinin akut miyeloid l6semi, kondrosarkom, tiroid kanserleri, malign
gliomlarda bulundugu tespit edilmistir. IDH1 geninde en sik goriilen mutasyon 132.
arjinin degisimleridir. Hem grade 2 ve 3 gliomlarda hem de sekonder glioblastomlarda
stk sik goriilen bu degisim, primer glioblastom ve diger kanserlerde daha az

goriilmektedir.

Burnet ve Thomas 1950’1 yillarda immiin gézetim (immunosurveillance) teorisi ile
immiin hiicrelerin olugmaya baslayan transforme hiicreleri tanimasi ve ortadan
kaldirmasi fikrini ortaya ¢ikarmistir. Bu yillart takip eden ¢alismalar bu immiin gézetim
teorisinin aslinda hikayenin sadece bir pargasi oldugunu ve ‘“kanser immiinoediting”
olarak bilinen kavramsal bir modelin olay1r daha iyi tanimlayacagini diislindiiler. Bu
modele gére hem dogal hem de adaptif immiinitenin tiimdrii yok etme ve tiimor
immiinojenitesini sekillendirmede ¢ok yonlii rol oynadigi goriisiine giiglii destek

saglamaktadir (Mittal ve ark., 2014; Vesely, 2013).

2008 yilinda birbirinden bagimsiz birka¢ laboratuvar daha once bilinmeyen Naturel
Killer (NK) hiicrelerden farkli ve aranjmani tamamlanmis T ve B hiicre reseptorlerini
yiizeyinde tagimayan lenfoid kokenli hiicre alt kiimelerini tanimladilar ve dogal lenfoid
hiicre (innate lymphoid cell: ILC) olarak adlandirdilar (Barrow ve ark., 2018; Luci ve
ark., 2009; Sanos ve ark., 2009; Hoorweg ve ark., 2012; Moro ve ark., 2010; Buonocore
ve ark., 2010; Neill ve ark., 2010). Kisa siirede ILC’ler NK hiicrelerini de igine alan
heterojen bir dogal bagisiklik hiicre grubu olarak tanimlandi. NK disindaki sitotoksik
0zelligi olmayan popiilasyon yardimci ILC’ler olarak smiflandirildi. ILC'ler, ortak
lenfoid progenitérden (CLP) tiiretildikleri i¢in ‘lenfoid’ hiicreler olarak kabul edilir. Ug
ana ILC grubu, imza sitokinleri, gelisim gereksinimleri ve fenotipik belirteglerin
tiretimindeki benzerlik temelinde tanimlanmistir (Panda, 2019). Salgiladiklari &zel
sitokinlere, benzersiz hiicre ylizeyi belirte¢ dizilerine ve kendilerine 6zel transkripsiyon
faktorlerine bagl olarak yardimei ILC'ler genel olarak 3 tiire ayrilmistir: ILC1 grubuna
hem sitotoksik NK hiicreleri hem de sitotoksik 6zelligi olmayan Thl’in benzerleri
olarak kabul edilen yardimci ILC1'ler dahil edilmistir. Th2'nin benzerleri olarak kabul
edilen hiicreler ILC2'leri ve Th17 benzerleri olan ILC’ler ILC3’leri olusturur. Dogal



3

oldiiriicii hiicreler (NK) dogustan gelen lenfositlerdir ve bu nedenle CD8" T hiicrelerinin
dogustan gelen benzerleri olarak kabul edilirken (Trabanelli ve ark., 2011) sitotoksik
olmayan ILC’ler de yardimci CD4" T hiicrelerinin innate karsih@ olarak
diistiniilmiistiir. Genel olarak yardimci ILC'ler, IL-7 reseptoriiniin a-zinciri CD127’yi1

ifade eder ve tipik olarak sitotoksik degildir (Jiao ve ark., 2016).

Insan ILC’lerinin tiimér mikrogevresine nasil katkida bulundugu ve potansiyel
antikanser tedavileri i¢in ne gibi etkileri olabilecegi hala 6nemli bilinmezler arasindadir.
Bu bilinmezlerin sebepleri arasinda; heniiz yeni kesfedilmis bir hiicre grubu olmasi,
hetorejen bir hiicre grubu olusu (birden fazla farkli fonksiyona sahip alt tipi olusu), alt
gruplarinin  farkli ¢evresel ortamlarda birbirine doniisme yeteneklerinin olmasi
(plastisite), son olarakta kanser kapsaminda ¢ok daha fazla ¢alismaya ihtiya¢ olmasi

sayilabilir.

Tilim bunlara ek olarak yaptigimiz ¢aligsma literatiirde inceledigimiz kadariyla ilkti, insan
glial tiimorler ile ILC iliskisini konu alan bir ¢aligma bulunamadi. Biz hem insan glial
timorlerde (IDH1I MT/IDH1 WT) hem de insan GBM hiicre hatlarinda (IDHI
MT/IDH1 WT) ILC’leri karakterize etmeyi amaglayarak literatiirdeki bu agiga katkida
bulunmay1 hedefledik. Bu hedefi gergeklestirmek iizere ¢alismamizda dondrlerden glial
timdr ve tonsil doku biyopsileri (IDH1 WT=9, IDH1 MT= 3, Tonsil=14) ve periferik
kan (IDH1 WT=12, IDH1 MT= 10, saglikli kontrol=20) alindi. Tiimor infiltre edici
lenfositler izole edildi. Glial tiimorii olan hasta dokularindaki ILC fenotipi karakterize
edildi. ILC'ler, cerrahi rezeksiyon ile alinan insan tonsillerinden FACSAria III araciligi
ile izole edildi ve sitokinlerin (IL-7, IL-2, IL1p, IL-23) varliginda ve yoklugunda WT
veya IDH1 R132H mutant U-87MG hiicre hatlar ile birlikte kiiltiirlendi. Ayn1 zamanda
bu iki hiicre hatlarindan iiretilen siipernatantlar da ILC'leri kiiltiirlemek i¢in kullanildi.
Ardindan CTLA-4, KLRG-1, PD-1'in ILC'ler iizerindeki ekspresyon seviyeleri, sitokin

tiretme kapasiteleri ve hiicre proliferasyonu analiz edildi.

Bu ¢alismada verilerimiz, hem birincil tiimoérlerde hem de kiiltiir kosullarinda IDH1 MT
glial tiimor mikro ortaminin IDH1 WT tiimér mikro ortamina gore daha az bagisiklik
baskilayict gibi goriindiigiinii ortaya koymaktadir. Glial tiimorlerle ilgili yapilan ilk
calisma olarak verilerimiz, IDH1 mutant GBM hastalarinin daha i1yi prognozunu
aciklamaya yardimci olabilir. Mekanizmay1 tanimlamak icin daha fazla calismalara

ithtiyag vardir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Innate Lenfoit Hiicreler (Innate lymphoid cell: ILC)

2.1.1. Tamimlanmasi, Gelisimi ve Sikhig:

Dogal oldiiriicii (Natural Killer: NK) hiicreler 1975°de kesfedildi ve uzun yillar boyunca
adaptif B ve T hiicrelerinin aksine, dogustan gelen lenfosit dalinin tek temsilcisi olarak
kabul edildi (Kiessling ve ark., 1975). Viriislere karsi erken bagisiklik yanita aracilik
etmekle birlikte kanser hiicrelerine karsi bagisiklik cevabi da fonksiyonlar1 arasindayda.
Ardindan 1997°de kesfedilen ve embriyogenez sirasinda lenf nodlarinin olusumu igin
gerekli oldugu bulunan, daha sonra dogumdan sonra da var oldugu ve bagisiklik
diizenleyici oOzelliklere sahip oldugu hizla ortaya ¢ikan lenfoid doku indiikleyici
(Lymphoid Tissue Inducer: LTI) hiicreler de hizla kapsamlica calisildi (Mebius ve
Rennert, 1997; Cupedo ve ark., 2009). 2008 yilinda birkag birbirinden bagimsiz
laboratuvar daha 6nce bilinmeyen lenfoid kdkenli hiicre alt kiimelerini tanimladilar ve
dogal lenfoid hiicre (innate lymphoid cell: ILC) olarak adlandirdilar (Barrow ve ark.,
2018; Luci ve ark., 2009; Sanos ve ark., 2009; Hoorweg ve ark., 2012; Moro ve ark.,
2010; Buonocore ve ark., 2010; Neill ve ark., 2010). Boylece ILC’ler NK hiicrelerini ve
sitoktoksik olmayan yardimci ILC’leri kapsayan dogal bagisiklik hiicreleri olarak
adlandirilip siniflandirildilar. ILC'ler, ortak lenfoid progenitérden (CLP) tiiretildikleri
i¢in ‘lenfoid’ hiicreler olarak kabul edilirler. U¢ ana ILC grubu, imza sitokinleri, gelisim
gereksinimleri ve fenotipik  belirteglerin  iiretimindeki  benzerlik  temelinde
tanimlanmistir (Panda, 2019). ILC alanindaki ilk tanimlanmalar1 esnasindaki 6nemli bir
komplikasyon, bu hiicreleri karakterize etmek i¢in kullanilan sasirtici sayida farkli
isimlerdir. Ornegin, mukozal dokularda tanimlanan IL-22 iireten ILC'ler, NK22
hiicreleri, NKR-LTi hiicreleri, NCR22 ve ILC22 hiicreleri olarak adlandirilmistir.
Benzer sekilde, Th2 hiicresi ile iliskili sitokinler tireten ILC'ler, dogal yardimci hiicreler,
nuositler ve dogustan gelen yardimer 2 (In2) hiicreler olarak belirtilmistir (Cella ve ark.,
2009; Satoh-Takayama ve ark., 2010; Neill ve ark., 2010; Spits, 2011). Tablo 2.1
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insanlarda simdiye kadar bildirilen ILC popiilasyonlarina ve bunlari tanimlamak igin

kullanilmis olan hiicresel belirteclere genel bakis saglar.

Tablo 2.1. insan ILC alt kiimelerinin fenotipik belirtegleri (Spits ve ark., 2013)
CRTH2: Th2 hiicrelerinde ifade edilen (chemoattractant receptor-homologous
molecule), ICOS: inducible T cell kostimulator, IL:interleukin, ILC: innate lymphoid
cell, LTi: lymphoid tissue-inducer, NCR: natural cytotoxicity triggering receptor,
$CD56hi CD16— hiicreler CD25'1 ifade eder. §:Tiim hiicrelerde degil. ||: NKp44,
aktive edilmis ancak rest edilmemis NK hiicreleri tarafindan eksprese edilir.

Belirteg (markir) Grup 1 ILC’ler Grup 2 ILC’ler Grup 3 ILC’ler
NK ILC1 ILC2 LTI
NCR+ILC3
CD4 - - - - -
CD25 —+ Diisiik Diisiik Bilinmiyor | Diisiik
CD56 + - Bilinmiyor - %50
CD117(KIT) - - +/- + +
CD127(IL7Ra) | —/+ + + + +
CD161 I+ +/- + +/- +
NKP44(NCR2) | —/+ - - - +
ICOS Diisiik + + Bilinmiyor +
NKp46(NCR1) | + - - . +
CRTH2 - - + - -
IL-1R - + + + +
IL-23R - - Bilinmiyor + +
IL-12Rb2 + + - - -
ST2(IL33R alt | - - + - -
{initi)
IL-17RB - - + - -
(IL25R altiiniti)

Tanimlanan bu yeni ILC’lerin belirgin bazi 6zellikleri diger hiicrelerden ayirt etmede
yardimct olur: T ve B hiicrelerinin aksine rekombinasyon aktive edici gen (RAG) -
bagimli yeniden diizenlenmis antijen reseptorleri yoktur (Cortez, 2016), diger lenfoid,
miyeloid ve dendritik hiicre fenotipik belirtegleri ifade etmez yani lineage negatiftir
(Spits ve ark., 2013). ILC'ler ortak lenfoid progenitdrlerinden (CLP) farklilasirlar (Sekil
2.1). Bu progenitor (CLP) NFIL3, ID2, TOX, TCF-1, ETS1 transkripsiyon faktorlerinin
ifadesi ile ortak dogustan lenfoid progenitorlere (CILP) farklilagir. Bu progenitér hem
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NK hem de ILC yapabilir. NFIL3, ID2, TOX, ETSL1 ile daha sonra Eomes ve/veya Thet
ifadesiyle NK hiicre progenitorleri (NKP); GATA3’{in ifadesiyle ise ile ortak yardimci
dogustan lenfoid progenitdrlere (CHILP) farklilagirlar. CHILP, NK disinda biitiin ILC
altitplerinin koken alabildigi progenitérdiir. CHILP daha sonra PLZF ifadesiyle
dogustan lenfoid hiicre progenitdrlerine (ILCP) veya PLZF’den bagimsiz olarak lenfoid
doku indiikleyici progenitorlerere (LTiP) doniisebilir. LTiP'ler, RORYT, TOX, ID2
transkripsiyon faktorlerinin ifadesiyle LTi’e ve ILCP'ler Tbet, NFIL3, RUNX3’iin
ifadesiyle ILC1, RORa, Bclllb, GATA3 ifadesiyle ILC2 ve RORyt, AHR, ID2
ifadesiyle ILC3’¢ farklilasir (Vivier ve ark., 2018; Eken ve Altuntas, 2017).

RORyT
- TOX .
_ A D2 A
\ e RORYT | .
. ot -

. ID2 ¥y
NFIL3 * s
ID2 RORa .
TOX Bell1b -
TCF-1 GATA3
ETS1 GATA3 PLZF GFIT

ClP —— CIlP — CHILP —— |LcP » ILC2
NFIL3
D2
Tox - ILC1
ETS-1
NFIL3
RUNX3
NKP ,
TBET <
ENOMES

Sekil 2.1. ILC'lerin Gelisimi

Salgiladiklar1 6zel sitokinlere, benzersiz hiicre yiizeyi belirte¢ dizilerine ve kendilerine
0zel transkripsiyon faktorlerine bagli olarak yardimeir ILC'ler genel olarak 3 tipe
ayrilmistir: Th1’in benzerleri olarak kabul edilen ILC1’ler, Th2 nin benzerleri olarak
kabul edilen ILC2' ler ve Th17 benzerleri olan ILC3’ler. Dogal oldiiriicii hiicreler
dogustan gelen lenfositlerdir ve bu nedenle CD8+ T hiicrelerinin dogustan gelen
benzerleri olarak kabul edilir (Trabanelli ve ark., 2011). Genel olarak yardimeci ILC'ler,
IL-7 reseptdriiniin a-zinciri CD127’yi ifade eder ve tipik olarak sitotoksik degildir (Jiao
etal., 2016).
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ILC’ler, nispeten nadir goriilen bir lenfosit tiirlidiir. Dolasim i¢inde, insan ILC'leri insan
gobek kordonu kaninda CD45+ hiicrelerinin <%1'i veya toplam lenfositlerin <%0.5'ini
olusturur. Gastrointestinal dokular i¢inde, insan ILC'leri CD45+ hiicrelerinin %1'ini
olusturabilir. Dikkat c¢ekici bir sekilde, diisiik frekanslara, antijen reseptorlerinin
olmamasina ve (NK haricindeki ILC’lerin) sitotoksik fonksiyonun olmamasina ragmen,
insan ILC'lerinin saghigimiz iizerinde biiylik bir etkisi vardir (Vély ve ark., 2016;

Kramer ve ark., 2017)

2.1.2.1LC1

NK  hiicreleri ve yardimci ILCI’ler ILC1’lerin alt smifi olarak benzer ve farkli
Ozellikleri olan iki ayr1 hiicre grubudur. Her iki hiicre tipi de IL-12, IL-18 ve IL-15
sitokinlere yanit olarak IFN-y tretir (Sekil 2.2) (Aust ve ark., 2009). Bununla birlikte,
bazi acilardan farklilik gosterirler, 6rnegin, yardimci ILC1'ler ve NK hiicreleri farkli
yerlerde bulunur. NK hiicreleri, kan ve dokular arasinda yeniden dolasirken ¢ok sayida
bolgede bulunur. Yardimer ILC1, dokuda yerlesik hiicrelerdir (ve bu nedenle dokuda
yerlesik NK hiicreleri olarak da adlandirilir) ve karaciger, bagirsak, dalak, deri, periton,
rahim ve tiikiirik bezlerinde bulunur (Gao ve ark., 2017; Fuchs, 2016; Crotta ve ark.,
2014). ILC1"leri, 6zellikle farelerde NK hiicrelerinden ayirmak igin siklikla kullanilan
bir baska kriter, gelisimlerini yonlendiren transkripsiyon faktorlerine dayanmaktadir.
Hobit (Mackay ve ark., 2016) ve T-bet (Klose ve ark., 2014), ILC1 gelisimini
yonetirken, NK hiicreleri EOMES ve T-bet'e (Robinette ve ark., 2015; Gordon ve ark.,
2012; Daussy ve ark., 2014) baglhdir. Farelerde grup 1 ILC'ler, NKp46 ve NKI.1
reseptorlerinin ekspresyonu ile diger ILC'lerden fenotipik olarak ayirt edilir (Cortez,
2016). Ikisini ayirt etmek igin {i¢iincii bir kriter, farkli sitolitik potansiyellerine
dayanmaktadir; NK hiicreleri, ILCl'lerden daha fazla perforin ve granzimler gibi
sitolitik aract olusturur (Bernink ve ark., 2013). Son olarak, ILC1'ler ve NK hiicreleri
cok benzer bir ylizey markorleri yelpazesi ifade etmelerine ragmen, CD49a, CD73 ve
CD61'in farkli ekspresyonu iki hiicre tipinin ayrilmasma yardimci olabilir (Klose ve
ark., 2014; Cortez et al., 2016). Hem ILC1'ler hem de NK hiicreleri, IFN-y salgilanmasi
yoluyla hiicre i¢i patojenlerle miicadelede 6nemli roller oynar. ILC1'ler, enfeksiyon
sirasinda, NK hiicrelerinin kandan dokuya gocii ile siirdiiriilen acil bir doku IFN-y
kaynagi saglar (Sun, 2011). NK hiicreleri ayrica viral olarak enfekte olmus hiicreleri ve
timor hiicrelerini de lize eder, oysa yardimci ILCl'lerin litik fonksiyonunun smnirh
oldugu diisiiniilse de bu konsept deneysel olarak gosterilmemistir. Insan ILC1’leri

baslangigta saglikli tonsil ve gastrointestinal sistemde Lin'CD127°CD117 CRTH2
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NKP44’, Thet ekspresyonu olan ve IL-12 ve I1L-18 aktivasyonunu takiben IFN-y sekrete
eden hiicreler olarak tanimlandilar ayrica intraepitelyal ILC1’ler CD103"NKP44*CD56"
olarak bilinirler (Bernink ve ark., 2013; Fuchs ve ark., 2013). Insan sitotoksik olmayan
ILC1'in fenotipik tanimi, c-Kit (CD117) ve CRTH2 (CD194) ifade etmeyen Lin-
CD127" hiicreler olacaktir (Fuchs, 2013).

ILC1

TRANSKRIiPSiYON
FAKTOR T-bet

STIMULASYON IL-12 / IL-18

EFEKTOR
SITOKIN IFN -y
iMMUl‘{OLOJiK Intraseliiler mikrop
FONKSIYON -

Viriis

Tiimor

Sekil 2.2. ILC1 lerin 6zellikleri
2.1.3.ILC2

Th2 hiicrelerinin dogal immiinitede paralelinde yer alan ILC2’ler Lin" CD127" CRTH2"
olarak ifade edilen ve ilk olarak periferik kan ile nazal pulpalarda tanimlan dokuda
yerlesik hiicrelerdir (Sekil 2.3). GATA3 ve RORa transkripsiyon faktorlerine bagh
gelisen bu hiicrelerin imza sitokinleri tip 2 sitokinler olan IL-4, IL-5 ve IL-13diir
(Moro ve ark., 2010; Neill ve ark., 2010). IL-25, TSLP ve IL-33 sitokinlerine yanit
verirler (Moro ve ark., 2010; Vonarbourg ve ark., 2010). GATA3'in yoklugu, bu
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hiicrelerin gelisimini ve islevini engeller. ILC2'ler, helmint Nippostrongulus brasiliensis
gibi parazitlere karsi dogal bagisiklik tepkisinde rol oynar (Vivier ve ark., 2018).
Enfeksiyonu ¢ozdiikten sonra, ILC2'ler amphiregulin (AREG) iireterek hasarli dokulart
onarmaya yardimci olur (Vallentin ve ark., 2015). Farelerde dokuda yerlesik ILC2'ler
icin klasik bir isaret¢i, IL-33 reseptoriiniin bir bileseni olan ST2 olmasina ragmen, insan
periferik kaninda bulunan ILC2'ler ST2'den yoksundur (Bal ve ark., 2016). ILC2'lerin,
fare bagirsaginda (Moro ve ark., 2010; Neill ve ark., 2010; Price ve ark., 2010) ve insan
bagirsaginda (Mjosberg ve ark., 2011), akcigerinde (Monticelli ve ark., 2011) ve
derisinde (Kim ve ark., 2013; Salimi ve ark., 2013) oldugu gosterildi.

TRANSKRIPSIYON ILC2
FAKTOR —
RORa
GATA3
STIMULASYON
IL-25/I1L-33
TSLP/PGD,
EFEKTOR l
SITOKIN @9 00 0y
@) ® O
[L-13 [L-5 [L-4
IMMUNOLOJIK l
FONKSiYON

Alerji-Astim hastaliklar:
Doku iyilesmesi
Metabolik denge

Biiyiik parazitler

Sekil 2.3. ILC2’lerin 6zellikleri
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2.1.4.1LC3

Ugiincii ILC alt grubu olan ILC3'ler, tipik olarak Th17/Th22 hiicreleri tarafindan
iiretilen sitokinleri, yani IL-17 ve IL-22'yi iiretir. ILC3 Lin CD127°CD117 (ckit)" olarak
tanimlanir (Sekil 2.4). ILC3’ler dogal sitotoksisite reseptorlerinin (NCR) hiicre yiizeyi
ekspresyonu temelinde tanimlanan iki hiicre alt grubunu icerir. NCR ailesi ii¢
molekiilden olusur: insanlarda NKp30 (NCR3, CD337) ve NKp44 (NCR2, CD336) ve
tiim memelilerde korunan tek NCR olan NKp46 (NCR1, CD335) (Vivier ve ark., 2011).
ILC3, LTi hiicreler/NCR-ILC3ler/CCR6" ILC3’ler ve NCR" ILC3 hiicrelerini icerir (De
Grove ve ark., 2016). Fetiiste, CCR6 " NKp46— ILC3’ler, gelisim sirasinda lenfoid doku
olusumunu saglayan lenfoid doku indiikleyici (LTi) hiicrelere karsilik gelir.
CCR6°'NKp46™ ILC3'ler, IL-22'den daha fazla IL-17 iiretir ve MHC sinif 1I'yi eksprese
eder, bu da bagirsak homeostazini destekleyen kommensal mikroplara karsi tolerojenik
bir CD4" T hiicresi tepkisinin olusumunu indiikler (Robinette ve ark., 2015).
CCR6-NKp46" ILC3'ler ve bunlarin anlik CCR6—NKp46— onciileri IL-22 iiretiminde
uzmanlagmistir. Niikleer hormon reseptorii RORyt ekspresyonu, IL-17 ve [L-22
salgilayan ILC3"in {iretimi ve islevi i¢in gereklidir. ILC3'ler, IL-23 ve IL-1B'ya yanit
olarak 1L-22 ve IL-17, graniilosit-makrofaj koloni uyarici faktor (GM-CSF) iiretir,
bunlar doku homeostazi, onarim ve inflamasyonda rol oynar ve bu nedenle Thl7'nin
dogustan gelen karsiliklar1 olarak kabul edilir. IL-22 epitelyal hiicre antimikrobiyal ve
onarim mekanizmalarint uyarirken (Bao ve ark., 2008), IL-17 graniilopoezi ve
notrofillerin toplanmasini tesvik eder (Conti ve ark., 2009; Stark ve ark., 2005) .
Farelerdeki ilk deneyler, ILC3'ln, IL-22 salgilamas1 yoluyla kommensal ve patojenik
bakterileri kontrol etmede kritik bir rol oynadigini géstermistir (Satoh-Takayama ve
ark., 2008). Insan calismalar1, sedef hastalarinin cildinde saglikli kontrollere gére daha

yiiksek oranda NCR" ILC3 oldugunu ortaya ¢ikarmustir (Villanova ve ark., 2014).
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Sekil 2.4. ILC3’lerin 6zellikleri

2.1.5. ILC Plastisitesi

T yardimer hiicre alt kiimeleri gibi, ILC alt kiimelerinin de belirli bir derecede plastisite
sergiledigini gosteren kanitlar artmaktadir. Plastisitenin meydana geldigi dokuda
polarize edici sinyaller olarak sitokinler ILC'lerin plastikligini diizenleyen kilit
diizenleyiciler olarak gorev yapar ve ILC'lerdeki anahtar transkripsiyon faktor
degisiklikleri ILC alt kiimeleri fenotipleri ve fonksiyonel kapasitelerinde farklilagmaya
neden olabilir (Sekil 2.5). (Vonarbourg ve ark., 2010). 2010 yilinda farelerde yapilan
fate-map ve adoptiv transfer caligmalari bagirsak CCR6-NKp46— ILC3'lerinin, bir
CCR6-NKp46"™ ara iiriinii aracihgiyla IFN-y iireten NKI1.1'NKp46® ILC1'lere
doniisebilecegini gostermistir. Bu siire¢ RORyt ifadesinde bir azalma (Vonarbourg ve
ark., 2010), buna paralel bir T-bet artis1 ve Notch sinyali gerektirir (Sciumé ve ark.,
2012). Ayrica doniigiim i¢in IL-1f3, IL-15 ve IL-12 muhtemelen kritik faktorlerdir ¢linkii
insan IL-22 iireten ILC3'leri, bu sitokinlerle in vitro kiiltiirlenirse IFN-y iireten ILC1
benzeri hiicrelere doniistiiriilebilir (Cella ve Otero, 2010). ILC2'lerin hem in vitro hem

de in vivo IFN-y ireten ILCl'lere doniisebilecegi gosterilmis ve bu doniisiimiin
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gerceklesmesi igin T-bet ve IL-12 reseptorii (IL-12R) uyarilmasi gerektigi yine yapilan
calismalar ile ispatlanmistir (Lim ve ark., 2016). Ayrica, farelerde ILC2'nin IL-25 ve
IL-33 sitokinlerine in vivo maruz birakilmasinin, farkli fonksiyonel tepkiler ortaya
cikardigi goriilmektedir. IL-25"n sistemik enjeksiyonlari, tip 2 sitokinlere ek olarak IL-
17 iireten ve inflamatuar ILC2'ler olarak adlandirilan ILC2'lerin olusumunu tesvik eder
(Huang ve ark., 2015). Bu doniisiim, Notch sinyaline ve RORyt ifadesine baglidir
(Zhang ve ark., 2017). Dokuda yerlesik olan IL-33'e duyarli ILC2'lerin aksine
(Gasteiger ve ark., 2015) IL-25'e duyarli ILC2'ler kan dolasiminda dolasirlar ve
enfeksiyon sonrasi korumaya yardimci olduklar1 efektdr bolgelere go¢ edebilirler
(Huang ve ark., 2015). Bu ILC2'lerin aym plastik hiicre tipinin iki farkli alt kiimesini mi
yoksa farkli aktivasyon durumlarint m1 olusturdugu belirsizligini korumaktadir. Bu
dogrultuda, IL-10 ireten ILC'lerin bir alt kiimesi, diizenleyici ILC'ler (ILCreg'ler)
olarak tanimlanmistir (Wang ve ark., 2017). Bu hiicrelerin, ID3'e bagh bir sekilde
ILCp'den ziyade dogrudan CHILP'den gelistigi ve diger ILC alt kiimelerinden farkli
oldugu iddia edilmektedir. ILC2'ler, IL-10 ireten hiicrelere doniisebildiginden (Gury-
BenAri ve ark., 2016) ILCreg'lerin dogasini ve potansiyel dnemini tam olarak anlamak
icin daha fazla arastirmaya ihtiya¢ vardir. Son olarak, insan ve fare sitotoksik NK
hiicreleri, TGF-p sinyaline yanit olarak ILC1 benzeri 6zellikler de kazanir (Gao ve ark.,
2017) . Son ¢alismalar, insan ve fare ILC'lerinde kromatin durumunu arastirmis ve elde
edilen sonuglar1 bu hiicrelerin CD4" T yardimei hiicre karsiliklari icin yaymlanmus
bulgularla karsilastirmistir (Koues ve ark., 2016). Erisilebilir kromatin bdlgeleri,
ATAC-seq ile degerlendirilmistir. Daha sonra histon H3-K27 asetilasyonunu veya
diizenleyici faktor p300'in baglanmasini degerlendirerek bu bdlgelerin aktif mi yoksa
basit¢e aktivasyon i¢in hazir mi oldugu belirlenmistir. ILC regulomunun ayirt edici bir
ozelligi, imza sitokin genlerinin ekspresyonunu kontrol eden diizenleyici bolgelerin,
ILC'lerde zaten hazir veya aktifken, CD4" T yardimci hiicrelerindeki 6zdes diizenleyici
bolgelere, ancak sitokin sinyalleri veya enfeksiyon tarafindan aktivasyondan sonra
erigilebilir hale gelmesidir (Shih ve ark., 2016). Bu sonuglar, ILC regiilomlarinin
mikrogevreye yanit olarak dinamik degisikliklere daha yatkin oldugunu gostermektedir.
Son zamanlarda, IL-1p ve IL-12 ile ILC2'lerin ILC1'lere gecisinin, IFN-y'y1 kodlayan
lokus ile IL-5 ve IL-13"i kodlayan lokusun aynmi anda erisilebilir oldugu atipik bir

kromozomal manzara ile isaretlendigi gosterilmistir (Ohne ve ark., 2016).

ILC'lerin esnekligi dokulardaki bu hiicrelerin heterojenligini yonlendirdigi ve bunun

etkili bagisiklik tepkileri i¢in 6nemli olabilecegi ve ayrica Crohn hastaligi (Bal ve ark.,
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2016) ve kronik obstriiktif akciger hastaligi (Silver ve ark., 2016) gibi enflamatuar
hastaliklarda rol oynayabilecegi acik hale geliyor. Bununla birlikte, ILC plastisitesinin
tam islevsel etkisi hala tam olarak anlagilmamistir ve aktif bir aragtirma alan1 olmaya

devam etmektedir (Vivier ve ark., 2018).

A

oo @0 oo
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TGFp, IL-1p, ret_uwlc IL-1p,
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subset)

Sekil 2.5. ILC’lerde plastisite (Bal ve Golebski, 2020)

2.1.6. ILC Plastisitesitesinin Tiimor immiinitesi ve immiinoterapisindeki rolii

Yapilan bir ¢calismada normal meme dokusundaki ve meme tiimoriindeki bir CD49a’y1
yiiksek ifade eden ILC1 popiilasyonunun kanser immiin-gozetimi potansiyel olarak
aracilik edebilecegini bildirmistir (Dadi ve ark., 2016). Bununla birlikte, TGF-p
acisindan zengin ortamda ILCl1'in karsinogenezi kontrol etmede etkisiz oldugunu ve
potansiyel olarak metastazi tesvik edebilecegini gézlemlendi (Gao ve ark., 2017). Bu
durum NK hiicrelerinin ILC1'e 6nemli bir fenotipik degisimi ile eslik etti. Bu veriler,
TGF aracili ILC1 plastisitesinin, ILC1'in immiino-gozetimindeki roliinii iptal ettigini
gdstermistir. ilging bir sekilde, arastirma, TGF-p tarafindan indiiklenen plastisitenin bir
sonucu olarak, NK hiicrelerinden tiiretilen tiimor yerlesik ILC1'in, potansiyel olarak
kanser biiylimesini destekleyebilecek pro-anjiyogenik fonksiyonlar kazandigini ileri
stirdi. (Bruno ve ark., 2013). NK hiicrelerinden tiiretilen ILC1 benzeri hiicrelerin,

immiin sistemin timor tolerans: lehine sekillenmesinde biiylik olasilikla yer aldigi
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diistiniilmektedir. Bu siire¢ kismen timdr mikrogevresinde TGF-B, tarafindan
yonlendirilir, ancak yapilan bir bagka calisma da ayni sinyal yolunu paylasan diger
faktdrlerin olas1 katilimini nermistir (Wang ve ark., 2018). immiin baskilayici miyeloid
hiicrelerin ve ILCl1'in her ikisi de metastatik akcigerlere sizmistir (Sceneay ve ark.,
2012), grup 1 ILC plastisitesinin, on metastatik nislerin katkisinda yer alip almadigi

heniiz belirlenmemistir.

Crohn hastalig1 olan hastalarin bagirsaklarindan izole edilen bazi ILC2 klonlar1 hem IL-
13 hem de IFN-y ifade ettiginden, insanda ILC2 plastisitesinin kanit1 rapor edilmistir
(Lim ve ark., 2016). "Araf" durumundaki bu ex-ILC2'nin muhtemelen IL-12
maruziyetinin bir sonucu oldugu ve enflamatuar hastaligin siddetine katkida
bulunduguna inaniliyordu. Bu nedenle, ILC2'nin ILC1 benzeri hiicrelere fonksiyonel
doniisiimiinlin, inflamatuar bagirsak hastaligi olan hastalarda kanser riskini

artirabilecegi diistiniilmiistiir.

Immiinoterapinin kanser tedavi yontemlerinden biri haline gelmesi ILC plastisitesinin
kanser immiinoterapisi lizerindeki etkisini ve kanser immiinoterapisinin ILC
plastisitesinden faydalanip faydalanmayacagini bilmek zorunlu hale gelir. Grup 1 ILC
alt gruplan arasindaki plastisite belirlendiginden, NK hiicre bazli immiinoterapiler i¢in
en bilyiik endiselerden biri, kanser hastalarina aktarilan NK hiicreleri, ILC1 benzeri,
timor tesvik eden hiicrelere dontisebilecegidir. Gergekten de dalak NK hiicrelerinin
timore dogrudan enjeksiyonla ILC1 benzeri hiicrelere doniistiigii gosterildi (Gao ve
ark., 2017). Primer NK hiicrelerine dayanan ¢ogu immiinoterapinin TGF-f ile
indiiklenen plastisiteye tabi oldugu goz Oniine alindiginda, tiimorde lokalize olan bu
transfer edilmis NK hiicrelerinin pro-tiimor fonksiyonlar: sergileyip sergilemeyecegi
heniiz belirlenmemistir. Neyse ki, gen diizenleme teknolojilerinin hizli ilerlemesiyle,
TGF-p sinyaline duyarsiz genetigi degistirilmis NK hiicreleri tiretmek miimkiindiir ve
mevcut NK hiicre tabanli immiinoterapileri gelistirmek icin rasyonel bir strateji olarak
kabul edilebilir. Ek olarak, kii¢iikk molekiil inhibitorleri veya TGF-f bloke edici
antikorlar, adoptif NK hiicre tedavileri ile birlestirilebilir (Akhurst ve Hata, 2012).

Ek olarak, mevcut kanitlar ILC plastisitesinin ¢ogunlukla sitokinler tarafindan
yonetildigini gosterdiginden, belirli bir sitokini modiile eden tedaviler potansiyel olarak
ILC plastisitesini ve homeostazim1 degistirebilir. Ornegin, ImmunoPulse IL-12
(OncoSec Immunotherapies), anti-timor immiin yanitlarint iyilestirmek igin I1L-12
kodlayan DNA'nin tiimoér i¢i dagitimina dayanir. IL-12, ILC2 ve ILC3'lin ILCl'e

doniistiiriilmesinde kritik bir rol oynadigindan, ImmunoPulse IL-12'nin kati tiimdrlerde
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ILC1 sayilarin1 potansiyel olarak zenginlestirebilecegi Ongoriilmektedir. Bununla
birlikte, ex-ILC2 ve ex-ILC3'lin anti-timor rolleri belirlenmedigi i¢in bu ILC
plastisitesinin fonksiyonel sonucu belirsizdir. Miyeloid hiicreler, ILC plastisitesi (IL-1j,
IL-12, IL-23 ve TGF-B) ile iliskili sitokinlerin ana kaynagi oldugundan, miyeloid
hiicreleri hedefleyen terapdtik stratejilerin de ILC plastisitesi lizerinde derin bir etkisi
olabilir. Oregin, STAT3 inhibitdrlerinin myeloid-derived supressor cells (MDSCs)'ler
tizerindeki anti-immiinosupresif etkileri su anda klinik deneylerde degerlendirilmektedir
(Fleming ve ark., 2018). STAT3, tiimor infiltre eden miyeloid hiicrelerde I1L-12
tiretimini inhibe ederken IL-23 iiretimini desteklediginden (Kortylewski ve ark., 2009)

STAT3 inhibitorlerinin kullaniminin ILC1'lerin sayisin1 artirmas1 muhtemeldir.

2.1.7. ILC’lerin diger hastahklarla iliskisi

2.1.7.1. Astim ve ILC
Astim, diinya ¢apinda yaklasik 300 milyon insani etkileyen kronik inflamatuar bir

hastaliktir ve hava yolu asir1 duyarliligt (AHR; airway hyperresponsiveness), asiri
mukus {retimi ve hava yolunun yeniden sekillenmesinin neden oldugu nefes almada
zorluk, oksiiriik ve hirilt1 ile karakterizedir (Lambrecht, 2015). Alerjik tepkiler, eozinofil
ve mast hiicre degraniilasyonuna, goblet hiicre hiperplazisine, mukus iiretimine, artmis
serum IgE seviyelerine ve diiz kas kasilmasina yol acan tip 2 sitokinlerin {iretimi ile
karakterize edilir. Bu tiir tepkiler, mukozal bariyerlerde bakteri iiriinleri, gida maddeleri,
bitki polenleri veya mantar sporlar1 gibi normalde zararsiz alerjenlere tekrar tekrar

diisiik doz maruziyetin ardindan gelisebilir (Walker ve Barlow, 2013) (Sekil 2.6).

Farelerde, ILC2'ler, sirasiyla tip 2 sitokinler ve amphiregulin iireterek viriis veya alerjen
kaynakli alerjik bagisiklik tepkilerinde hem patolojik hem de koruyucu iglevler gosterir.
Ayrica, ILC2'ler alerjik hava yolu iltihabiin gelisimini ve kaliciligin1 desteklemek i¢in
CD4" T hiicreleri, makrofajlar, eozinofiller, NKT hiicreleri ve epitel hiicreleri gibi diger

bir¢cok bagisiklik hiicresiyle birlikte ¢alisir (Kim ve Umetsu, 2016).

Hem ILC2'ler hem de ILC3'ler, obez farelerde alerjik astim ile iliskilendirilmistir
(Everaere ve ark., 2016). Astim heterojen bir hastaliktir; Th2 hiicrelerinin diistik
seviyeleri ile daha siddetli, genellikle alerjik olmayan astim formlar1 olan hastalarda,
inflamasyon nétrofilik veya karisik notrofilik ve eozinofilik yanit ile karakterize edilir.
Bu, hem IL-5 hem de IL-13 iireten ILC2'lerin ve IL-17 iireten ILC3'lerin veya IL-17'yi
tiretmeye baglayan ILC2'lerin katilimini igerir (Orimo ve ark., 2021). Alerjik astim
modelleri ve hastalarinda biiylik miktarlarda tip 2 sitokin iireten pulmoner ILC2'lere

sahip oldugu tespit edildiginde; bu sitokinlerin, klasik astim endotipinde Onemli
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patojenik roller oynadigi belirtilmistir (Kim ve Umetsu, 2016). Artik pulmoner
ILC2'lerin patojenik roliiniin, bu hiicrelerin alerjenler tarafindan akcigerlerde hizlica
yukar1 regiile edilen c¢esitli faktorler tarafindan aktive edildiginde basladig
diistiniilmektedir: bunlar epitelyal sitokinler 1L-33, IL-25 ve timik stromal lenfopoietin
(TSLP), mast hiicre faktorleri sisteinil 16kotrienler ve prostaglandinler igerir (Doherty,
2019). Aktive edilmis ILC2'ler daha sonra eozinofiller ve alternatif olarak aktive
edilmis (M2) makrofajlar dahil diger bagisiklik hiicrelerini ¢agirir veya aktive eder; bu

hiicreler AHR ve hava yolu inflamasyonunu indiikler (Halim ve ark., 2014).

ILC alt kiimelerinin katkilarinin ve bunlarin aktivasyonunun altinda yatan molekiiler
mekanizmalarin astim ve diger atopik hastaliklarda daha iyi anlasilmasi, bu 6nemli

saglik sorunu i¢in yeni tedavilere yol acabilir.
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Sekil 2.6. ILC2’lerin astimda patojenik ve koruyucu islevleri (Kim ve Umetsu, 2016)

2.1.7.2. Multipl skleroz (MS) ve ILC

MS, SSS'nin demiyelinizasyonuna yol agan otoimmiin bir hastaliktir, etiyolojisi heniiz
aydinlatilamamis olsa da otoreaktif T hiicrelerinin aksonlar1 ¢cevreleyen miyelin kilifinin
yikiminda 6nemli bir roli vardir (Suzuki ve ark., 2011). MS, Th17 hiicre aracili bir
hastalik olarak kabul edildiginden, MS'deki ILC'ler lizerine yapilan arastirmalarin ¢ogu,
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ILC3 alt kiimelerine odaklanmistir. Buna gore, MS'li hastalarin kontrol deneklerine
kiyasla, beyin omurilik sivilarinda ve kanlarinda LTi hiicreleri de dahil olmak iizere
daha yiiksek sayida ILC3'e sahip olduklari gosterilmistir (Degn ve ark., 2016). Bununla
birlikte, MS hastalari, IL-2 reseptor alfa bloke eden ve daha once tekrarlayan MS
tedavisinde kullanilan Daclizumab ile tedavi edildiginde, beyni cevreleyen beyin
omurilik sivisinda azalmis inflamasyon belirtileri gosterdi. Ayrica, daclizumab'in
ILC3'leri inhibe ederken NK hiicreleri lizerinde uyarici bir etkiye sahip oldugu bulundu.
Ozellikle, aktive edilmis T hiicrelerinin frekanslar1 iizerinde onemli tedavi etkileri
gozlenmedi (Perry ve ark., 2012). Bu bulgular, ILC3'lerin MS patogenezine katkida

bulunabilecegini gostermektedir.

c-Kit, deneysel otoimmiin ensefalomiyelite (EAE, multipl sklerozun bir fare modeli)
duyarlilkta ¢ok onemlidir ve MS’de ILC3'ler ve c-Kit® ILC2'lerin rol oynama
olasiligmi yiikseltir. Ayrica, c-Kit sinyallemesinde bir kusuru olan ve EAE
gelistirmeyen farelerde, ILC3’lerin birikimi olmadi (Safavi ve ark., 2015; Hatfield,
2015).

MS tedavisi i¢in ilk oral hap olarak 2010 yilinda Amerikan Gida ve ilag¢ Dairesi (Food
and Drug Administration, FDA) tarafindan onaylanmis fingolimod ile yaptigimiz
2019’da yayinlanan g¢alismamizda bizde ILC’lerin MS ile iliskisini ortaya koymay1
hedefleyerek; insan ve murin ILC'lerinin, ikincil lenfoid organlardan ¢ikis i¢in S1P
reseptorlerini kullandigini ve ILC'lerin hem insanlarda hem de farelerde S1P analoglar

tarafindan hedeflenebilecegini ortaya koyduk (Eken ve ark., 2019).

ILC2'ler ise, EAE'a direncli farelerin beyin ve drene lenf diigiimlerinde tespit edilmistir.
c-Kit ekspresyonuna ek olarak, birka¢ ¢alisma, ILC2'lerin gii¢lii bir indiikleyicisi olan
IL-33"in uygulanmasimin EAE'de koruyucu oldugunu gostermistir (Russi ve ark., 2015;
Milovanovic ve ark., 2012; Jiang ve ark., 2012). Bununla birlikte, ILC2'lerin MS’de yer
alip almadig1 tam olarak belirlenmemistir. Bu sonuglar, ILC'lerin SSS'de kiiclik bir
poplilasyon olmasina ragmen, EAE'de inflamasyonun baglamasin1i kontrol

edebildiklerini gostermektedir.
2.1.7.3. iltihaph bagirsak hastaliklar1 (IBD; Inflammatory bowel diseases) ve ILC

Crohn hastaligi (CD) ve iilseratif kolit gibi inflamatuar bagirsak hastaliklari,
gastrointestinal sistemin kronik inflamatuar bozukluklaridir. Cevresel etkenler, kisinin

genetik yatkinligi ve mikrobiyotanin hepsinin IBD'li hastalarin bagirsak homeostazini
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bozduguna inanilmaktadir. IBD'nin patogenezinin altinda kommensal bakterilere karsi

inflamatuar CD4" T hiicresi tepkileri yatmaktadir (Maloy, 2011).

Bir GWAS’da (Genom c¢apinda iliskilendirme g¢aligmalari: Genome-wide association
study) IBD i¢in potansiyel neden olarak bir¢gok IL23R ve NOD2 varyant1 tanimladi ve
bu, ILC1'lerin ve ILC3'lerin bu sinyal yollar1 araciligiyla patofizyolojiye dahil oldugunu
diisiindiirdii (Moschen ve ark., 2019). IFN-y iireten CDI127°ILC1'ler ve ielLC1'ler,
kontrollere kiyasla Crohn hastalarmin bagirsaginda artt;, oysa IL-22 iireten NCR"
ILC3'ler azald1 (Bernink ve ark., 2013; Fuchs ve ark., 2013; Takayama ve ark., 2010).

Bir grup, Rag2~~ farelerinde Helicobacter hepaticus enfeksiyonuna yanit olarak ortaya
ctkan ve IL-23'e yamt olarak IL-17A, 1L-22 ve |IFN-y salgilayan bir
CD11b B220'GR1 THY1" ILC popiilasyonunun varhgmi bildirdi. Bu hiicreler igin
islevsel bir rol, H. hepaticus ile enfekte olmus Rag27/ " farelerde antikor aracili THY1"
hiicrelerinin tilkenmesinin hastalik gelisimini iyilestirdigini gosterdi, ancak THY1'in
ILC'ler tarafindan spesifik olarak eksprese edilmedigi belirtmekte fayda goriiyoruz
(Buonocore ve ark., 2010).

2.1.7.4. Sedef hastahigi ve ILC

Sedef hastalig1, coklu genetik risk odaklari, ¢cevresel risk faktorleri ve asir1 immiinolojik
anormallikler arasindaki dinamik etkilesimin neden oldugu karmasik bir kronik
inflamatuar deri hastaligidir ve diinya capinda niifusun yaklasik %2'sini etkiler
(Yamanaka ve Yamamoto, 2021). Deri, mekanik strese, patojenlere ve kimyasal
saldirilara kars1 korunmak icin ¢ok onemli bir bariyer olusturur. Bagisiklik hiicreleri
acisindan, epidermis oOncelikle dokuda yerlesik hiicrelere ev sahipligi yapar. Tersine,
epidermisin altinda bulunan dermis, go¢ eden bagisiklik hiicreleri tarafindan zengin bir
sekilde doldurulur. Ilging bir sekilde, insan ILC'leri sadece dermiste bulunur ayrica
dolasimdaki insan ILC'lerinin 6nemli bir popiilasyonu, kutandz 16kosit antijenini ve

CCR10'u ifade eder (Polese ve ark., 2020; Richmond, 2014; Teunissen ve ark., 2014).

IL-17 ve IL-22 diretiminin yam sira RORyt'ye baglh ILC3'lerin diizensizligi sedef
hastaligina baglanmistir. Sedef hastalig1 olan hastalarin deri ve kanindaki 1L-22 {ireten
NKp44" ILC3'lerin sayisi, saglikli bireylerdeki sayilara gore artmustir. Bir ¢aligmada
ayrica sedef hastaligi olan hastalarin derisinde IL-17 iireten ILC'lerin sayisinda artis
bulundu, ancak IL-17, NKp44+ ILC3’ler tarafindan iiretilmedi; bu nedenle, bu IL-17
treten ILC'lerin dogasi bilinmemektedir. Bununla birlikte, deri lezyonlarindaki

ILC3'lerin siklig1, sedef hastaligmin ciddiyeti ile koreledir. Ilging bir sekilde, TNF'ye
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O0zgii bir antikorla tedavi edilen sedef hastalifi olan bir hastada, terapotik yanit,
NKp44'ILC3'lerin kandan kaybolmasi ile bagmtilidir. Bunun ILC'lerin, ozellikle
ILC3'lerin hastalik siirecine dahil oldugu anlamina gelip gelmedigi heniiz

belirlenmemistir (De ve ark., 2016; Villanova ve ark., 2014; Ward, 2014).

Saglikli ciltte nispeten yiiksek ILC bollugu géz oniine alindiginda (CD45'in yaklagik
%1'i Lin"CD127") (Teunissen ve ark., 2014) bunlar homeostaz ve doku onariminda rol
oynayabilirler. Gergekten de, yakin zamanda onarilan insan derisi, yaralanmadan 10 giin
onceki ilk saglam deriye kiyasla, yara simirina yakin énemli olgiide daha fazla ILC2

igeriyordu (Rak ve ark., 2016)

Dokuda iltihabin olup olmamasi oradaki lokal mikrogevreyi degistirir ve buda ILC'lerin
fenotiplerini ve islevlerini hem faydali hem de patojenik yone dogru degistirmesine

neden olabilir.
2.1.7.5. Viral ve bakteriyel enfeksiyonlar ve ILC

Mevcut SARS-CoV-2 pandemi durumu sirasinda, son derece bulasici bir virlisiin
giinlik yasamimizi nasil etkileyebilecegini ve en yiiksek standartlarda bile saglik
sistemlerini  bunaltmakla tehdit edebilecegini kolayca anliyoruz. COVID-19
pandemisinde bagisiklik sisteminin rolii son derece karmasik goriiniiyor: Bir yandan,
basarili SARS-CoV-2'ye 6zgii koruyucu bagisiklik, niifusun ¢ogunlugunda kurulurken,
diger yandan asir1 bagisiklik reaksiyonlari ozellikle yasli niifusta biiyiik bir tehlike
olusturuyor. ILC'lerin bu baglamdaki rolii heyecan verici yeni bir aragtirma alani
olusturmaktadir. Ilging bir sekilde, yeni SARS-CoV-2'nin insanda dolasan ILC'ler
tizerindeki etkisini analiz eden ¢ok yakin tarihli bir ¢calisma, saglikli kontrollere kiyasla
hastalarda ti¢ ILC alt grubunun mutlak sayilarmin 6nemli 6l¢iide azaldigini bildirdi.
Ayni calisma siddetli SARS-CoV-2 enfeksiyonu olan hastalarda, ILC2 siklig1 doku
hasarinin ayirt edici 6zelliklerini temsil eden miyoglobin, troponin T ve LDH ile ters

orantili oldugunu gosterdi (Bennstein , 2021; Garcia ve ark., 2020).

ILC2'lerin, Th2 hiicrelerinin dogustan gelen karsilig1 olarak tarif edilmistir ve parazit
enfeksiyonlarmin kontroliinde yer alir. Bununla birlikte, bir Afrika kohortlu yakin
tarihli insan ILC2'lerinin parazitik solucanlara kars1 savunmada ne 6lgiide rol oynadigini
sorgulayan bir ¢aligmada, ILC2 frekansi ile helmint enfeksiyonu veya serum IgE

titreleri korele degildi (Darboe ve ark., 2020).

ILC1’lerin IFN-y tiretiminin viral enfeksiyonun kontrolii tizerindeki ek etkisi, mukozal

dokulardaki spesifik konumlarindan kaynaklaniyor olabilir. Gergektende, murin
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caligmalari, ILC1'lerin murin sitomegaloviriis (CMV) enfeksiyonlarina karsi ilk IFN-y
uireticileri oldugunu gostermektedir. ILC1'in etkisi, herpes ile enfekte olmus farelerin
hayatta kalmasimnin ILCl'in varligma bagli oldugu bir murin herpes simpleks viriis
modelinde ayrica gosterilmistir (Weizman ve ark., 2017; Weizman ve ark., 2019; Hirose
ve ark., Wang, 2019). Ozellikle, insanlarda viral enfeksiyonlar sirasinda ILC1'in net bir
rolii heniiz belirlenmemistir. Insan ILC'leri de yakin zamanda HIV'e kars1 bagisiklik
tepkisine dahil edildi. HIV+ bireyleri ve saglikli kontroller arasinda NK hiicreleri,
CD103" ieILC1 ve ILC2 igin higbir frekans farki saptanamazken, kombine antiretroviral
tedavi goren HIV+ hastalarinda NKp44® ILC3 ve ILC1, GI yolu igindeki farkl

bolgelerde onemli 6l¢lide azalmistir (Krdmer ve ark., 2017).
2.1.7.6. Kanser ve ILC

ILC'lerin tiimor gelisimi, biliylimesi ve metastazi sirasinda immiin mikrogevre
tizerindeki etkisi son yillarda arastirilmistir. Farkli ILC alt kiimelerinin ya pro- ya da
antitimor rolleri sergiledigi daha agik hale gelmistir. Bu roller, dogrudan ILC-tiimor
hiicre etkilesimlerinin yani1 sira vaskiilator, stroma ve ekstraseliiler matriks’in ILC
aracili modiilasyonu, dogustan-adaptif lenfosit karsilagsmasi ve ILC iiyelerinin kendi
aralarinda transdiferansiyasyonu dahil olmak iizere, ILC'ler ve TME arasindaki
kapsamli iletisime baghdir (Yuan ve ark., 2021). Yeni tanimlanan ILC'lerin alt
kiimeleriyle ilgili ¢cogu calisma, fareler lizerinde odaklanmistir. ILC arastirmasindaki bir
sonraki biliylik adim, ILC'lerin insanlardaki roliinii incelemek ve bu hiicrelerin ne 6lgiide
manipiile edilebilecegini belirlemek olacaktir (Vallentin ve ark., 2015). Ote yandan
farelerde bireysel ILC alt kiimelerini tanimlamak ve modiile etmek icin belirteglerin ve
araglarin eksikligi nedeniyle ILC'leri incelemek hala zordur. Ayrica ILC'lerin plastisite
potansiyeli, belirli fenotipleri belirli bir ILC grubuna atfetmeyi zorlastirir. Buna ek
olarak insan hastalardaki bireysel ILC alt kiimelerini spesifik olarak tanimlayan
giivenilir bir belirte¢ yoktur. Bu nedenle, insan hasta numunelerinde ILC alt kiimelerini
ve islevini saptamak i¢in standartlastirilmis reaktifler ve protokoller gelistirilmelidir

(Bald ve ark., 2019) .

Kanser karmasik bir hastalik olsa da son yillarda yapilan calismalar ILC'lerin tlimor
gelisimindeki rollerini aydinlatmaya baslamistir. Yapilan bir ¢alismada farelerde meme
kanseri kendiliginden ortaya ¢iktigi modellerde, meme bezleri, NK hiicre 6zellikleri
(IFN y ve granzim B fiiretimi) tasiyan ve timor hiicreleri igin sitotoksik olan yiiksek
ILC1 frekanslar1 icerir ve bu durum ILCl'lerin anti-tiimor etkileri olabilecegini

gostermistir (Dadi ve ark., 2016). Buna karsilik, MCA1956 kanserojen kaynakli sarkom
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ile yapilan bir ¢alisma, TGF- eksprese ederek tiimorlerin, sitotoksik NK hiicrelerini
tiimor biliylimesini ve metastazi kontrol edemeyen ILCl'lere doniistiirerek NK hiicre

aracili tiimor kontroliinden kagabilecegini gostermektedir (Gao ve ark., 2017).

Benzer sekilde ILC2'lerin de kanser immiin yanitindaki rolleri de tartismalidir. Akut
promiyelositik 16semi hayvan modelinde ILC2'lerin, monositik miyeloid tlirevli
baskilayict hiicreleri (M-MDSC'ler) aktive eden ve boylece tiimdr ilerlemesini artiran
IL-13 irettigi bulundu (Trabanelli ve ark., 2017). Bununla birlikte, birkag baska
calisma, ILC2'lerin ayrica anti-tiimor etkileri olabilecegini gozlemlemektedir. Bu
nedenle, farelerde ILC2'lerin genetik olarak silinmesi, artan tiimor biiylimesi ve

metastaz ile iliskilidir (Saranchova ve ark., 2018).

Benzer sekilde, ILC3'ler igin farkli roller gdzlendi. Ornegin, klinik éncesi meme kanseri
ve invaziv kolon kanseri modellerinde ILC3'ler, 1L-22 iireterek tiimér biiyiimesini ve
metastazi destekler (Kirchberger ve ark., 2013; Irshad ve ark., 2017) Buna karsilik, B16
melanom modelinde NKp46® ILC3'ler, IL-12 iireterek ve ICAM-1 ve VCAM-1'i yukari
dogru diizenleyerek 16kosit istilasini ve tiimor baskilanmasini arttirir (Eisenring ve ark.,

2010).

Son birkag yildaki ¢aligmalar, ILC'lerin anti-timo6r immiin yanitlarindaki roliine iliskin

kritik bilgiler saglasa da kesfedilmeyi bekleyen bir¢ok yon bulunmaktadir (Sekil 2.7).
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2.1.8. ILC’lerin terapotik kullanim

ILC’lerin kesfinin ardindan gelisimi ve biyolojisinin anlagilmasinda 6nemli ilerleme
kaydedilmistir ancak su anda hastalikta ILC islevine iliskin kavrayisimizi sinirlayan ve
dolayisiyla bu hiicreleri terapotik olarak manipiile etme yetenegini kisitlayan cesitli

zorluklarin oldugu bir¢ok ILC yayiminda halen vurgulanmaktadir.

Murin ¢alismalarindan elde edilen kanitlar, hastalik modellerinde ILC1 aracili rollerin
arastirilmasina izin vererek, ayr1 bir ILC1 populasyonunun varligini dogrulamaktadir.
Ote yandan insan ILCl'lerini ayirt etmek icin kesin olarak hicbir belirteg
tanimlanmamigtir, ILC1'lerin insan hastaligindaki roliinii anlamak ic¢in ele alinmasi
gereken kritik derecede Onemli bir alan1 vurgulamaktadir (Riggan ve ark., 2019).
Ayrica, ILC'lerin bulunduklart dokudaki mikrogevreye gore farkli fonksiyon kazanmasi
Ve plastisitesi gergegi olayr daha karmasik hale getirmektedir. Ornegin, yakin zamanda
yapilan bir ¢alisma, ince bagirsaktan izole edilen ILC2'lerin aslinda adoptif transferinde
obeziteyi indiikledigini, bunun sonucunda adipozdan tiiretilen ILC2'lerin sagladigi
korumanin tam tersi etkileri oldugunu buldu (Cobb, 2021; Nussbaum ve ark., 2017;
Sasaki ve ark., 2019).

Temel ILC arastirmalarinin klinige g¢evrilmesindeki bagka bir zorluk da ILC'lerin
insanlarda adoptif hiicresel tedavinin ana kaynag1 olan periferik kanda son derece nadir
olmasidir. Bu nedenle, ILC2 aracili tip II immiin reaksiyonlar1 bloke etmek i¢in alerji
alaninda hali hazirda kesfedilmis olan farmakolojik miidahalenin yani sira, ILC tabanh
hiicresel tedavi alani, in vitro olarak yeterli sayida tanimlanmis ILC alt kiimesinin
olusturulmasina dayanacaktir. Bu baglamda, dolasimdaki ILC'lerin, biiyiik Olciide
olgunlagmamis 6nciil olduklari ve bu nedenle hiicre bazli tedaviler i¢in efektor hiicre
kaynag olarak uygun olmadiklar1 i¢in doku muadillerine fonksiyonel olarak karsilik
gelmediginden bahsedilmelidir (Lim ve ark., 2017; Bennstein ve ark., 2020). Bu
nedenle, belki de en umut verici yaklagim, hematopoietik kok hiicrelerden tanimlanmis
ILC alt kiimelerinin in vitro tiretimi olacaktir. Bir yandan istenen islevleri uygulayan ve
diger yandan olumsuz etkileri kontrol eden oldukca saf ILC populasyonlarinin nasil
olusturulacagini G6grenirsek, bu noktadan sonra ILC'lerin diger oldukca degerli

ozelliklerinden yararlanilabilir (Bennstein ve ark., 2021; Bennstein, 2021).

Reseptorlerin ekspresyonu ve beklenen islevi goz oOniine alindiginda, bazi TNFRSF
molekiilleri ve hava yolundaki IL-27 ile derideki IL-18 ve CCR6 potansiyel hedefler

olabilir. Inflamatuar hastaliklar icin daha etkili tedavilerin gelistirilmesi, ILC'lerin
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dokuya 06zgii ve hastalia 6zgii Ozelliklerini ve ayrica bu heterojen hastaliklart
siniflandirmak i¢in biyobelirtecleri netlestirmek i¢in daha fazla analiz gerektirecektir.
Ek olarak, dokuda yerlesik ILC'lerin kokeni ve yasam siiresi goz Oniine alindiginda,
yenidogan-bebeklik donemi, inflamatuar hastaliklar i¢in ILC'yi hedefleyen Onleyici

stratejiler i¢in kritik bir pencere olabilir (Orimo ve ark., 2021).

ILC'lerin aktivitesini kullanarak, immiinoterapi ve asilart iyilestirebiliriz. Arastirma
programlari, 6zellikle mukozadaki ILC3 gibi ILC alt kiimelerinin benzersiz tropizmini
dikkate alarak bu yeni bagisiklik yollarmi desifre edecek sekilde tasarlanmalidir.
Dolayisiyla ILC'ler, kansere yeni terapotik miidahale yollar1 i¢in bir hedef saglayabilir.
Dahasi tiim akut 16semi vakalarinin yaklasik %4'0 belirsiz bir kokene sahiptir (Owaidah
ve ark., 2006), bunlara soy spesifik belirtegler ifade etmeyen akut farklilasmamis 16semi
ve miyeloid ve lenfoid soylarin antijenlerini birlikte ifade eden karisik fenotip l6semi
dahildir (Cazzola ve ark., 2016). ILC kanserleri mevcut olabilir ve bu kotii tanimlanmis
16semi kategorilerine ait olabilir. Insan kan1 ve doku &rneklerinde ILC'lerin varligmi ve
islevini izlemek i¢in standartlastirilmis reaktiflerin ve protokollerin gelistirilmesi bu
nedenle bu sorular1 ele almak i¢in acilen gereklidir (Lordo ve ark., 2021; Vallentin ve
ark., 2015).

ILC'ler ve kanser, mikrobiyota ve kanser, ILC'ler ve mikrobiyota arasindaki iligkiler
olusturulmustur. Bu ¢alismalar, ILC'ler, mikrobiyota ve kanser arasinda daha fazla
arastirilmas1 gereken karmasik etkilesimler olasiligini artirmaktadir. Birka¢ senaryo
diistiniilebilir. Homeostatik ortamlarda, ILC'ler pro- ve anti-tiimorijenik kommensal
bakteriler arasinda bir dengeyi korumak i¢in ¢ok Onemli olabilir; ILC tarafindan
salgilanan sitokinler, normal bir mikrofloray1 destekleyerek kronik inflamasyonu ve
kanseri Onleyebilir (Panda, 2019). Eszamanli olarak, ILC'ler, kanser gelisimini
destekledigi gosterilmis olan E. coli ve H. pylori gibi kommensal bakterilerin nisini
siirlayabilir (Arthur ve ark., 2012; Murata-Kamiya ve ark., 2007). ILC tarafindan
salgilanan sitokinler ayrica kanser tedavilerini iyilestirdigi gosterilen E. hirae, B.
intestinihomini, B. fragilis, B. thetaiotamicron, B. breve ve B. longum gibi belirli
bakterileri de destekleyebilir (Vétizou ve ark., 2015; Sivan ve ark., 2015) Patolojik
ortamlarda, antibiyotik tedavisinin veya diger faktorlerin neden oldugu disbiyoz,
ILC'ler, ozellikle IL-17 ve IL-22 tarafindan uygun olmayan sitokin salinimin
indiikleyebilir ve bu da kronik inflamasyona katkida bulunabilir ve kansere yatkinlik
olusturabilir (Aparicio-Domingo ve ark., 2015). Ek olarak, ILC'lerin bagisiklik

hiicrelerini toplamadaki ve adaptif bagisiklik yanitlarmi sekillendirmedeki rolii goz
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Oniine alindiginda, disbiyoza karsi anormal ILC yanitlar1 da T hiicresi yanitlarini
etkileyerek kronik inflamasyona ve kansere daha fazla katkida bulunabilir. Terapdtik
ortamlarda, epitel hiicrelerinde kemoterapinin neden oldugu hasar, sirayla bakteriyel
translokasyon ve kemoterapi etkinligini etkileyen ILC yanitlarini indiikleyebilir (Panda,
2019).

2.2. Merkezi sinir sistemi hiicreleri

Merkezi sinir sistemi hiicreleri tipik olarak iki ana kategoriye ayrilir: 1. Noroektodermal
kokenli hiicreler: noronlar, astrositler, oligodendrositler, ependimositlerdir. 2.
Mezenkimal kokenli hiicreler: meninksler, kan damarlari, yag dokusu, mikrogliadir

(Garman, 2011).

SSS'de glial hiicreler, oligodendrositlerden, astrositlerden ve mikrogliadan olusur. Bu
hiicreler ndronal degildir ve ana islevleri, SSS'de destek ve koruma saglamak ve

homeostazi diizenlemektir (Goodenberger, 2012).

Peripheral Nervous Central Nervous

System System

6>
G 4

A2

Satellite cells

Schwann cells Oligodendrocytes

Sekil 2.8. Periferal ve merkezi sinir sisteminde glial hiicre tipleri (Glial Cells - The
Definitive Guide | Biology Dictionary n.d.)

Glial hiicrenin spesifik orijini, olusan gliom tipini belirler. Ug farkli glioma tipi vardir:
beyin ve omuriligin epitel astarindaki glial hiicrelerden kaynaklanan ependimomlar,
oligodendrositlerden kaynaklanan oligodendrogliomlar ve astrositlerden gelisen

astrositomlar (Bradl, 2009; Wu ve Armstrong, 2016).
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2.2.1. Merkezi sinir sistemi tiimorlerinin siniflamasi

Oncelerde beyin tiimérlerinin siniflandirilmasi, tiimérlerin varsayilan farkli orijinli
hiicrelerle  mikroskobik  benzerliklerine ve  farklilasma  seviyelerine  gore
siiflandirilabilecegi histogenez kavramlarina dayanmaktaydi ve bu tiir histolojik
benzerliklerin karakterizasyonu hematoksilen ve eozin boyali kesitlerdeki 1s1k
mikroskobik  6zelliklere, soy ile iliskili proteinlerin  immiinohistokimyasal
ekspresyonuna ve ultrastriiktiirel karakterizasyona bagliydi (Kumthekar ve Raizer,
2015).

1926 yilinda ilk sistemik smiflandirma kabul gérmiis sonrasinda farkli aragtirmacilar
farkli yaklasimlar1 ele alarak farkli smiflandirma girisimlerinde bulunmustur. DSO
timorleri 6 gruba bolen siniflamasini 1979 yilinda yaymlanmistir (Scheithauer, 1993).
Bu zamana kadarki smiflandirma sistemlerindeki tutarsizliklar ortak histomorfolojik
ozellikler kullanilarak olusturulmus ve 1993, 2000 ve 2007°de artan bilgi birikiminin
1is1¢inda yenilenmistir (Kleihues ve ark., 2002; Louis ve ark., 2007). DSO 2007
siniflamasina gore merkezi sinir sistemi kaynakli tiimorler 7 gruba ayrilir. Hastalarin
patologlar tarafindan degerlendirilmesinde ortaya ¢ikan farkliliklar 2016 giincellemesi
ihtiyacin1 dogurmustur. 2016 siniflandirma sistemi ile hem histopatolojik bulgular hem
de molekiiler veriler kullanilarak yeni bir yaklasim sunulmustur. Bu modelin
olusmasinda ilk kez 2008 yilinda tanimlanan IDH mutasyonu onemli bir basamak
olmustur. Buna ek olarak O6 Metil guanin DNA metiltransferaz (MGMT) enzimini
kodlayan genlerde, telomeraz reverse transkriptaz (TERT) promotorunda, 1p ve 19q
kromozomlarinda ger¢eklesen molekiiler degisikliklerde 6nemlidir. Bu siniflandirmaya
gore oligoastrositomlar artik ayr1 bir grup degildir, asrositer ve oligodendroglial
timorlerin bitiiniine birden diffiiz gliomlar bashiginda deginilmektedir (Louis ve ark.,
2016). SSS tiimérlerinin 2016 DSO smiflandirmasinda farkli seviyelerde molekiiler

bilgi kullanilir; ilk olarak kanser hiicresi olusumunu saglayan TP53, BRAF mutasyonu

gibi molekiiler degisiklikler, IDH1/2 mutasyonlart gibi tiimor tiirline spesifik
mutasyonlar, delesyon/duplikasyon ya da translokasyonlar gibi kromozomal
anomalilerdir. Ikinci olarak EGFR, PDGF-R/A overekspresyonlar1 vb. gibi gen ifadesi
seviyesindeki degisikliklerdir. Son olarak ise gen ifade profilinin yaninda kromozom
stabilitesinide etkileyen epigenetik degisiklikler incelenerek bu sayede hastaya ozel

mekanizmalar analiz edilmektedir (Timugin, 2017).

2021'de yaymlanan DSO SSS tiimérleri simiflandirmasinin besinci baskisi, beyin ve

omurilik timoérlerinin siniflandirilmasi i¢in uluslararasi standardin altinci versiyonudur.
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2016 giincellenmis dordiincti baskiya ve SSS Tiimor Taksonomisine Molekiiler ve
Pratik Yaklasimlar1 Bilgilendirme Konsorsiyumu'nun ¢alismasina dayanan 2021 besinci
baskisi, SSS tiimér smiflandirmasinda molekiiler teshisin roliinii ilerleten biiyiik
degisiklikleri tanitti. Ayn1 zamanda, histoloji ve immiinohistokimya gibi tiimor teshisine
yonelik diger yerlesik yaklasimlara bagl kaldi. Bunu yaparken, besinci baski, hem SSS
tiimor isimlendirmesine hem de derecelendirmesine bazi farkli yaklasimlar getirdi

(Louis ve ark., 2021).

2016 eriskin beyin tiimérlerinin DSO siniflamasi Tablo 2.2°de verilmistir.
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Tablo 2.2. 2016 DSO SSS tiimérleri siniflamasi (Louis DN, Perry A, Wesseling P, 2016).

1. Diffiiz
tiimorler
-Diffiiz astrositom, IDH-mutant
Gemistositik astrositom, IDH-mutant

- Diffliz astrositom, IDH-wild tip

- Diffiiz astrositom, NOS

- Anaplastik astrositom, IDH-mutant

- Anaplastik astrositom, IDH-wild tip

- Anaplastik astrositom, NOS

- Glioblastom, IDH-wild tip

Dev hiicreli glioblastom

Gliosarkom

Epiteloid glioblastom

- Glioblastom, IDH-mutant

- Glioblastom, NOS

- Diffiiz orta hat gliomu, H3 K27M-mutant
- Oligodendrogliom, IDH-mutant ve 1p/199-
kodelesyonu

- Oligodendrogliom, NOS

- Anaplastik oligodendrogliom, IDH-mutant ve
1p/19g-kodelesyonu

- Anaplastik oligodendrogliom, NOS

- Oligoastrositom, NOS

- Anaplastik Oligoastrositom, NOS

2. Diger astrositik tiimorler

- Pilositik astrositom

Pilomiksoid astrositoma

- Subependimal dev hiicreli astrositom

- Pleomorfik ksantroastrositom

- Anaplastik pleomorfik ksantoastrositom
3. Ependimal tiimorler

- Subependimom

- Miksopapiller ependimom

- Ependimom

Papiller

Clear cell

Tanisitik

- Ependimom, RELA fiizyon-pozitif

- Anaplastik ependimom

4.Diger gliomlar

- Ugiincii ventrikiil kordoid gliomu

- Angiosentrik gliom

- Astroblastom

5. Koroid plexus tiimorleri

- Koroid pleksus papillomu

- Atipik koroid pleksus papillomu

- Koroid pleksus karsinomu

astrositik ve oligodendroglial

6. Noronal ve mixt noroglial tiimorler

- Disembriyoblastik ndroepitelyal timor

- Gangliositoma

- Hibrit sinir kilifi timdri

- Malign periferal sinir kilifi timdri
(MPSKT)

Epiteloid MPSKT

Perindral diferansiyasyon gosteren MPSKT

10. Menengiomlar

- Meningiom

- Meningotelyal menengiom
- Fibr6z menengiom

- Anaplastik gangliogliom
- Serebellumun displastik gangliositomu
-Desmoplastik infantil astrositom / gangliogliom

- Papiller glionoéral timdr

- Rozet formasyonlu glionéral timérii

- Diffiiz leptomeningeal gliondral timor

- Santral nérositom

- Ekstraventrikiiler ndrositom

- Serebellar lipondrositom

- Paraganglioma

7. Pineal bolgenin tiimorleri

- Pineositom

- Orta derecede diferansiasyon gosteren pineal
parenkimal timor

- Pineoblastom

- Pineal bolgenin papiller timdrii

8. Embriyonal tiimérler

- Medulloblastom, genetik siniflama
Medulloblastom. WNT- aktive
Medulloblastom, SHH-aktive ve TP53-mutant tip
Medulloblastom, SHH-aktive ve TP53-wild tip
Medulloblastom, non-WNT / non-SHH
Medulloblastom, grup 3

Medulloblastom, grup 4

- Medulloblastom, histolojik siiflama
Medulloblastom, klasik
Medulloblastom,desmoplastik/nodiiler
Medulloblastom, ekstensif nodiilarite

Biiyiik hiicreli/ anaplastik medulloblastom

- Medulloblastom, NOS

- Cok tabakali rozet formasyonu olusturmus
C19MC-alterasyonu igeren embriyonal timor
- Cok tabakali rozet formasyonu olusturmus
embriyonal tiimor, NOS

- Medullaepitelyom

- SSS Ganglionéroblastomu

- SSS embriyonal tiimor, NOS

- Atipik teratoid/rabdoid timor

-Rabdoid o6zellikler gosteren SSS embriyonal
timoru

9. Kranial ve paraspinal sinir tiimoérleri

- Schwannom

Selluler

Pleksiform

Melanotik

- Norofibrom

Atipik noérofibrom

Pleksiform ndrofibrom

- Perinérom

12. Melanositik tiimorler

- Meningeal melanositozis

- Meningeal melanositoma

- Meningeal melanoma

- Meningeal melanomatozis

13. Lenfomalar

- SSS diffiiz biiyiik B hiicreli lenfoma

- Immiindefisit iliskili SSS lenfomalar1

AIDS iligkili DBBHL

EBV-pozitif DBBHL

Lenfomatoid granulomatozis

- Intravaskiiler biiyiik B hiicreli lenfoma
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- Transizyonel menengiom

- Psammomat6z menengiom

- Angiomatdz menengiom

- Mikrokistik menengiom

- Sekretuar menengiom

- Lenfoplazmasitten zengin menengiom
- Metaplastik menengiom

- Kordoid menengiom

- Berrak hiicreli menengiom

- Atipik menengiom

- Papiller menengiom

- Rabdoid menengiom

- Anaplastik (malign) menengiom
11.Mezenkimal,non-meningotelyal tiimorler
-Soliter fibroz tiimoér / Hemangioperisitoma
Grade 1

Grade 2

Grade 3

- Hemangioblastom

- Hemangioma

- Epiteloid hemangioendotelyoma

- Angiosarkom

- Kaposi sarkomu

- Ewing sarkom/ PNET

- Lipom

- Angiolipom

- Hibernoma

- Liposarkom

- Desmoid tip fibromatozis

- Myofibroblastom

- Inflamatuar myofibroblastik timér
- Benign fibroz histiositom

- Fibrosarkom

- Andifferansiye pleomorfik sarkom/ malign
fibr6z histiositom

- Leiomyom

- Leiomyosarkom

- Rabdomyom

- Rabdomyosarkom

- Kondroma

- Kondrosarkom

- Osteom

- Osteokondrom

- Osteosarkom

- SSS’ nin disiik- grade B hiicreli lenfomast
- SSS’nin T ve NK/T hiicreli lenfomasi

- Anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma, ALK-pozitif
- Anaplastik biiyiik hiicreli lenfoma, ALK -negatif
- Duranin MALT lenfomasi

14. Histiositik tiimorler

- Langerhans hiicreli histiositoz

- Erdheim- Chester hastalig

- Rosai- Dorfman hastaligi

- Juvenil Ksantograniilom

- Histiositik sarkom

15. Germ hiicreli tiimorler

- Germinom

- Embriyonel karsinom

- Yolk sac timorii

- Koryokarsinom

- Teratom

Matiir

Immatiir

-Malign transformasyon gésteren teratom

- Mikst germ hiicreli timor

16. Sellar bolge tiimorleri

- Kraniofaringioma

Adamantinomatoz kraniofaringioma
Papiller kraniofaringioma

- Graniiler hiicreli timor

- Pituisitoma

- 1gsi hiicreli onkositom

17. Metastatik tiimorler
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Sekil 2.9. Diffiiz gliomalarin histolojik ve genetik 06zelliklere dayali olarak
smiflandirilmasi i¢in basitlestirilmis bir algoritma (Louis ve ark., 2016).

2.2.2. Gliomlarin Epidemiyolojisi

Gliomlar, DSO kilavuzlarinda gosterdikleri kotii prognoz derecesine gore evre I'den
evre IV'e kadar smiflandirilirlar, fenotipik ve molekiiler olarak farkli birkac¢ tiimor
tipinden olusur ve en sik teshis edilen primer beyin neoplazmalart grubudur (Louis ve
ark., 2016). Siniflandirmada 1,2: diisiik dereceli; 3,4: malignitesi fazla yiiksek dereceli
glial tiimor olarak siiflandirildi (Tablo 2.3). En sik goriilen gliom tiirleri sunlar igerir:
astrositom (DSO derece I-IV), oligodendroglioma (DSO derece II-Ill) ve
oligoastrositomlar (DSO derece II-1I). Gliomalar tipik olarak malign olmasina ragmen,
tiim tipler siirekli olarak malign bir sekilde davranmaz. Diisiik dereceli olan hastalarda
sagkalim siireleri verilen tedaviye yamitlari, klinik o6zellikleri ve goriintiilemede
farkliliklar gosterirler. Derece 1 ve 2’deki glial tiimorler beyin dokusundan
kaynaklilarin %15’ini olusturur ve hastalarin 10 yillik sagkalim %350’nin altindadir.
Cerrahi islemle c¢ikarilan timor dokusuna ragmen yasam siiresinde ki bu oran glial
tiimdrlerin ¢evre dokuya yayilmasiyla ilgilidir. Tiim gliomalarin yaklasik %55'i evre IV

GBM olarak siniflandirilir (Verdecchia ve ark., 2002) .

Astrositik soyun en agresif ve en malign tiimorii olan ve genellikle yasli hastalarda

teshis edilen GBM (tan1 anindaki medyan yas >65 yil) yaygin timdr invazyonu,
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infiltrasyonu, mikrovaskiiler proliferasyon ve yiiksek genomik instabilite ile

karakterizedir (Wrensch ve ark., 2002; Prager ve ark., 2020).

GBM iki farkl sekilde gelisebilir. Bunlardan ilki daha ¢ok yash insanlarda goziiken ve
klinik tablosu daha kisa olan primer GBM’dir. Ikincisi ise diisiik derece glial tiimorlerin
ek malign olaylardan sonra doniisen hiicrelerden olusan geng erigkinlerde goriinen
sekonder GBM’dir. DSO smiflamasinda primer glioblastom en malign seyirli olan
tirdiir ve tedavi uygulanmadigi durumda sagkalim beklentisi sadece birka¢ aydir.
Ayrica gllioblastomun de nova olustugu durumda sagkalim yas bagimlidir. Glioma
insidans oranlari, histolojik tip, teshis yasi, cinsiyet, irk, etnik koken ve cografi konuma
gore Onemli dlglide degisir. Genel olarak, gliomalar artan yas, erkek cinsiyet, beyaz irk
ve Hispanik olmayan etnik kdken ile daha sik goriilir (Ostrom ve ark., 2014).
Astrositomlar pediatrik, adolesan ve erigkin hastalarda en sik goriilen gliomadir.
Erigkinlerde, astrositom derece IV veya GBM, beyin tiimdrlerinin yaklagik %15.6'sin1
ve primer malign beyin tiimorlerinin %45.2'sini olusturur. Ayrica anaplastik astrositom
(DSO derece III) ve GBM, 75-84 yasindakiler arasinda en yiiksek insidanstir, ancak
oligodendroglioma ve oligoastrositomlar en sik 35-44 yasindakilerde goriiliir (Ostrom
ve ark., 2017). GBM, bilinen birkag risk faktoriine bagh olarak, ailesel kalitim i¢in gok
az etki gosteren (<%]1) ve 5 yillik sagkalim orani <%35 olan hizli ve kendiliginden
gelisen bir timordiir (Verdecchia ve ark., 2002; Weller ve ark., 2013). En sik 50 yasin
tizerindeki beyaz 1rktan yetiskinlerde goriilmesine ragmen, GBM bebeklerde,
cocuklarda ve geng eriskinlerde de ortaya ¢ikabilir (Jones ve ark., 2017). Beyin kanseri
insidans1 Avrupa'da en yliksektir (Yasa standardize edilmis insidans orani [ASR]:
100.000 kiside 5.5), Kuzey Amerika (ASR: 100.000 kiside 5.3), Avustralya/Yeni
Zelanda (ASR: 100.000 kiside 5.3), Bat1 Asya (ASR: 100.000 kisi basina 5.2) ve kuzey
Afrika (ASR: 100.000 kisi basina 5.0), Giliney-Orta Asya'da (ASR: 100.000 kisi basina
1.8), Sahra alt1 Afrika'da (ASR: 100.000 kisi basina 0.8) ve Okyanusya'da (Avustralya
ve Yeni Zelanda harig, ASR: 100.000 kisi basina 0.5) (Kumthekar ve Raizer, 2015).
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Tablo 2.3. Gliomlar, DSO kilavuzlarinda gosterdikleri kotii prognoz derecesine gore

siniflandirilmasi ve 6zellikleri

Derece  Ozellikleri

| Hiicrelerin proliferasyonu azdir ancak mikroskopta goriiniimleri normale benzer,
uzun sagkalim ve diigiikk malignite gosterir, cerrahi rezeksiyon kiir saglanmasinda
yeterli olabilir

1 Hiicreler gorece daha yavag biyiir, komsu dokulara invazyonu vardir,
proliferasyonlar diistiktiir, yiiksek grade ilerleme goriilebilir.

11 Komsu dokulara invazyonu ve aktif anormal hiicre yapimi gozlenir, histolojik
malignite bulgulari vardir.

v Mitotik olarak aktif, anormal mikroskop bulgular1 olan hiicrelerdir.

Neovaskiilarizasyon, nekroz, siklikla fatal

2.2.4. Molekiiler belirtecler ve patogenez

Glial timorler kendi igerisinde farkl tipler gdstermekle birlikte patogenezde molekiiler,
genetik, epigenetik, immiinolojik mekanizma bozukluklari gorev alir. Bu degisikliklerin
asagl yonli etkileri, timorijenezi, proliferasyonu, invazyonu ve apoptozu diizenleyen
karmasik sinyal yollarini ve protein-protein etkilesimlerini modiile eder (Kumthekar ve

Raizer, 2015).

Tiimdr i¢i heterojenligi ve sinyal yollariin sapmasini destekleyen siirlicii mutasyonlar
iceren kanser kok hiicreleri, tiimdr progresyonuna, terapdtik dirence ve timor
niiksetmesine katkida bulunan tiimoérijenik 6zellikler ig¢erir bu durum tiimoriin hayatta
kalmasini, cogalmasin1 ve metastazi destekler. GBM'de diizensiz olan birka¢ anahtar
sinyal yolu, (1) timdr proteini p53 (p53) yolu, (2) mitojenle aktive olan protein
kinaz/hiicre dis1 sinyalle iliskili kinaz (MAPK/ERK; mitogen-activated protein
kinase/extracellular signal-related kinase) yolu ve retinoblastoma protein yoludur (RB)
(Olar, 2014). Bu molekiiler ekspresyon paternleri, prognozu ve tedaviye yaniti

belirleyen biiyiik bir klinik 6neme sahiptir.

Yillar igerisinde yapilan ¢esitli aragtirmalar IDH1/2, 1p19q ortak delesyonu, TERT ve
MGMT promotdr metilasyonu, G-CIMP metilasyonu, EGFR degisimleri, BRAF V600E
mutasyonlar1 ve histon mutasyonlar1 gibi ¢esitli molekiiler belirteglerin gliomada
prognostik dneme sahip oldugunu ortaya koymustur. Primer GBM'ler genetik olarak
epidermal biiyiime faktorii reseptorii (EGFR) amplifikasyonu, fosfataz ve tensin

homolog (PTEN; phosphatase and tensin homolog) mutasyonu ve IDH mutasyonlarinin
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yoklugu ile karakterize edilir ayrica TP53 mutasyonlari, sekonder GBM'lerde g6zlenen
en sik genetik degisikliktir (Hambardzumyan, 2015).

Yeni istatistiksel yaklagimlar sayesinde hem 1p19q (Hira ve ark., 2017) hem de MGMT
(Hira ve ark., 2020), glioma hayatta kalma tahminine y6nelik hesaplama yaklasimlarina

aktif olarak dahil edilen 6nemli molekiiler 6zellikler olmuslardir.

2.2.5. Izositrat Dehidrogenaz Enzimi 1 ve 2 (IDH1/IDH2)

IDHI1 ve 2, hiicresel metabolizma, epigenetik diizenleme, redoks durumlar1 ve DNA
onariminin bir kavsaginda islev géren anahtar enzimlerdir. Canli hiicrelerin besinlerden
enerji elde etmesini saglayan krebs dongiisii bunlardan en 6nemlileridir. Yabani tip
IDH1 ve IDH2, a-ketoglutarat (aKG) ve CO; iiretmek igin izositratin oksidatif
dekarboksilasyonunu katalize eden énemli metabolik enzimlerdir (Sekil 2.10) (Su ve
Phan, 2018). IDH1 ve IDH2 insanlarda %70 benzer dizilime sahiptir ayrica NADP"
bagimhidir. IDH1 bir¢ok dokuda ifade edilse de dnemli bir miktart memeli karacigerinde
sentezlenir. IDH1 enzimi memeli ve maya hiicrelerinde sitoplazmadan peroksizoma
kadar lokalize olurken IDH2 enzimi mitokondride bulunur. Buna ek olarak IDH2 kalp,
kas, lenfosit gibi bir¢ok yerde ifade edilir (Waitkus ve ark., 2018).

Cytoplasm

Citrate Glutamine
i 1) GLS
Isocitrate

£ IDH

Mitochondria

Glutamate

a- ketoglutarate
l/ miDH1
2H

Sekil 2.10. IDH mutant gliomalarinda 2HG iiretiminin sematik gosterimi: 2HG
birikimi, mutant IDHI'in sitoplazmasinda ve mutant IDH2 gliomalarinin
mitokondrilerinde goriiliir. 2HG ayrica mutant IDH gliomalarinda glutaminden
tiretilir.

IDH1 ve IDH2 hiicreyi ¢esitli hasarlara kars1 korur. Bu enzimleri kodlayan genlerdeki
mutasyonlar ¢esitli malignite tiplerinde farkli goriilme sikliklar1 ile meydana gelebilir;

diistik dereceli gliomlarin ve sekonder glioblastomlarin %80'inden fazlas1 (Molenaar ve
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ark., 2014; Parsons ve ark., 2008; Yan ve ark., 2009), kondrosarkomlarin yaklasik %60"
(Pansuriya ve ark., 2011), intrahepatik kolanjiokarsinomlarin %20'si (Borger ve ark.,
2012) ve akut miyeloid l16semilerin (AML) yaklasik %10" ununda (Figueroa ve ark.,
2010) meydana gelir. Bu mutasyonlar genel olarak enzimin aktif bolgesinde yer alan
arjinin rezidiisiinde meydana gelir. Bu bolgedeki mutasyon normalde olusan o keto
glutaratin D2-hidroksiglutarata doniismesine neden olur. Viicut da normal diizeyin
tizerine ¢ikan bu metabolit hasta serumunda tespit edilebilir. Ortaya ¢ikan D-2HG
birikimi, a-ketoglutarat (a«KG) bagimli enzimleri rekabet¢i bir sekilde inhibe ederek,
yukarida belirtilen hiicresel metabolizma, epigenetik diizenleme, redoks durumlar1 ve
DNA onarmminda hiicresel degisikliklere neden olur ve bunlarin tiimi, kanser
olusumuna katkida bulunabilir (M Gagné ve ark., 2017). Histon ve DNA’nin
demetilasyonunu saglayan demetilaz enzimini durdurmakta bu yilizden hiicre farklilasma
dongiisii bozulmaktadir. Normal hiicre farklilagmasinin inhibisyonu kok hiicre benzeri
progenitér hiicrelerin malign transformasyonuna neden olur. Buna ek olarak DNA

onarim mekanizmasini bloke ederek tiimor olusumuna katki saglanmis olur (Dang ve

ark., 2009).

132. arjinin degisimi IDH1 geninde en sik goriilen mutasyon olup hem grade 2 ve 3
gliomlarda hem de sekonder glioblastomlarda sik sik goriilen bu degisim primer
glioblastom ve diger kanserlerde de daha az goriilmektedir. Ayn1 zamanda sistein, serin,
glisin, 16sin veya izoldsine olmak iizere tek bir amino asit ikameside meydana gelen
degisiklikler arasindadir (Kang ve ark., 2009). IDH2 Arg140 veya Argl172 kodonundaki
yanlis anlamli mutasyonlar IDH1 R132 ile homoloji gosterir ve agirlikli olarak IDH2
R140Q veya IDH2 R172K degisiklikleri olarak ortaya ¢ikar (Medeiros ve ark., 2016;
Waitkus ve Diplas, 2016).

Fizyolojik kosullar altinda, hiicresel D2HG birikimi, D2HG'nin aKG'ye dontistimiinii
katalize eden endojen D2HG dehidrojenaz enziminin faaliyetleri nedeniyle sinirlidir.
Bununla birlikte, mutant IDH'nin neo-morfik aktivitesi, D2HG'nin hiicreler icinde
suprafizyolojik seviyelere birikmesine neden olur (Dang ve ark., 2009; DiNardo ve ark.,
2013).

IDH mutasyonu bulunan gliom hastalarinin yasam siiresi daha uzundur. IDH1

mutasyonunun pozitif prognostik faktdr oldugunu bir¢ok aragtirma gostermistir.
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2.2.6. Glial Tiimérler I¢in Giincel Tedavi Yontemleri
2.2.6.1. Cerrahi rezeksiyon

Kan-beyin bariyerinin varligi, diger sistemik kanserlere kiyasla terapotik ajanlarin
basarili penetrasyonu i¢in zorluklar yaratir. GBM'ler ve anaplastik gliomlarin ¢ogu,
maksimum cerrahi rezeksiyonla tedavi edilir, ardindan kalan tiimdre ve gevreleyen
beyin dokusuna es zamanli ve adjuvan kemoterapi ile radyoterapi uygulanir. Bu agresif
yaklagima ragmen, yiiksek dereceli gliomasi olan ¢ogu hasta i¢in uzun siireli sagkalim
siirl kalir ve hatta diisiik dereceli gliomasi olanlar bile siklikla hastaliklarinin énemli
norolojik komplikasyonlarindan muzdariptir (Nayak ve ark., 2015; Stupp ve ark., 2009;
van den Bent ve ark., 2006).

GBM'nin kotii prognozu goz oniline alindiginda, timor yiikiini azaltmak ve sagkalim
faydasini artirmak i¢in genellikle tiimor kiitlesinin cerrahi olarak ¢ikarilmasi yapilir.
Beyin cerrahlari, timoriin boyutunu ve yerini ve hastanin fonksiyonel durumunu
degerlendirdikten sonra hastanin genel sagkalimini uzatan, yasam kalitesini iyilestiren
ve norolojik fonksiyonu koruyan rezeksiyonun derecesini belirler (Young ve ark.,
2015). Yeterli bir rezeksiyonun onemi, hastada ndrolojik bir kusura neden olmadan
miimkiin oldugu kadar giivenli bir sekilde tiimdr dokusunun ¢ikarilmasinin énemi uzun

zamandir bilinmektedir (Brown ve ark., 2016) .

GBM i¢in beyin cerrahisi segenekleri biyopsi, briit total rezeksiyon veya subtotal
rezeksiyon igerir. Briit total rezeksiyon, manyetik rezonans goriintileme ile
gozlemlenen tlimoriin maksimum diizeyde ¢ikarilmasi olarak tanimlanirken subtotal
rezeksiyon, timoriin bir kisminin ¢ikarilmasi olarak tanimlanir. Yapilan ¢alismalarda
briit total rezeksiyonun GBM hastalar1 i¢in progresyonsuz sagkalimi ve genel sagkalimi
onemli dlgiide iyilestirdigini gdstermistir (Han ve ark., 2020). Intraoperatif noro-izleme
ve traktografi gibi yeni teknolojik gelismeler sayesinde artik gilivenli cerrahi

rezeksiyonun sinirlarini genisletebilmektedir (Sanai, 2010; Henderson ve ark., 2020)
2.2.6.2. Radyoterapi

1970°den beri radyoterapi (RT) glioma i¢in rutin bir tedavi olarak klinik uygulamada
kullanilmaktadir ve 2005 NCCN (National Comprehensive Cancer Network) Glioma
Tedavi Kilavuzlari, RT’yi glioma standart tedavi yontemlerinden biri olarak
onermektedir (Keime-Guibert ve ark., 2009). RT, rezeksiyon boslugunda kalan kanserli
lezyonlar1 hedeflemek i¢in timor dokusunun cerrahi olarak c¢ikarilmasini takiben

uygulanir ve DNA hasarina neden olarak kanserli hiicreleri yok etmek icin yliksek
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enerjili 1sinlar kullanir, boylece hiicre dongiisii ilerlemesini engeller. 70 yasin altindaki
postoperatif GBM hastalarinda, konvansiyonel fraksiyone RT genellikle 6 hafta
boyunca 2 Gy fraksiyonlarda 60 Gy'lik konvansiyonel dozda regete edilir bununla
birlikte, yash hastalarda (>70 yas), konvansiyonel radyasyon tedavisine gore
hipofraksiyone kisa siireli RT tercih edilebilir. (Mann ve ark., 2018). Son zamanlarda,
RT hizla gelistirildi ve geleneksel RT, ii¢ boyutlu konformal RT, yogunluk ayarl
radyasyon tedavisi ve stereotaktik RT dahil olmak {izere glioma tedavisinde giderek
daha belirgin bir rol ve pozisyon aldi (Karunamuni ve ark.,, 2016). Goriintii
kilavuzlugunu birlestirmenin avantaji, radyasyon tedavisinin iletimini ve dogrulugunu
tyilestirmek i¢in her radyasyon dozu oncesinde ve sirasinda goriintiilemeye izin verir.
Bu teknolojik ilerleme, radyasyonun yerini, seklini ve hedef dozunu optimize eder, dozu
bitisik normal doku hacimlerine diisiiriir ve hedef hacim i¢indeki doz heterojenligini
siirlar (MacDonald ve ark., 2007; Ding ve ark., 2009). GBM'nin radyolojik
tedavisindeki gelismeler cesaret verici olsa da, bu daha iyi sagkalima doniismedi ve

radyorezistansin listesinden geldigi gosterilmedi (Xie ve ark., 2021; King, 2021).
2.2.6.3. Kemoterapi

Glioblastomali yeni tani almis hastalar icin birinci basamak adjuvan kemoterapi
temozolomiddir (TMZ). TMZ, sitotoksik etkilerini DNA'daki guaninin O6 pozisyonunu
metilleyerek gdsteren bir DNA-alkilleyici ajandir ve bu, DNA yapisinda bir bozulmaya
ve hiicre dongiisii durmasinin indiiklenmesine neden olur, bu da sonucta kanser
hiicrelerinin apoptozisine yol acar (Stupp ve ark., 2017). GBM hastalarinda TMZ'nin
etkinligi, hiicre i¢i O6-metilguanin-DNA metiltransferaz (MGMT) protein seviyeleri ile
iliskilidir.

Bir DNA proteini olan MGMT, O6 guanin kalintisini demetile ederek alkilleyici
ajanlarin etkilerini tersine cevirir, bdylece TMZ'nin glioma hiicrelerine duyarliligim
azaltir. GBM hastalarinda TMZ'nin etkilerini gliglendirmek i¢in, ¢alismalar TMZ'nin
antianjiyogenik ajanlar, timor tedavi alanlart ve immiinoterapi ile kombinasyonunu

degerlendirmistir (Stupp ve ark., 2017) .
2.2.6.4. immunoterapi

Suanki imkanlarla diffiiz gliomlar i¢in immiinoterapi yaklagimlarinin basarisi sinirhdir,
clinkii diffiiz gliomlar diisiik mutasyon yiikii ve immiinosupresif mikrogevreye sahiptir.
Antijen sunan hiicrelerin yoklugu, major histo-uyumluluk kompleksinin asagi

reglilasyonu ve kan-beyin bariyerinin varligi, antitimor immiin yanitlarini azaltmus,
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cogu diffiiz glial tiimoriinii immiinolojik olarak diisiik ve tek basina mevcut
immiinoterapilerin kullanimina tepkisiz hale getirmistir. Buna ek olarak diffiiz gliomlar
gibi agresif beyin tiimori alt tiplerinin yiiksek miyeloid imzalara, diisiik immiin
modiilator faktorlerin ekspresyonuna ve tiimor eliminasyonundan sorumlu lenfositlerin
ve NK hiicrelerinin minimal infiltrasyonuna sahip oldugunu ortaya koymustur (Kim ve
ark., 2018). Cogu immiin hedefli terapi, kanserlerin biiyiik ¢cogunlugunda tiiméor hiicresi
sitotoksisitesinin ana efektorlerini temsil ettikleri i¢in T hiicresini modiile etmeye
odaklanmistir. Bununla birlikte, glioma mikrogevresindeki bagisiklik popiilasyonunun
kiicik bir bolimiinii  olustururlar ¢linkii  gliomanin immiin  mikrogevresi,
immiinosupresif fenotipleri ifade eden makrofajlar/mikroglia gibi miyeloid tiirevli
hiicrelerle baskin olarak infiltredir ve tiimdr ilerlemesini arttirdigi ve zayif sagkalim
oranlar ile iliskili oldugu gosterilmistir (Goswami ve ark., 2019; Wei ve ark., 2020).
Bugiine kadar tanimlanmis tiimdre 6zgli bir antijen olan epidermal biiylime faktorii
varyanti [II'i (EGFRvIII) hedefleyen CAR (chimeric antigen receptor) tedavisi
glioblastomada kalic1 tepkilerle sonuclanmadi ve EGFRvlll'e 6zgii peptit asilarinin
onceki klinik denemelerine benzer sekilde sonuglandi (O’Rourke ve ark., 2017;

Sampson ve ark., 2010; Najem ve ark., 2021).

IDH-mutant gliomalar, beyin metastazlarina kiyasla aktive edilmis ve tiikenmis T
hiicreleri olan TIL'lerden yoksundur (Friebel ve ark., 2020). Gliomalarda, &zellikle
IDH-mutant alt tipinde, T hiicrelerinin bu diisiik infiltrasyon durumu, immiin kontrol
noktasi inhibitorlerine diren¢ i¢in olasit bir neden saglayan, diisiik immiin kontrol
noktas: hedefleri ekspresyonuna sahip bir ortam yaratir. Ote yandan, IDH-mutant
tiimorler, periferden kaynaklanan monosit tiirevli makrofajlarla infiltre olan IDH vahsi
tip ve beyin metastazinin aksine, timorde yerlesik mikroglia ile zenginlestirilmistir
(Klemm ve ark., 2020). Beyin metastazinin aksine, glioblastomdaki toplam immiin
hiicre popiilasyonlarinin %40 ila %70'i miyeloid tiirevli hiicrelerdir ve tipik olarak
immiin baskilayici bir fenotipe sahip olan bu tiimérlere sizan en bol immiin hiicre tipini

temsil eder (Hussain ve ark., 2006).

Caligmalar toplu olarak ele alindiginda; adjuvan tedavilerle birlestirildiginde,
immiinoterapiler, bir antitimdr yaniti ortaya c¢ikarma potansiyeline sahiptir. Bir
neoadjuvan tedavi ile kombinasyon halinde immiinoterapi, beyindeki kritik yapilar

korurken kanser hiicrelerini potansiyel olarak ortadan kaldirabilir (Price ve ark., 2021).
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2.2.2. Kanserde Immiin Gozetim

Burnet ve Thomas 1950’11 yillarda ‘immiin gézetim (immunosurveillance)’ teorisi ile
immiin hiicrelerin olugmaya baglayan transforme hiicreleri tanimasi ve ortadan
kaldirmasi fikrini ortaya ¢ikarmistir. Bu yillart takip eden ¢alismalar bu immiin gézetim
teorisinin aslinda hikayenin sadece bir pargasi oldugunu ve ‘“kanser immiinoediting”
olarak bilinen kavramsal bir modelin olay1 daha iyi tanimlayacagini diisiindiiler. Bu
modele gore hem dogal hem de adaptif immiinitenin timor yok etme ve timor
immiinojenitesini sekillendirmede ¢ok yonlii rol oynadigi goriisiine giiclii destek

saglamaktadir (Mittal ve ark., 2014; Vesely, 2013).

Kanser immiin editing modeli {i¢ asamadan olusur: eliminasyon (eleme), equilibrium
(denge) ve escape (kacis) (Sekil 2.11). Immiin siirveyans kavraminin karsiligi eleme
asamasidir. Hem dogustan gelen hem de adaptif bagisiklik, klinik olarak goriiniir hale
gelmeden Once tiimorlere karsi tanima ve miicadele etmede rol oynar. Ana efektorler, T
hiicre reseptorleri (TCR) araciligryla tiimérle iliskili antijenleri (TAA) taniyan CD8" T
hiicreleridir (Vesely, 2013). Sitotoksisite, antijen sunan hiicreler (APC) tarafindan MHC
siif I molekiilleri araciligiyla sunulan antijen pargalarinin baglanmasi lizerine tetiklenir.
Diger onemli ve ilk cevab1 veren oyuncular, hedef hiicrelerin yiizeyindeki spesifik
ligandlar1 taniyan gesitli aktive edici ve inhibe edici reseptorler araciligiyla sitotoksik
aktiviteyi taniyan ve uygulayan dogal oldiriicti (NK) hiicrelerdir. Cogu tiimor hiicresi,
eliminasyon asamasinda yok edilir; Bununla birlikte, bazi varyantlar hayatta kalmak
icin adapte olurlar ve bir sonraki agamaya girebilirler. “Denge faz1”, tiimor hiicrelerini
immiin aracili bir uyku hali durumunda koruyan diizenleyici yollar ile iliskilidir
(Moller, 1973) ve bu, bir bireyin 6mrii boyunca siirebilir. Bu fazin siiresi, endojen
antitimor immiinitesinin glicii ve timor hiicrelerinin immiin tolerans1 arasindaki
dengeye baglidir ¢linkii ilk fazdan kagan tiimdr hiicreleri immiin sistem hiicreleri ile bir
denge icerisindedir. Bu siireg, epigenetik degisikliklerin ve genomik instabilitenin bir
sonucu olarak indirgenmis immiinojenisiteye sahip timor hiicre varyantlarimin ortaya
¢ikmasina neden olur (Kim ve ark.,, 2007). Lenfositler ve sitokinler tarafindan
uygulanan siirekli se¢im baskis1 altinda, direngli tiimoér varyantlari, immiinolojik
kisitlamalar olmaksizin progresif bir sekilde biiylimeye basladiklari, bir immiinosupresif
tiimor mikrogevresi olusturduklar1 ve klinik olarak agresif tiimdrlere yol actiklar “kagis
fazina” girerler (Vanichapol ve ark., 2018). Bu tiimér varyantlar1 geleneksel terapilere

direnglidir ve kanser hastalarinda mortalitenin ana sebebidir.
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Sekil 2.11. Kanserde immiin gozetim ve immiin diizenleme (Bremnes ve ark., 2016)
MDSC: Myeloid derived suppressor cell; DC: dendritic cell; NK: Natural Killer Cell;




3

3
1

3. GEREC VE YONTEM

.1. GERECLER

.1.1. Kullanilan Demirbaslar

. +4 °C sogutucu (Siemens)

. -20 °C Sogutucu (Siemens)
. -80 °C Sogutucu (Siemens)
. CO’li inkiibatér (SANYO)

. Otoklav (ALP CL-40M)

. Pipet Tabancasi (Isolab)

. Vorteksler (Heidolph)

. Invert Mikroskop (Leica)

. Sogutmali Santrifiij (Niive Es 120)

10. Laminer flow (Telstar Clean Air)

1

1. Flow sitometri cihazi (BD FACS Aria III)

12. Su banyosu (Thermal)

13. Distile su cihazi

14. Buz makinesi (Scotman AF 103)

15. Magnetik karistiric1 (Heidolph)

16. Otomatik pipet (1000, 200, 10ul)



3.1.2. Sarf Malzemeler
1. 96 kuyucuk round bottom plate (sigma)

2. 96 kuyucuk flat bottom plate (sigma)
3. Falkon tiip (15 ve 50 ml) (Sarstedt)

4. Ependorf tiip (Axygen)

5. Serolojik pipet (5ml, 10ml)

6. 10, 200, 1000ul pipet ucu (izolab)

7. BD falcon Cell Strainer (BD-100um)

3.1.3. Kimyasal Malzemeler

. Distile su

. Alkol

. RPMI 1640 (hyclone/SH30027.02)
. DMEM (SIGMA/D5796)

. Penicillin-Streptomycin (B1/03-031-1B)
. DMSO (Sigma)

. PMA(Biotium)

. lonomycn (Sigma)

10.
11.
12.
13.
14.
15.
16.
17.
18.
19.
20.
21.
22.
23.
24.
25.

1
2
3
4
5. Fetal bovine serum (gibco/A3840001)
6
7
8
9

Golgi stop (Biolegend)

hIL-2 (eBioscience # BMS334)

hIL-7 (eBioscience #RIL75)

hIL-12 (eBioscience #RP-75617)

hIL-1b (eBioscience #RIL1BI)

hIL-23 (eBioscience #PHC9321)

True-PhosTM Perm Buffer (Biolegend)

Tripsin EDTA (B1/03-050-1A)

FITC anti-human CD14 Antibody (Biolegend) (HCD14 # 325603)

FITC anti-human CD5 Antibody (Biolegend) (L17F12 # 364021)

FITC anti-human CD11c Antibody (Biolegend) (Bul5 # 337213)

FITC anti-human CD19 Antibody (Biolegend) (HIB19 # 302256)

FITC anti-human CD94 Antibody (Biolegend) (DX22 # 305504)

FITC anti-human CD56 (NCAM) Antibody (Biolegend) (QAL17A16 # 392413)
FITC anti-human FceRIa Antibody (Biolegend) (AER-37 (CRA-1) # 334607)
PE anti-human CD161 Antibody (Biolegend) (W18070C # 307503)
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https://www.biolegend.com/en-us/search-results?Clone=W18070C
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26. PE/Cy7 anti-human CD294 (CRTH2) Antibody (Biolegend) (BM16 # 350117)

27. Alexa Fluor® 700 anti-human CD3 Antibody (Biolegend) (OKT3 # 317339)

28. Brilliant Violet 421™ anti-human CD117 (c-kit) Antibody (Biolegend) (104D2
#313215)

29. APC anti-human CD336 (NKp44) Antibody (Biolegend) (P44-8 # 325109)

30. Alexa Fluor® 700 anti-human CD127 (IL-7Ra) Antibody (Biolegend) (A019D5 #
351343)

31. PerCP/Cyanine5.5 anti-human CD152 (CTLA-4) Antibody (Biolegend) (L3D10 #
349927)

32. APC/Cyanine7 anti-human CD279 (PD-1) Antibody (Biolegend) ( EH12.2H7 #
329921)

33. Brilliant Violet 785™ anti-mouse/human KLRG1 (MAFA) Antibody (Biolegend)
(2F1/KLRGL1 # 138429)

34. PerCP anti-human CD69 Antibody (Biolegend) (FN50 # 310927)

35. PerCP/Cyanineb.5 anti-human CD44 Antibody (Biolegend) ( C44Mab-5 # 397519)

3.2. YONTEM

3.2.1. Hastalarin secimi

Bu calisma icin Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalari Etik
Kurulu’ndan 23.01.2019 tarihinde 96681246 sayili onay alinmustir.

Calismamiza, rutin olarak Erciyes Universitesi Beyin ve Sinir Cerrahisi ABD’de glial
timorli 32 hastanin ameliyatla ¢ikarilmis tiimor dokusu ile periferik kan ornegini ve
yapilan kontroller sonucunda da herhangi bir tiimor tespit edilmeyen 20 saglikli
kontrolden kan, doku ornekleri i¢in ise 14 tonsil dokusu aldigimiz goniilliileri dahil
ettik. 18 yasin altinda olan, glial tiimor haricinde herhangi bir beyin tlimoériine sahip
olan bireyler ve bilinen bir otoimmiin hastaligi ve immiin yetmezIligi olan, bireyler
calismaya dahil edilmedi.

Arastirmaya dahil edilecek hasta ve kontrol grubundaki bireylerin sayisi istatistiksel gii¢
analizi yapilarak belirlendi. Goniillillerin tiimiine calisma Oncesi “bilgilendirilmis
goniillii olur formu (BGOF)” okutularak, caligma hakkinda bilgi verildi ve bu belgeyi
imzalayanlar ¢alismaya dahil edildi.

Bu ¢alisma, Erciyes Universitesi Tip Fakiiltesi Beyin ve Sinir Cerrahisi ABD, Erciyes
Universitesi Tip Fakiiltesi Tibbi Biyoloji ABD ve Erciyes Universitesi Genom ve Kok
Hiicre Merkezi’nde gerceklestirildi.


https://www.biolegend.com/en-us/search-results?Clone=BM16
https://www.biolegend.com/en-us/search-results?Clone=OKT3
https://www.biolegend.com/en-us/search-results?Clone=P44-8
https://www.biolegend.com/en-us/search-results?Clone=A019D5
https://www.biolegend.com/en-us/search-results?Clone=L3D10
https://www.biolegend.com/en-us/search-results?Clone=EH12.2H7
https://www.biolegend.com/en-us/search-results?Clone=FN50
https://www.biolegend.com/en-us/search-results?Clone=C44Mab-5
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32 glial tiimorii olan hasta klinik, histolojik 6zellikleri ve patoloji rapor sonucuna gore
DSO kilavuzlarina bagli olarak farkli gradelere ayrildi. Sekil 3.1°de yer aldig: gibi 10
grade II, 5 grade III ve 17 grade IV hastanin tiimor ve kan dokulari topladik. Bu
hastalarin dondurup ¢ozdiirdiigiimiiz lenfositlerinden yeterli hiicre sayisina sahip
olmayanlar1 c¢alismaya dahil edemedik. Bu yiizden timdr dokular1 ile yapilan
deneylerde 12 hasta (IDH1 WT=9, IDH1 MT= 3, Tonsil(kontrol grubu)=14) ve
periferik kan ile yapilan deneylerde 22 hasta (IDH1 WT=12, IDH1 MT= 10, saglikli
kontrol=20) calismaya dahil edildi. Grade II hastalarin1 3 kadin 7 erkek, Grade III
hastalarin1 2 kadin 3 erkek, Grade IV hastalarin1 8 kadin 9 erkek olusturuyordu.
Hastalarin yas ortalamalar1 sirasiyla Grade II; 39,5, Grade II1;49, Grade IV;54 idi.
Hastalarin tiimor lokalizasyonu tek lobda idi ve cerrahi rezeksiyon ile tiim hastalarda
timor tamamen ¢ikarilmisti. Sekil 3.1 ve Tablo 3.1.de hastalarin demografik 6zellikleri

Ozetlenmistir.

E&A kADIN
EEd ERKEK

Cinsiyet Dagilimi

Grade Il Grade Il Grade IV

Grade Il Grade Il Grade IV

Sekil 3.1. Hastalarin grade-cinsiyet ve grade-yas grafiklar
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Tablo 3.1. Hastalarin demografik 6zellikleri

Grade 11(n=10) Grade I11(n=5) Grade IV(n=17)

Yas
Ortanca 39,5 49 54
Alt-Ust
Liimit 26-59 44-54 28-72
Cinsiyet
Kadin 3 2 8
Erkek 7 3 9
Tiimor lokasyon
Frontal 4 1 2
Temporal 4 3 7
Oksipital/Parietal 2 1 8
IDH1 durumu
Wild tip 4 3 15
Mutasyon 4 1 1
Ki 67 durumu
<%10 8 1 1
>%10 1 4 16
Niiks durumu
Var 4 2 6
Yok 6 3 11

3.2.2.1 Glial tiimor dokularindan lenfosit elde edilmesi

Merkezimize 5 mL 1xPBS igerisinde gelen glioblastoma tiimdr dokulart 10 cm petri
kabina aktarilip, ardindan skalpel ile pargalara ayrildi. lcc’lik siringa iglerinin arka
ucuyla 70 pm porlu Falcon strainer/siizgeg¢ icinde 1 x PBS ile ezilip 50 mL’lik Falcon
tiip icerisine tek hiicre siispansiyonu haline getirilecek sekilde siiziildii, 1500 rpm’de
5dk satrifiij edilip pellet % 40’lik 3 mL Percoll iginde ¢oziilerek ve 90 %’lik SmL
Percoll ile doldurulan 15mL falcon tiipe aktarildi. Oda sicakliginda 20 dk 1500 rpm’de
frensiz olarak dondiiriiliip, orta kisimda olusan haleden lenfositler toplandi. Hiicreler
kullanilacagi zaman su banyosu 37 °C’ye isitildi, cryovial tiipdeki hiicreler su
banyosunda biraz ¢ozdiriiliip 37 °C’ye 1sitilmis komplete medyum (% 10 FBS,1x
antibiyotik,1x L-glutamin) tiizerine eklenerek 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edilip,

stipernatant uzaklastirilarak hiicreler deneyde kullanildi.
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3.2.2.2 Periferik kandan lenfosit elde edilmesi

Steril EDTA’ll1 hemogram tiiplerine 3 mL kan alindi, periferik kandan mononiikleer
hiicre izolasyonu (peripheral blood mononuclear cell=PBMC) taze tam Kkan
orneklerinden bekletilmeden Ficoll-Hypaque (GE17-1440-03) yogunluk gradyani
iireticinin talimatina gore yapildi. Kisaca vendz kanin PBS ile 1:1 oraninda diliie
edilmesinin ardindan 3mL fikol iizerine diliie edilen kan aktarildi, oda sicakliginda 30
dk 400 g’de frensiz olarak dondiiriiliip, orta kisimda olusan haleden PBMC’ler toplandi.
% 10 DMSO igeren hastanin kendi serumunda dondurulup -80 °C’de kullanilacag: giine
kadar bekletildi. Hiicreler kullanilacagi zaman su banyosu 37 °C’ye 1sitildi, cryovial
tiipdeki hiicreler su banyosunda biraz ¢ozdiirtiliip 37 °C’de 1sitilmis komplete medyum
tizerine eklenerek 1500rpm’de 5 dk santrifiij edilip, siipernatant uzaklastirilarak hiicreler

deneyde kullanildu.
Insan doku ve kan ile olan tiim deneylerde elde edilen lenfositler kullanildi.
3.2.2.3 Tripan blue boyamasiyla canh hiicre sayisinin belirlenmesi

Negatif yiiklii olan Tripan Blue boyasi canli ve Olii hiicrelarin ayirt edilmesi ve
sayillmasinda kullanilir. Hiicre zar biitiinliigli zarar gérmemis yani canli ise, boya hiicre
icine girmez fakat canli olmayan hiicreler zar biitiinliigiinii yitirdigi i¢in boyay1 absorbe
eder ve mikroskop altinda mavi goriiniirler. Lenfosit izolasyonu sonucu elde edilen
hiicrelerden temiz bir tiipe 10 pL hiicre siispansiyonu koyulur. Hiicre siispansiyonu
tizerine 90uL tripan blue boyasi eklenir. Bu karisimin i¢inden 10ul alinarak thoma

lamina konulur. Canl1 hiicreler sayilir.

Canl hiicreler sayisi asagidaki gibi hesaplanir: A¥*D.S*10*
A: 16 karede toplam hiicre sayis1

D.S: Yapilan toplam diliisyon sayis1
3.2.2.4 Elde edilen lenfositlerin dondurulmasi

Kandan elde edilen lenfositler deneyin yapilacagi giine kadar uygun kosullarda
saklanmasi -hiicre Oliimiinii en aza indirmek- amaciyla % 10 DMSO ve 1500 pl
hastanin kendi serumu dondurma ortaminda siispande edilir ve cryovial tiiplere konulur

ve —80 °C’de bir gece bekletilir. Ertesi giin s1v1 azot tankina transfer edilir.

Glial timorlerden elde edilen lenfositler ise % 20 FBS, % 10 DMSO ve 1500ul

komplete RPMI medyum iceren dondurma ortaminda siispande edilir ve cryovial
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tiiplere konulur ve —80 °C’de bir gece bekletilir. Ertesi giin sivi azot tankina transfer

edilir.
3.2.2.5. Dondurulmus lenfositlerin ¢cézdiiriilmesi

Hiicreler kullanilacagi zaman su banyosu 37 °C’ye 1sitilacak, cryovial tiipdeki hiicreler
su banyosunda biraz ¢ozdiiriiliip (1-2 dk) 37 °C’ye 1sitilmis 5 mL komplete medyum
tizerine eklenerek 1500 rpm’de 5 dk santrifiij edilip, siipernatant uzaklastirilarak

hiicreler deneyde kullanildi.

3.2.2.6. Tiimor mikrocevresi ve periferik kandan elde edilen lenfositlerin
icerisindeki ILC popiilasyonunun total yiizdesinin ve mutlak sayilarinin (absolute

number) belirlenmesi

Sayilan PBMC’ler 1x10° hiicre/well olacak sekilde 96-well round bottom plate icine
1001 voliim iginde olacak sekilde dagitildi. Hiicreler 1500rpm’de 5 dk santrifiij edilip
stipernatant uzaklastirilip PBMC’ler Stain Buffer (PBS, % 2 FBS) igerisinde ¢ozildi,
1ul Fe-block kullanilarak 5dk bloklama yapildi ardindan ILC hiicreleri Lineage kokteyli
(hepsi FITC konjuge TCRa/b, TCRg/d, CD34, CD123, CD9%4, CD14, CD303, FceRla,
CDla, CD11c, CD19, B220) Pe-CD161, AlexaFlour700 CD3, APCCy7 CD127, Pacific
Blue ckit, Pe Cy7 CRTH2 ile 30dk +4 derecede karanlikta boyandi. Hiicreler Stain
Buffer ile 2 kez yikanir. 400g’de 3dk santrifiij yapilip slipernatant dokiilerek flow
sitometride FACSAria III (BD Accuri™ C6) incelendi.

3.2.2.7. Timoér mikrocevresi ve periferik kandan elde edilen lenfositlerin

icerisindeki ILC’lerin islevselligini sitokin iiretme kapasitesine gore belirlenmesi

Hiicre i¢i sitokin boyamas igin 10® hiicre/well PMA/Ionomycin/Golgi Plug ile 4 saat
muamele edilip, santrifiij (1500 rpm, 3 dk) ile c¢oktiiriiliip silipernatant atilip,
Fixation/Permeabilizasyon Buffer fiksasyon islemi yapildi (BD Cat No: 554714).
Fiksasyon i¢in her kuyucuga 100ul fiksatif eklenip, +4 °C derecede karanlik ortamda 15
dakika inkiibe edildi. Inkiibasyon siirecinden sonra, santrifiij (1500 rpm, 3dk) ile fiksatif
uzaklagtirilip 150ul permaebilization buffer 1x kullanilarak iki kez yikama (1500rpm,
3dk) islemi uygulandi. Sonrasinda her kuyucuga 25ul permeabilizasyon buffer ve
antikor kokteyl karisimi eklendi ve 30 dakika +4°C’de inkiibasyon saglandi. Son olarak
elde edilen preperatlar 200ul Staining Buffer’da ¢ozdiiriilerek flow sitometri cihazinda

6l¢iim yapildi. Boyama mixleri agsagidaki tablolarda verilmistir.

Bu uygulama ile ILC‘lerce ifade edilen IFN-y, TNF, IL-5, IL-13, IL-17A, IL-22

sitokinlerinin diizeyi belirlendi.



ILC1 SITOKIN MiX:

FITC anti-human CD3 Antibody

FITC anti-human CD14 Antibody

FITC anti-human CD19 Antibody

FITC anti-human CD20 Antibody

FITC anti-human CD56 Antibody

APC anti-human CD336 (NKp44) Antibody
Alexa Fluor® 700 anti-human CD127 (IL-7Ra) Antibody
Brilliant Violet 421™ anti-human CD117 (c-kit)
Antibody

PE/Cy7 anti-human CD294 (CRTH2) Antibody
PE anti-human CD161 Antibody
PerCP/Cyanine5.5 anti-human CD44 Antibody
APC/Cyanine7 anti-human IFN-y Antibody

ILC2 SITOKIN MiX:

FITC anti-human CD3 Antibody

FITC anti-human CD14 Antibody

FITC anti-human CD19 Antibody

FITC anti-human CD20 Antibody

FITC anti-human CD56 Antibody

APC anti-human CD336 (NKp44) Antibody

Alexa Fluor® 700 anti-human CD127 (IL-7Ra) Antibody
PE/Cy7 anti-human CD294 (CRTH2) Antibody

PE anti-human CD161 Antibody

PerCP/Cy5.5 anti-human 1L-13

Brilliant Violet 421™ anti-mouse/human IL-5
Amphiregulin Monoclonal Antibody (AREG559), APC,

eBioscience™

ILC3 SITOKIN MiX:

FITC anti-human CD3 Antibody
FITC anti-human CD14 Antibody
FITC anti-human CD19 Antibody
FITC anti-human CD20 Antibody
FITC anti-human CD56 Antibody
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Alexa Fluor® 700 anti-human CD127 (IL-7Ra) Antibody
Brilliant Violet 421™ anti-human CD117 (c-kit)
Antibody

PE anti-human CD161 Antibody

APC/Cyanine7 anti-human IL-17A

PE/Cy7 anti-human IL-22 Antibody

PerCP/Cyanine5.5 anti-human GM-CSF

3.2.2.8. PD-1, CTLA-4 ve KLRGI1 gibi kontrol noktas1 molekiillerin ILC’lerde
yiizey boyamasi yapilarak kantifiye edilmesi

Hiicreler ylizey boyamasi (2. Protokol) uygulanarak ilgili molekiillerin antikorlari ile

boyanmanin ardindan flow sitometri cihazinda analiz yapildu.

INHIBITOR PROTEINLER IiCiN YUZEY BOYAMA MiXi:

FITC anti-human CD3 Antibody

FITC anti-human CD14 Antibody

FITC anti-human CD19 Antibody

FITC anti-human CD20 Antibody

FITC anti-human CD56 Antibody

APC anti-human CD336 (NKp44) Antibody

Alexa Fluor® 700 anti-human CD127 (IL-7Ra) Antibody
Brilliant Violet 421™ anti-human CD117 (c-kit) Antibody
PE/Cy7 anti-human CD294 (CRTH2) Antibody

PE anti-human CD161 Antibody

PerCP/Cyanine5.5 anti-human CD152 (CTLA-4) Antibody
APC/Cyanine7 anti-human CD279 (PD-1) Antibody
Brilliant Violet 785™ anti-mouse/human KLRG1 (MAFA) Antibody

3.2.3.1. U-87 MG (ATCC® HTB-14™) ve IDH1 mutant-U-87 hiicre hatlarinin

cogaltilmasi

Calismamizin ex vivo deneylerini gergeklestirmekte kullandigimiz U-87 MG ve IDH1
mutant-U-87 hiicre hatlar1 Erciyes Universitesinden Prof. Dr. Zuhal Hamurcu’nun
hediyesidir. U-87 MG hiicre hatti 1966'dan 1969'a kadar J. Ponten ve arkadaslar
tarafindan malign gliomalardan (ATCC® HTB-15™ ve HTB-16™) tiiretilen bir dizi
hiicre dizisinden biridir (Allen, 2016). IDH1 mutant-U-87 hiicre hatti U-87MG
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(ATCC® HTB-14) hiicre hattindan tiiretilen bir glioma IDHI R132H mutant izojenik
hattir. IDH1 R132H protein ekspresyonunu kodlayan ¢.395G>A knock-in mutasyonu,
CRISPR/Cas9 gen diizenleme teknolojisi kullanilarak ATCC'de olusturuldu. Bu,
¢.395G>A mutant aleli ifade eden heterozigot bir mutasyondur. Hiicre hatlariin kiiltiiri
icin 25cm?lik flasklar kullanildi ve iiretici firmanm tavsiye ettigi protokol uygulanarak
hiicrelerin ¢ogaltilmasi, pasajlanmasi, dondurulup-¢oziilmesi gerceklestirildi. Adherent
hiicre olduklart i¢in Tripsin enzimi kullanilarak kaldirma islemi gergeklestirildi. Bu

islemler sirayla asagida siralanan basamaklar izlenerek yapilds;

1- Kiiltiir medyumunu atildi.

2- Tripsin inhibitorii iceren tim serum kalintilarin1 uzaklastirmak hiicre katmani

Ca""/Mg"™ icermeyen Dulbecco fosfat tamponlu salin (D-PBS) ile kisaca yikandi.

3- Flaska 2mL Tripsin-EDTA ¢ozeltisi eklenip ve hiicre tabakasi dagilincaya kadar

(inkiibatorde genellikle 3dk i¢inde) hiicreleri ters mikroskop altinda incelendi.
4- 2 ila 3mL medyum eklendi ve hiicreler yavasca pipetleyerek aspire edildi.

5- Hiicre pelletini taze besi yeri ekleyerek slispanse edildi. Yeni kiiltiir kaplarina hiicre

ekimi yapildi.
6- Kultiirler 37 °C'de inkiibe edildi.

Hiicre stogu bu sekilde elde edilerek takip eden deneylerde kullanildi.
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3.2.3.2. U-87 MG (ATCC® HTB-14™) ve IDH1 mutant-U-87 hiicre hatlari ile
ILC’lerin ko-kiiltiirii

Us7-wT U87-IDH MUT — US7WT US7IDHMUT.ONLY ILC

-1.gun without
» » ¢ tyt

with
cyt

g : A& 51 [g aunicl 4-5 giin
T : td ‘ﬂ' sonra

ILC lerin ILC lerin ylizey
proliferasyonu protein profili

Sekil 3.2. Deney Tasarimi

Kronik baska bir hastaligi ve kanser olmayan rekiirren tonsillit tanis1 almis insanlardan
aldigimiz 10 tonsillerden ILC’leri asagidaki boyama protokoliinii uygulayarak
FACSARIAIII cihazi ile sort ettik.

TONSIL. DOKUSUNDAN ILC iZOLASYONU IiCiN GEREKLI YUZEY
BOYAMA MiXi:

FITC anti-human CD14 Antibody

FITC anti-human CD5 Antibody

FITC anti-human CD11c Antibody

FITC anti-human CD19 Antibody

FITC anti-human CD56 (NCAM) Antibody

FITC anti-human FceRIa Antibody

Alexa fluor 488 anti-human TCRo/f

FITC anti-human-CD3

Alexa Fluor® 700 anti-human CD127 (IL-7Ra) Antibody
Brilliant Violet 421™ anti-human CD117 (c-kit) Antibody
PE/Cy7 anti-human CD294 (CRTH2) Antibody

PE anti-human CD161 Antibody
Deney kurgusunda -1.

Gilin GBM hiicre hatlar flasktan kaldirildi ve 96-well plate 2000 hiicre/well olacak


https://www.biolegend.com/en-us/products/fitc-anti-human-cd5-antibody-12250
https://www.biolegend.com/en-us/products/fitc-anti-human-cd11c-antibody-562

o1

sekilde ekildi. Bu sayede 1 gece boyunca yapismalar1 saglandi. 0. Giin tonsilden elde
edilen 10* hiicre/well olacak sekilde ILC’ler ile ko-kiiltiir yapildi. Bu deney kurgusunda
2 farkli kondisyon kullanildi; ILC hiicrelerinin gereksinim duyduklar1 sitokin
kokteylerinin olduklari ve olmadiklar1 seklinde. Bu kondisyon asagida belirtildi.

ILC ONLY ILC+IDHMT  ILC+IDHWT
IL2 (10U/ml) IL2 (20U/ml) IL2 (10U/ml)

IL1b (50ng/ml) IL1b(50ng/ml)  1L1b(50ng/ml)
1L23 (50ng/ml) IL23(50ng/ml) IL23(50ng/ml)
IL7 (50ng/ml) IL7 (50ng/ml) IL7 (50ng/ml)

Kiiltiir 4 giin sonra sonlandirildi. Siipernatantdan 100ul ELISA i¢in toplandi ardindan
ILC hiicreleri PerCP/Cyanine5.5 anti-human CD152 (CTLA-4)
AntibodyAPC/Cyanine7 anti-human CD279 (PD-1) Antibody, APC anti-human
KLRG1 (MAFA) Antibody boyalar ile yiizey boyamasi yapildi, flow sitometri ile

analizleri yapildi.

Ayni deney kurgulanarak bu sefer ILC’ler kiiltiire konulmadan 6nce CFSE boyas: ile
boyandi. Izlenilen protokol kisaca; sort edilen ILC’ler 5 pM CFSE olacak sekilde %S5
FBS iceren PBS igerisinde 2dk oda 1sisinda karanlikta boyanan hiicreler medyum ile
yikanip yeni besi yeri icerisinde yukarda bahsi gecen kondisyonlar da ko-kiiltiire
konuldu, 4 giin sonra flow sitometri cihazinda ILC’lerin proliferasyon ylizdeleri

slciildii.

3.2.3.3. U-87 MG (ATCC® HTB-14™) ve IDH1 mutant-U-87 hiicre hatlar:

siipernatantlari ile ILC’lerin ko-kiiltiirii

U-87 MG ve IDH1 mutant-U-87 hiicre hatlar1 2 gece Kkiiltiir edildikten sonra
tizerlerinden siipernatantlar toplandi. FBS, antibiyotik ile siipernatantlar tazelendi ve
gentamisin ilavesi yapildi. Bolim 3.2.3.2°de yazilan protokole gore insan tonsillerinden
ILC izolasyonu gergeklestirildi. Sitokinin oldugu/olmadig siipernatantlarla ILC’ler 3
giin ko-kiiltiir yapildi. Ardindan ILC’lerin PDI1, CTLA-4, KLRG-1 ekspresyon

miktarlar ayrica tirettikleri sitokin miktarlar1 analiz edildi.
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3.2.3.4. Hiicre ici boyama ile sitokin iiretim kapasitesinin tayini

Sitokin miktar1 intraseliiler boyama ile tayin edildi. Bunun igin hiicreler PMA
(50ng/mL), ionomycin (lpg/mL) ve golgi stop (IuL/mL) ile 37 °C’de 3-5saat
inkiibatdrde uyarildi. Ardindan 96-kuyucuklu kapta olan hiicreler ¢oktiiriilerek 100pL
fiksatif ilave edildi, (karanlikta 20dk 4 °C’de) fikse edilen hiicreler 400g’de 3dk
santrifiij edilip supernatant uzaklastirildi, pellet tizerine 150ul 1xPerm Buffer ilave
edildi ve santrifiij ile yeniden silipernatant uzaklastirildi permabilize iglemi 2 kez tekrar
edildi ve Perm buffer i¢inde hazirlanan APC/Cyanine7 anti-human IFNy, PE anti-
human TNFa, PerCP/Cyanine5.5 anti-human IL-2, PB anti-human GM-CSF, APC anti-
human IL-17 sitokin antikorlarinin ilavesini takiben buz {izerinde karanlikta 30dk
hiicrelerin boyanmasi saglandi. Yikama tamponu ile bir kez yikanan hiicreler flow
sitometri cihazi ile analiz edildi.

3.2.3.5. PD-1, CTLA-4 ve KLRGI1 gibi kontrol noktas1 molekiilleri ex-vivo

ILC’lerde yiizey boyamasi yapilarak kantifiye edilmesi
3.2.3.3. nolu boliimde yazilan GBM hiicre hatt1 ile ko-kiiltiir yapilan ILC’ler 3 giiniin

sonunda yeniden PD-1, CTLA-4 ve KLRGI antikorlart ile yilizey boyamasi

gerceklestirilerek analizleri flow sitometri ile yapildu.

3.2.4. Istatistik analiz
Kontrol ve hasta grubu arasindaki ikili kargilastirmalarda Student's t-test, ANOVA ve

non-parametrik testler uygulandi. ANOVA multiple comparison test sonrasi Tukey’s
diizeltmesi ile uygulanmistir. Non-parametrik test ise multiple comparison test sonrast
Dunn’s diizeltmesi yapilarak kullanilmistir. Biitiin durumlarda p < 0.05 anlamli kabul
edildi (* p < 0.05, ** p <0.01, *** p < 0.005, **** p < 0.001) . Flow sitometri
datalarinin analizi i¢in Flowjo (10.0.6) programi, ve istatistiksel analiz i¢in GraphPad

Prism 6 yazilimi1 kullanildi.



4. BULGULAR

4.1. IDH1 MT ve WT insan glial tiimor dokularinda ILC’lerin frekansi

Glial tiimorleri olan hastalarin ameliyatlar1 sirasinda ¢ikarilan beyin doku 6rneklerinde
ILC’lerin yiizdelerini arastirdik. Aldigimiz tiimoér dokularindan materyal metot
kisminda anlatildigi gibi lenfosit izolasyonu gerceklestirildi. Ayn1 zamanda kontrol
amaci ile kullanilmak tizere rekiirren tonsillit tanisi ile ameliyata alinan insanlarin tonsil
dokular1 da toplanarak ayni protokolle lenfosit izolasyonlar1 gergeklestirildi. Elde edilen
lenfositler deneyde esit kosullar1 saglamak amaciyla uygun dondurma protokolleri ile
deneyin yapilacagi giine kadar azot tankinda saklandi. Cozdiiriilen lenfositler sayilarak
ILC’leri tanimlayacak uygun yiizey boyamalar1 floresan isaretli antikorlar ile boyandi
ve FACS Arialll cihazinda total ILC ve ILC alt gruplar1 olan ILC1, ILC2, ILC3 igin
analizler gerceklestirildi. Sekil 4.1A ILC’lerin kapilama stratejisi gosterilmistir. 3 farklh
grup Ornegimiz vardi. 1. Grup: insan tonsil ILC’leri 2.grup: IDH mutasyonu olmayan
insan timor ILC’leri ve 3. grup: IDH mutasyonu olan insan timér ILC’leri idi. ILC alt
gruplar kiyaslandiginda IDH mutasyonu olan tiimor dokusundaki ILC1’lerin anlaml
olarak azaldigmi gozlemledik, ayn1 zamanda bu azalma tonsil ILC1’lerine gore de
anlamli idi. ILC2 ylizdeleri her 3 grup icinde benzerdi. ILC3’lerin siklig1
kiyaslandiginda ise IDH mutasyonu olanlarda olmayanlara gére anlamli olarak daha

yiiksekdi, (Sekil 4.1).
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Sekil 4.1. IDHIMT insan glial tliimor dokularinda IDH1WT grubuna kiyasla ILC1'i frekans1 az
ve ILC3 frekansi yiiksek bulundu. (* p < 0.05, ** p <0.01, *** p < 0.005, **** p < 0.001) (A)
Insan tonsil (kontrol) dokusu, IDH mutasyonu olan ve olmayan glial tiimérlerden elde edilen
lenfositlerin FITC anti-human CD3, FITC anti-human CD14, FITC anti-human CD19, FITC anti-
human CD20, FITC anti-human CD56, Alexa Fluor® 700 anti-human CD127 (IL-7Ra), PE anti-
human CD161 antikorlar1 ile boyanmasi ile elde edilen ILC’lerin flow sitometri kapilama
stratejilerinin gosterilmesi (FSC-A: Forward scatter area, SSC-A: Side scatter area). (B) Kontrol,
IDH MT, IDH WT hasta dokularinda total ILC yiizdelerinin karsilastirilmasi. (C) Kontrol, IDH1
MT, IDH1 WT hasta dokularinda total ILC1 yiizdelerinin karsilastirilmasi. (D) Kontrol, IDH1
MT, IDH1 WT hasta dokularinda total ILC2 yiizdelerinin karsilastirilmasi. (E) Kontrol, IDH1
MT, IDH1 WT hasta dokularinda total ILC3 yiizdelerinin karsilagtirilmasi.
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4.2. IDH1 mutant/wt insan glial tiimorlii hastalarin kanlarindaki ILC’lerin
frekansi

Glial tiimori olan hastalardan tiimor rezeksiyonu i¢in ameliyata girdikleri esnada kan
ornekleri de alindi. Ayn1 zamanda yas ve cinsiyet uyumlu saglikli goniilliilerden de kan
aldik. Periferik kandan lenfosit izolasyonu fikol kullanilarak gradient farki ayrimina
gore yapildi, ayrintili protokol materyal metod kisminda yazildi. Tiim6r dokularindan
elde edilen lenfositler gibi kandan elde edilenler de donduruldu ve kullanilacag: giin
¢Ozdiirme protokolii uygulanip sayilarak esit sayida hiicre kullanildi. Ardindan yine
ILC’lere spesifik ylizey boyamalar1 yapilarak analizler gerceklestirildi. Sekil 4.2°de kan
ILC’lerinin kapilama stratejisi gosterilmistir. Sonuglarda tiimdr dokusuyla tutarli olarak
IDH mutasyonu olanlarda olmayanlara gore anlamli olarak daha yiiksek ILC3 yiizdesi
vardi. Ayn1 zamanda IDH1 wild tip olanlarin kaninda saglikli kontrollere goérede daha

az ILC3 popiilasyonu gozlemlendi (Sekil 4.2).
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Sekil 4.2. IDHIMT glial tiimorii olan hasta ka1 IDHIWT grubuna kiyasla yiiksek ILC3 igeriyordu. (* p <
0.05) (A) Saglikli kontrol ve IDH mutasyonu olan ve olmayan glial tiimorlii hastalarin kanindan elde edilen
lenfositlerin FITC anti-human CD3, FITC anti-human CD14, FITC anti-human CD19, FITC anti-human
CD20, FITC anti-human CD56, Alexa Fluor® 700 anti-human CD127 (IL-7Ra), PE anti-human CD161
antikorlar1 ile boyanmasi ile elde edilen ILC’lerin flow sitometri kapilama stratejilerinin gosterilmesi (FSC-
A: Forward scatter area, SSC-A: Side scatter area). (B) Total ILC yiizdelerinin Kontrol, IDH1 MT, IDH1
WT hastalar arasinda karsilagtirilmasi. (C) ILC1 yiizdelerinin Kontrol, IDH1 MT, IDH1 WT hastalar
arasinda kargilagtirilmasi. (D) ILC2 yiizdelerinin Kontrol, IDH1 MT, IDH1 WT hastalar arasinda
karsilagtirilmasi. (E) ILC3 yiizdelerinin Kontrol, IDH1 MT, IDH1 WT hastalar arasinda karsilastirilmasi.
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4.3. Insan glial tiimor doku ILC'lerinin kontrol noktasi ifadesi

Hasta ve saglikli kontrol olarak kullandigimiz tonsil orneklerindeki ILC hiicre alt
gruplarinda kontrol noktasi proteinleri olan KLRGI1, PD1, CTLA4 ifadelerini flow
sitometri ile analiz etmek istedik. Bu yiizden dokudan elde edilen ILC hiicre alt
gruplarina bu proteinler icin spesifik yiizey boyamasi yapildi ve analiz edildi. IDH1 WT
ILC2’lerin PD1 ifadesi hem tonsil ILC2’si hem de IDHI MT tiimor ILC2’leri ile
kiyaslandiginda anlamli olarak artmisti. Bunun yaninda KLRG1 ifadesinin IDH1 WT
ILC3’lerin tonsil ILC3’lerine kiyasla anlamli artigini, PD1 ifadesinin ise IDHI MT
ILC3’lere kiyasla anlamli azalisim1 gézlemledik. Ancak her ii¢ grup ILC1’lerin KLRGI,
PD1, CTLAA4 ifadeleri benzerdi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.3. insan IDH1 WT ILC2 ve IDH1 MT ILC3'te artmis PD-1 ifadesi varken IDH1
WT ILC3'te ise KLRG1 ifadesinin arttigi bulundu. (* p < 0.05) (A) ILCI’lerin ifade
ettigt KLRG1 MFI’larinin kontrol, IDH1 MT ve IDH1 WT hastalar arasinda
karsilastirilmasi. (B) ILCI’lerin ifade ettigi PD1 MFI’larinin kontrol, IDHI MT ve
IDH1 WT hastalar arasinda karsilagtiriimasi.  (C) ILC1’lerin ifade ettigi CTLA-4
MFT’larinin kontrol, IDHI MT ve IDHI WT hastalar arasinda karsilagtirtimasi. (D)

ILC2’lerin ifade ettigi KLRG1 MFI’larinin kontrol, IDH1 MT ve IDH1 WT hastalar
arasinda kargilagtirilmasi. (E) ILC2’lerin ifade ettigi PD1 MFI’larinin kontrol, IDH1 MT ve IDH1 WT
hastalar arasinda karsilagtirilmasi. (F) ILC2’lerin ifade ettigi CTLA-4 MFI’larinin kontrol, IDH1 MT ve
IDH1 WT hastalar arasinda karsilagtirilmasi. (G) ILC3’lerin ifade ettigi KLRG1 MFI’larinin kontrol,
IDH1 MT ve IDH1 WT hastalar arasinda karsilagtirilmasi. (H) ILC3’lerin ifade ettigi PD1 MFI’larimin
kontrol, IDH1 MT ve IDH1 WT hastalar arasinda karsilastirilmasi. (1) ILC3’lerin ifade ettigi CTLA-4
MFT’larinin kontrol, IDH1 MT ve IDH1 WT hastalar arasinda karsilastiriimast.
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4.4. Glial tiimorlii hastalarin periferik kan ILC'lerinin kontrol noktasi ifadesi
Hasta ve saglikli kontrol periferik kan 6rneklerindeki ILC hiicre alt gruplarinda kontrol
noktas1 proteinleri olan KLRGI1, PD1, CTLA4 ifadesi flow sitometri ile analiz edildi.
Kandan elde edilen ILC hiicre alt gruplarina bu proteinler i¢in spesifik yiizey boyamasi
yapildi ve analiz edildi. IDHI MT hasta kaninda saglikli kontrol kani ile
karsilastirildiginda ILC1'de azalmis PD-1, IDH1 WT ile karsilastirildiginda azalmis
CTLA-4 ekspresyonu gozlendi (Sekil 4.4). KLRG1 ifadesi IDH MT hasta ILC2’lerinde
IDH WT ILC2’lerine gore artmis ve yine CTLA-4 ekspresyonu IDH WT hasta
ILC2’lerinde saglikli kontrollere kiyasla artmist1 (Sekil 4.4). Ancak IDH1 WT ve MT
kiyaslandiginda WT ILC1’in CTLA-1 ifadesi onemli olciide daha yiiksekti. Ancak her
tic grup ILC3’lerin KLRGI, PD1, CTLA4 ifadeleri benzerdi (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4. IDH1 MT glial tiimér hastalarinin kan ILCl1'lerinde azalmis CTLA-4 ifadesi
bulundu. (* p < 0.05, *** p < 0.005) (A) ILC1’lerin ifade ettigi KLRG1 MFI’larinin kontrol,
IDH1 MT ve IDHI WT hasta kanlar arasinda karsilastirilmasi. (B) ILC1’lerin ifade ettigi
PDI1 MFT’larimin kontrol, IDH1 MT ve IDH1 WT hasta kanlar1 arasinda karsilastirilmasi. (C)
ILC1’lerin ifade ettigi CTLA-4 MFI’lariin kontrol, IDHI MT ve IDH1 WT hasta kanlar
arasinda karsilastirilmasi. (D) ILC2’lerin ifade ettigi KLRG1 MFI’larinin kontrol, IDH1 MT
ve IDH1 WT hasta kanlar1 arasinda karsilagtirilmasi. (E) ILC2’lerin ifade ettigi PDI
MFTI’larinin kontrol, IDH1 MT ve IDH1 WT hasta kanlar1 arasinda karsilagtirilmasi. (F)
ILC2’lerin ifade ettigi CTLA-4 MFI’larmin kontrol, IDHI MT ve IDH1 WT hasta kanlar
arasinda karsilastirilmasi (G) ILC3’lerin ifade ettigi KLRG1 MFI’larinin kontrol, IDH1 MT
ve IDH1 WT hasta kanlar1 arasinda karsilastirilmasi. (H) ILC3’lerin ifade ettigi PDI
MFT’larmin kontrol, IDHI MT ve IDH1 WT hasta kanlar1 arasinda karsilagtiriimasit. (1)
ILC3’lerin ifade ettigi CTLA-4 MFI’larmin kontrol, IDHI MT ve IDH1 WT hasta kanlar
arasinda karsilastirilmasi.
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4.5. ILC-IDH1 MT veya -IDH1 WT hiicre hatt1 ko-kiiltiirlerinde ILC kontrol
noktasi inhibitorlerinin ifadesi

Insan tiimér doku ve kan drnekleriyle yaptigimiz deneylere ek olarak glioblastoma insan
hiicre hatlar1 olan U-87 MG (ATCC® HTB-14™) ve IDHI mutant-U-87 ile
deneylerimizi devam ettirdik. Bunun i¢in tonsil dokularindan lenfosit izolasyonu yapip
uygun ylizey boyamalarinin ardindan flow sitometride kapilama stratejisi uyguladik ve
total ILC’leri izole ettik. Ardindan bu iki hiicre hatlar1 ile birlikte 4-5 giin kiiltiirledik.
Sonrasinda ILC’leri adherent timor hiicrelerinden ayirdik ve PD-1, KLRG1 ve CTLA-4
ifadelerini 6lgmek {izere gerekli yiizey antikorlari kullanarak yiizey boyamasi
gerceklestirdik. Bu deneyi yaparken ILC’lerin gelisimi i¢in gerekli sitokinleri
ekledigimiz ve eklemedigimiz kondisyonlar vardi. IDH1 WT hiicre hatt1 ile ko-kiiltiir
olan ILC’lerin yiizey PD-1, KLRG1 ve CTLA-4 ifadesi IDH MT olanlara kiyasla
anlamli olarak artmist1 (Sekil 4.5). Ayrica tek basina ILC’lerin oldugu kondisyonlarda
timor hiicre hatt1 ile ko-kiiltiir yapilan ILC’lere oranla PD-1, KLRG1 ve CTLA-4
ifadesinin oldugu bulundu (Sekil 4.5).
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Sekil 4.5. IDH1 WT GBM hiicreleri ile tonsil ILC'lerin ko-kiiltiirii, ylizey PD-1,
KLRG1 ve CTLA-4% IDH MT'den 6nemli dlgiide daha fazla artirdi. (* p < 0.05, ** p
<0.01, *** p < 0.005, **** p < 0.001) Tek basina ILC’nin ve IDH1 MT/IDH1 WT
GBM hiicre hatt1 ile birlikte sitokinli (rekombinant human IL2 (5ng), rekombinant
human IL7 (50 ng), rekombinant human IL12 (50ng), rekombinant human IL1p (50ng),
rekombinant human IL23 (50ng) ve sitokinsiz 4 giin kiiltiirlendi. (A) ILC’lerin CTLA4,
KLRGI1, PDI1 ifadelerinin flow sitometri grafik gdsterimi.
KLRGI, PD1 ifade yiizdelerinin bar grafik gésterimi. (C) ILC’lerin CTLA4, KLRGI,
PDI ifade MFI’larinin bar grafik gosterimi.

(B) ILC’lerin CTLAA4,
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4.6. IDH1 MT veya IDH1 WT hiicre hatti siipernatanlarina maruz kaldiktan sonra
ILC kontrol noktasi inhibitorii ifadesi

IDH1 MT ve IDHI WT hiicre hatlarim kiiltiir kaplarma 10° hiicre/200ul koyarak 2 giin
kiiltiirledik. Sonrasinda yapisan hiicrelere dokunmaksizin iizerindeki siipernatanti topladik,
hiicre alma ihtimalini ekarte etmek icin santrifiijleyerek siipernatantlara %5 FBS, antibiyotik
(1x) ekleyerek filtreden gecirdik. Tonsil dokusundan ILC izolasyonu gergeklestirdik ve her
kuyucuga esit ILC gelecek sekilde topladigimiz siipernatanlar ve sadece besiyeri ile 3 giin kiiltiir
yaptik. Sonrasinda ILC hiicrelerinin PD-1, KLRG1 ve CTLA-4 yiizey ifadeleri i¢in gerekli
boyamalar1 uyguladik. IDH1 MT GBM hiicre hattinin siipernatantinda ILC'lerin kiiltiirlenmesi,
PD-1 ve CTLA-4'in ILC ekspresyonunu IDH1 WT supernatant'tan énemli 6l¢iide daha fazla
azaltti, ancak KLRG1'i her grupta ayni seviyelerde idi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.6. IDH1I MT GBM hiicre hattinin siipernatantinda ILC'lerin kiiltiirlenmesi, PD-1 ve
CTLA-4"in ILC ekspresyonunu IDH1 WT supernatantina gore 6nemli dl¢iide daha fazla azaltir,
ancak KLRG1'T azaltmaz. (* p < 0.05, ** p <0.01, *** p < 0.005, **** p < 0.001) Tek basmna
ILC’nin ve IDH1 MT/IDH1 WT GBM siipernatant1 ile birlikte sitokinli (rekombinant human
IL2 (5ng), rekombinant human IL7 (50 ng), rekombinant human IL12 (50 ng), rekombinant
human IL1B (50ng), rekombinant human IL23 (50ng) ve sitokinsiz 4 giin kiiltiirlendi. (A)
ILC’lerin CTLA4, KLRGI, PD1 ifadelerinin flow sitometri grafik gosterimi. (B) ILC’lerin
CTLA4, KLRGI, PDI ifade yiizdelerinin bar grafik gosterimi. (C) ILC’lerin CTLA4, KLRGI,
PDI1 ifade MFI’larinin bar grafik gosterimi.
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4.7. GBM Hiicre hatti siipernatanti ile ko-Kkiiltiir yapilan ILC’lerin sitokin iiretim
kapasitesi

Tonsil dokusundan elde ettigimiz ILC’lerin lizerine IDH1 MT ve IDHI WT hiicre
hattindan elde ettigimiz siipernatantlar1 ekleyerek 3 giin birlikte kiiltiir ettik, sitokinin
oldugu ve olmadig1 kosullarda elde ettigimiz ILC’leri 3. giiniin sonunda PMA,
ionomycin, Golgi Plug ile 4 saat aktive ettikten sonra Biolegend marka
fiksatif/permabilize kiti kullanarak hiicre i¢i sitokin boyamast gercgeklestirdik.
APC/Cyanine7 anti-human IFNy, PE anti-human TNFa, PerCP/Cyanine 5.5 anti-human
IL-2, PB anti-human GM-CSF, APC anti-human IL-17 antikorlar1 ile boyama yaparak
flow sitometride analiz yaptik. GBM hiicre hatt1 siipernatanlari ile kiiltiirlenen ILC’ler
sadece besiyerinde olduklari duruma gore anlamli olarak TNF-a, IL-2 {iretimini aktive

etti (Sekil.4.7).
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Sekil 4.7. IDH1 WT veya IDH1 MT GBM hiicre hatt1 stipernatanlarina maruz kalan
ILC'ler tarafindan TNF-a ve IL-2 iiretimi artmistir. (* p < 0.05, ** p <0.01, *** p <
0.005, **** p <0.001) (A) ILC’lerin TNFa ve IL-2 iiretim miktarlarinin flow sitometri
gosterimi. (B) ILC’lerin TNFa ve IL-2 iiretim ylizde ve MFI’larinin bar grafiginde

gosterimi.

Ayni sekilde GBM siipernatantlart ile aktive olan ILC’ler IL-17A ve IFN-y’yida daha

yiiksek tretti (Sekil 4.8), ancak GM-CSF sitokininin {iretimi ayniydi (Sekil 4.9)



67

ONLY ILC WT+ ILC IDHmt+ ILC

2,35

ONLY ILC WT+ILC  IDHmt+ ILC

0.2 p4s - 0,71
] -sitokin ... | .-
i -a: & ﬂ"‘ -
= TR vrre = T ——————— 3 H--“-I; ﬁ-'
046 08 0,95
B E— +sitokin ;_?_"'A:nf_' --...-'l"'_ 4] B .::;,.;.:
sl ol el
R ' b b . e

— N
s 17 Y

Supernatant S
nernatant
ot Supematant
[—
15 —_
ThEr e
Bis £
s \, W
-&'\\" S" @'-(\\’ ,\\9 ¥ -.3&‘ 34 - _f\\ Q,
O JC I S LILI i -té F &g Cylokine  +Cytokine
L'L' -Cytokine  +Cytokine LILI
B -Cytokine  +Cytokine -Cytokine  +Cyiokine

Sekil 4.8. IDH1 WT veya IDHI MT GBM hiicre hatt1 siipernatanlarina maruz kalan

ILC'ler tarafindan IL-17 ve IFNy tiretimi artmistir. (* p < 0.05, ** p <0.01, *** p <
0.005, **** n < (.001) (A) ILC’lerin IL-17 ve IFNy tiretim miktarlarinin flow sitometri

gosterimi. (B) ILC’lerin IL-17 ve IFNy iiretim yiizde ve MFI’larmin bar grafiginde
gosterimi.
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Sekil 4.9. IDH1 WT veya IDH1 MT GBM hiicre hatti siipernatanlarina maruz kalan
ILC'ler tarafindan GM-CSF iiretimi ayn1 kalmistir. (** p <0.01) (A) ILC’lerin GM-CSF
tiretim miktarlarinin flow sitometri gosterimi. (B) ILC’lerin GM-CSF iiretim yiizde ve
MFT’larinin bar grafiginde gosterimi.

4.10. ILC- IDH1 MT veya IDH1 WT hiicre hatti1 ko-kiiltiirlerinde ILC
proliferasyon yeteneginin belirlenmesi

Tonsil dokusundan elde ettigimiz ILC’leri CFSE boyasi ile %5 FBS’li PBS igerisinde
2dk karanlik oda 1s1sinda boyadik. Ardindan U-87 MG (ATCC® HTB-14™) ve IDHI
mutant-U-87 hiicre hatlar1 ile 4 gilin kiiltirledik. Flow sitometride proliferasyon
yeteneklerini kiyasladik. IDHI MT hiicre hatti ile kiiltiirlenen ILC’lerin proliferasyonu
IDH1 WT hiicre hatt1 ile kiiltiirlenenlere kiyasla anlamli olarak daha yiiksekti (Sekil.
4.10)
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Sekil 4.10. ILC'ler, IDH1 MT ile birlikte kiiltiirlerde IDH1 WT hiicre hattindan daha iyi
cogalir. (* p <0.05, ** p <0.01, *** p < 0.005, **** p <0.001) (A) CFSE ile boyanmig
tonsil ILC’lerinin GBM ko-kiiltiirii sonucu proliferasyon flow grafikleri. (B) CFSE ile
boyanmus tonsil ILC’lerinin GBM ko-kiiltiirli sonucu proliferasyon bar grafikleri.

Proliferating cells %




5. TARTISMA ve SONUC

Beyin, bagisiklik ayricalikli bir bolge olarak kabul edilir ¢iinkii molekiillerin ve
hiicrelerin beyin parankimi i¢ine gegisini kisitlayan kan-beyin bariyerinin yiiksek
seciciligine sahiptir. Glioma hiicrelerinin mikrogevresi, tiimoérlerin olusumunda ve
gelismesinde son derece Onemli bir rol oynar. Tiimor hiicreleri, endotel hiicreleri,
bagisiklik hiicreleri ve hiicreler tarafindan salgilanan cesitli sitokinler birlikte bir glioma
timor mikro ortamini olusturur. Bagisiklik hiicreleri arasinda makrofajlar, mikroglia,
diizenleyici T hiicreleri (Treg'ler), miyeloid tiirevli baskilayici hiicreler (MDSC), T
lenfositleri, dogal oldiiriici (NK) hiicreler, dendritik hiicreler bulunur (Chen ve ark.,
2020). Yapilan c¢alismalar beyindeki aktif immiin gézetim mekanizmalarini
vurgulamistir. GBM gibi kati doku malignitesi olan hastalarda, kusurlu T hiicre
fonksiyonu dahil olmak iizere ¢ok sayida immiin fonksiyon bozuklugu vardir (Upreti ve
ark., 2020). Ancak glial tiimor tiplerinin immiin gézetimine ILC'lerin katkisini ortaya
cikaran bir caligma yoktur. Bu yiizden tiimor yerel mikrogevresinin ve benzersiz
hiicresel etkilesimlerin beyindeki ILC fonksiyonlarint nasil etkiledigini ve bu
etkilesimlerin tiimor gidisatindaki roliinlin literatiirline katkis1 i¢in bu c¢alismay1

gerceklestirdik.

Normal fizyolojik kosullarda insan ILCl1'leri karaciger, bagirsaklar, tonsil, dalak, lenf
diigtimleri, yag dokulari, cilt, kan ve akcigerde bulundugu gosterilmistir (Fuchs, 2016;
Fuchs ve ark., 2013; Bjorklund ve ark., 2016; Trabanelli ve ark., 2018; Li, 2018;
Teunissen ve ark., 2014; Shikhagaie ve ark., 2017; Villanova ve ark., 2014; Bernink ve
ark., 2013). Ayrica SSS beyin parankiminde, meninkslerde ve koroid pleksusta NK
hiicreleri, ILCl'ler, ara ILCl'ler ve eski ILC3’leri igerir, O6te yandan SSS-NK

hiicrelerinin aksine, SSS-ILC1'ler koroid pleksusta zengindir (Romero-Suarez ve ark.,
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2019).

Calismamizda IDH MT ve IDH WT glial tiimérlii eriskin hastalardan cerrahi rezeksiyon
sonrasi ¢ikarilan timdr dokularini ve yine ameliyat esnasinda alinan periferik kanlarini
kullandik. Ayrica tiimorlii beyin dokusuna kontrol olarak kanser olmayan rekiirren
tonsillit tanis1 ile ameliyata alinmis hastalardan ¢ikarilan tonsil dokusunu kullandik. ilk
olarak hem tiimor dokusuna infiltre olan hem de kanda bulunan ILC’lerin frekanslarini
belirlemek amaciyla deneylerimizi gergeklestirdik. Glial tiimor dokusuna infiltre olan
ILC alt tip frekanslarin1 degerlendirdigimiz ilk sonucumuzda ILC1 alt tipinin IDH MT
olan hastalarin timo6r dokularinda IDH WT hastalara ve tonsil dokusuna kiyasla anlamli
olarak azaldigimi gozlemledik. Ancak ILC1 frekansi glial tiimorleri olan hasta kaninda
ve kontrol kaninda benzerdi. Hem doku hem de kandaki ILC2 frekanslarinda kontrol
orneklerine kiyasla bir fark gézlemlemedik, buna ragmen ILC3 frekansi anlamli olarak
IDH MT hastalarin timor dokularinda IDH WT hastalara ve tonsil dokusuna kiyasla
anlamli olarak artmisti. Benzer sekilde IDH MT hastalarin kanlarindaki ILC3 frekansida

diger gruplara kiyasla anlamli olarak artmaisti.

Yapilan bir ¢aligmada tan1 aninda AML hastalarinda bozulmus sitotoksisitesi olan ve
remisyona ulasan hastalarda diizelen ILC1 benzeri bir popiilasyonu (Lin'CD56 * CD94
*CD16'CD127") tamimladilar (Salomé ve ark., 2019). Bununla birlikte, geleneksel
ILCI’ler (Lin CD127°CD117 CRTH2 NKp46) ve CD103" ILC1 benzeri hiicreler
(1eILC1), swrasiyla bazi hematolojik malignitelerin ve solid tiimoriin PBMC'lerinde ve
timor mikrogevresinde 6nemli 6l¢iide artmistir (de Weerdt ve ark., 2016; Trabanelli ve
ark., 2011; Salomé ve ark., 2019; Dadi ve ark., 2016) . Baska bir ¢calismada komsu
dokuya kiyasla kotii huylu gastrointestinal tiimorlerde NK ve ILCI hiicrelerinin
zenginlestigini ancak kan ILC frekansinin kontrolle benzer oldugunu goézlemlediler
(Salimi ve ark., 2018). NK hiicrelerine benzer sekilde, ILC1'lerin onemli sitotoksik
aktiviteleri ve IFN-y iiretme yetenekleri nedeniyle antitiimor savasgilar1 olarak kabul
edilir, ancak bu sitotoksik kapasite NK hiicrelerinden daha azdir (Verma ve ark., 2020).
Granzim B ve TRAIL eksprese eden ILCl'ler, tiimér hiicrelerini pargaladiklart bir
MMTV-PYMT (mouse mammary tumor virus-polyoma middle tumor-antigen) meme
tiimorii modelinde tespit edildi (Dadi ve ark., 2016).

Beyin tiimdrlerindeki ILC1 fonksiyonlar: incelenmemis olsada farede EAE baglaminda
arastirilmistir (Romero-Suarez ve ark., 2019). EAE baglaminda gozlemlenen ILC1'lerin
dinamikleri ve sitotoksik potansiyeli, SSS-ILC1'lerin, tiimor hiicrelerini pargalayarak

veya immiinoregiilator sitokinleri salgilayarak beyin tiimdrlerinin  biiylimesini
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kisitlamada potansiyel bir rol oynadigini gostermektedir. NKp44 insan ILC1 ve ILC3
tarafindan ifade edilir ve daha uzun GBM sagkalimiyla iligkili bir yol olan PDGF-DD
tarafindan aktive edilir, NKp44-PDGF-D etkilesimi, immiin kontrol noktas1 blokajini
giiclendirir (Barrow ve ark., 2018). Kararli durum SSS-NK hiicreleri ve SSS-ILC1'ler
benzer miktarlarda IFN-y salgilarken, SSS-ILCl'ler daha fazla TNF-a {iretmistir.
EAE'de, NK hiicreleri artmis IFN-y ve TNFa ekspresyonuna sahipken ILC1'ler sabit
seviyeleri korudu. Ilging bir sekilde, naif ve EAE farelerinden elde edilen SSS-ILC1'ler,
granzim B ve perforini eksprese eder ve degraniile olmustur, bu da anti-tiimdr sitotoksik

potansiyelini diisiindiiriir (Sedgwick ve ark., 2020).

Bizim hasta gruplarimizda frekanslar1 benzer olsa da baska calismalarda grup 2 ILC'yi
aktive eden sitokinler daha pro-tiimérijenik olabilir, 6rnegin, IL-33, bazi modellerde
kronik inflamasyonu ve tiimor gelisimini destekler. 1L-33 reseptoriiniin (ST2) bloke
edilmesi, bir kolon kanseri modelinde tiimoér olusumunu ve boyutunu azaltmistir (Lu ve
ark., 2016). Ek olarak, tip 2 sitokinlerin tiimor olusumunu tesvik ettigi gosterilmistir.
IL-13, prostat tiimorlerinin ilerlemesini indiikleyebilir (Devikala ve ark., 2015) ve
makrofajlarin M2 fenotip polarizasyonunu gelistirebilir (Dhakal ve ark., 2014). Mide
kanserli hastalarda, periferik kanda daha yiliksek ILC2 frekanst gozlendi ve
imminosupresif bir mikro-ortama katkida bulundugu diistiniildii (Bie ve ark., 2014).
Mesane kanseri hastalarinda ise idrar ve kandaki ILC2 frekanslar1t MDSC frekanslari ile
koreledir, ayrica kolorektal kanser hastalarinda tiimoére infiltre olan ILC2 tiimor
biiyiimesini desteklemistir (Chevalier ve ark., 2017; Wang ve ark., 2020). Ote yandan
yapilan bir murin ¢alismasinda ILC2 tarafindan {iretilen IL-5’in eozinofillerin ortama
cekilmesine sebep olarak metastaz olusumunun daha iyi kontrol edilmesine yol actigi

gosterilmistir (Ikutani ve ark., 2012).

EAE'de meninkslerdeki ve SSS'deki ILC3 sayilar1 artmistir. Buradaki ILC3'ler,
proinflamatuar sitokinlerden IFN- y, IL-17 ve GM-CSF iiretmis olup CD4" bellek T
hiicresinin hayatta kalmasini ve islevini destekleyen yardimci uyaricit molekiillerden
CD30L ve OX40L molekiillerini eksprese etmistir. Bu sonu¢ MHC simif I[I-bagimli
neoantijenlerin taninmasini etkileyebilir immiinoterapiye yanitda kullanilabilir (
Hatfield ve Brown, 2015; Alspach ve ark., 2019). Baska bir ¢alisma, T-bet'e bagh
NKp46® ILC'lerin (NK hiicreleri, ILC1 ve NKp46® ILC3) meninkslerde lokalize
oldugunu ve kan beyin bariyerini bozacak ¢esitli inflamatuar aracilar {irettigini bu
sayede miyelin reaktif TH17 hiicrelerinin beyin parankimine sizmasini kolaylastirdigini

buldu. NKp46™ ILC'lerde T-bet’in segici kaybi, meninkslerde NK hiicrelerinin ve
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ILC1'erin azalmasma ve NKp46" ILC3'ler tarafindan IFN-y iiretilmesine neden oldu,
bu da SSS'nin TH17 istilasin1 bozdu ve EAE hastaligindan korundu (Kwong ve ark.,
2017).

Toplu olarak, bu bulgular meningeal ILC3'lerin, T lenfositlerin beyne sizmasini
kolaylastirarak ve hayatta kalmalarimi destekleyerek beyin kanserinde anti-timor
bagisikligin1 destekleyebilecegini diisiindiirmektedir ve IDH MT hastalarin gosterdigi
iyi prognoz ile iliskilendirildiginde bulgularimiz literatiirle 6rtiismektedir. Ancak farkl
tiimor tiirleri ile yapilan ¢alismalar ILC3’lerin hem anti hem pro tiimor fonksiyonlarinin
olabileceginin altim1 ¢izmistir. Hepatoseliiler karsinom (HCC) hastalarinda, biiyiik
olasilikla ILC3 tarafindan salgilanan yiiksek IL-22 seviyeleri, tiimor biiylimesinin ve
metastaz olusumunun artmasina neden oldugu bildirildi (Jiang ve ark., 2011). Meme
kanseri hastalarinda, ILC3'lerin stromal hiicrelerle etkilesime girerek CXCL13 ve
ardindan metastaz olusumuna yol acan tiimor motilitesini destekleyen RANKL" tirettigi
gozlemlendi (Irshad ve ark., 2017). Ayrica skuamoz karsinom hastalarinda timor
boyutu, ILL17A mRNA seviyeleri ile koreledir ve tiimor dokusu iginde yiiksek IL17A ve
IL23 mRNA seviyeleri olan hastalarda, servikal karsinom hastalarinda da goriilen,
anlamli derecede daha diisiik sagkalim oranlar1 goriilmiistiir (Koh ve ark., 2019), ancak
ILC3'lin yani sira IL-17A'min nétrofiller ve T hiicreleri tarafindan da salgilandigina
dikkat edilmelidir (Punt ve ark., 2015). Ote yandan, kiiciik hiicreli olmayan akciger
kanseri evre | ve evre II'de NKp44" ILC3'"in tiimér infiltrasyonu, immiin aktivasyon igin
gerekli yapilar olan intratiimoral {ciincil lenfoid yapilar (TLS: tertiary lymphoid
structures) ile iligkilendirilmistir ve hastalarin lehine oldugu disiiniilmistiir (Dieu-
Nosjean ve ark., 2008). ILC3’lerin IL-22, TNFa, IL2 ve IL8 iireterek TLS olusumu i¢in
endotel hiicrelerini aktive ettigi varsayilmaktadir (Carrega ve ark., 2015). Bir klinik
calismada, dondr kaynakli dolasimdaki NKp44™ ILC3 sikhigi, GVHD (graft-versus-host

disease) gelisme riskinin azalmasiyla koreledir (Munneke ve ark., 2014).

Insanda ve farede ILC1 ve ILC3 arasindaki ¢ift yonlii plastisitenin varligi gosterilmis ve
IL-1B, IL-2 ve IL-23 ile in vitro kiiltiirlenen insan CD127" ILC1, anlamli olarak
azaltilmis IFN-y ve artmis IL-22 iiretimi ile isaretlenmis olan NCR" ve NCR- ILC3'e
farklilasabilmistir. Buna karsilik IL-12 ve IL-15 gibi sitokin tedavisi hem NCR" hem de
NCR- ILC3", IL-22 iiretimi kaybt ve artmis Eomes ve IFN-y ekspresyonu ile
karakterize edilen ILC1 (ex-ILC3 olarak adlandirilir) ya da NK hiicrelerine doniistiirdii
(Bernink ve ark., 2015; Raykova ve ark., 2017). ILC3'lerin artan siklig1 ve azalan ILC1

yiizdesi, kisalmis hasta sag kalimiyla iligkilendirildi bunun yaninda tiimoér biiylimesi ve
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metastaz olusumu igin uygun bir TME olusturuldugu disiiniildii (Koh ve ark., 2019).
Ayrica NK hiicrelerini ILC1’lere doniistirmede TGF-B'nin rolii, timoér mikro-ortaminda

vurgulanmigtir (Gao ve ark., 2017).

Biitiin bu yapilan calismalar g6z Oniine alindiginda bizim ¢alismamizda glial
mikrogevresindeki ILC1 lerin azalmis ILC3’lerin artmis frekansi tiimor lokal ortamdaki
TGEFp ya da IL-23 gibi sitokinler sayesinde ILC1-ILC3 ya da ILC1-NK plastisitesini
akla getirir. Calismamizda ILC1 fenotiplemesi yaparken NK hiicreleri diglanmigstir

dolayisiyla NK hiicrelerinin bu hastalardaki frekansiyla alakali elimizde bilgi yoktur.

Immiin hiicrelerin basarili aktivasyonu, tiimdr hiicrelerinin elimine edilmesinde
onemlidir. Programlanmis 6liim 1 (PD-1: Programmed cell death protein 1, CD279) ve
Sitotoksik T-lenfosit iliskili protein (CTLA-4: cytotoxic T-lymphocyte associated
protein 4) immiin yanitlar1 modiile eden ve doku hasarin1 hafifleten inhibitor
reseptorlerdir (Zawlik ve ark., 2016). Timor hiicreleri, bagisiklik tanimadan kaginmak
i¢cin kontrol noktasi reseptdrleri barindirabilir ve bu reseptorlerin bloke edilmesi kansere
kars1 bagisiklik tepkilerini artirabilir. PD-1'in ligandlart PDL1 ve PDL2 ile makrofajlar
ve dendritik hiicreler {iizerindeki etkilesimi, IL-2 {retimini asagi regiile eder,
aktivasyonu, proliferasyonu ve sitokin iiretimini inhibe eder (Bertucci ve ark., 2015;
Haanen, 2015). Timoér hiicreleri, PD-1 ligandlarinin ekspresyonunu kazanarak
sitotoksik T hiicre yanitsizligin1 indiikleyebilir. PD-1°1 hedef alan monoklonal
antikorlar; Lambrolizumab, Nivolumab ve Pembrolizumab melanom, bobrek ve akciger
kanserleri dahil olmak {izere cesitli kanserlerin tedavisinde olumlu immiinoterapik

etkilere sahiptir ( Webster, 2014; Aoun ve ark., 2015).

CTLA-4'lin dogal ligandlar1t CD80 ve CD86'ya baglanmasi, aktive edilmis insan T
hiicrelerinin apoptozu ve klonal silinmesini indiikleyebilir. CTLA-4 antagonisti,
Ipilimumab, melanom ve meme kanseri tedavisinde onaylanmistir (Theurich ve ark.,
2016). Hem NK hem de antijen gormiis T hiicreleri, birlikte inhibitér reseptor olan
oldiiriicti hiicre lektin benzeri reseptor G1'i (KLRG1: killer-cell lectin like receptor G1)
eksprese edebilir. Geng erigkinlerde T hiicrelerinin yaklasik %20-40" bu belirteci ifade
edebilir ve 65 yas iistii bireylerde %90'a yiikselir (Arber ve ark., 2002; Ouyang Q, ve
ark., 2003). B hiicreli lenfomali farelerde etkili immiinoterapi, KLRG1 eksprese eden T
lenfositlerinin genislemesini artirir (Kobayashi ve ark., 2015). n vitro deneyler ve fare
enfeksiyon modellerine iligkin veriler, insan ILC'lerde immiin kontrol noktasi protein

ifadesinin sitokin iiretimini engelledigini gostermektedir (Mariotti ve ark., 2019).

Tiimor infiltre eden ILC popiilasyonunun aktivasyon durumunu degerlendirmek igin,
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hastalarin hem periferik kan hemde tiimor dokularindaki KLRG-1, PD-1 ve CTLA-4
negatif kontrol noktasi proteinlerinin ekspresyonunu arastirdik. Tiimor dokusu ve tonsil
ILC1’lerinin yiizey ifade miktarlar1 her ii¢ negatif kontrol noktasi proteini i¢in benzerdi.
IDH WT ILC2’lerin PD1 ifadesi hem tonsil ILC2’si hemde IDH MT tiimor ILC2’leri
ile kiyaslandiginda anlamli olarak artmisti. Bunun yaninda IDH WT ILC3’lerin tonsil
ILC3’lerine kiyasla anlamli artisini, PD1 ifadesinin ise IDH MT ILC3’lere kiyasla
anlamli azalisin1 gozlemledik. Bunun yaninda IDH MT olan hasta kanlarindaki
ILC1’lerin anlamli olarak azalmis PD-1 ve CTLA-4 ifadesi vardi. Ayrica saglikli
kontrollerle karsilastirildiginda IDH WT hasta kanlariin total ILC’lerinde ve ILC2'de
yiiksek CTLA-4 ekspresyonu gozlendi, ancak IDH WT ve MT Kkarsilastirildiginda
yalnizca WT ILC1 CTLA-1'i 6nemli 6l¢iide daha yiiksekti. IDH MT ve IDH WT hasta
kan ILC2’lerinin KLRGI ifadeleri kiyaslandiginda mutant olanlarda artmis KLRGI

ifadesi gozlendi.

Primer insan glial tiimdrlerde elde ettigimiz verileri insan glial tiimor hiicre hatlar1 olan
U87MG ve IDH1 mutant (R132H)-U-87 ile tonsil ILC’leri ex-vivo Ko-kiiltiir yaparak
hem dogrulamak hem de daha ayrintili veriler elde etmek istedik. Primer glial
tiimdrlerde oldugu gibi daha 6nce bu iki hiicre hatlar1 kullanilarak gergeklesmis bir ILC
fenotipi ortaya koyan ¢alismaya rastlamadik. Bu deney kurgusunda tiim ILC izolasyon
kaynag1 olarak rekiirren tonsillit tanis1 almis hastalarin ameliyat esnasinda ¢ikarilan
tonsil dokusunu kullandik. U87MG ve IDHIMT (R132H)-U-87 hiicre hatlar1 ile 4-5
giin birlikte kiiltiirledigimiz ILC’lerin kontrol noktasi inhibitdr protein yiizey ifadelerini
kiyasladigimizda tek bagina kiiltiir edilen ILC’lere kiyasla glial tiimor hiicre hatt1 ile
kiltirlenen ILC’lerin daha yiiksek CTLA-4, KLRG-1, PD-1 ifade ettiklerini
gozlemledik. Ayrica IDH MT-ILC ve IDH WT-ILC karsilagtirildiginda anlamli olarak
IDH MT ile birlikte kiiltiirlenen ILC’lerin CTLA-4 ve KLRG-1 ifadeleri azalmuisti.

Kanser baglaminda, immiin kontrol noktasi proteinlerinin insan ILC'lerde eksprese
edildigini gosteren bircok yeni calisma bulunmaktadir. Ornegin, farelerde, tiiméorle
iligkili ILC1'lerin, NK hiicrelerine kiyasla daha yiiksek seviyelerde inhibitor reseptor
olan NKG2A, KLRG1, CTLA4, CD96, LAG3 ifade etti (Gao ve ark., 2017). Meme
tiimdrlerinde ILC'lerde immiin kontrol noktasi ekspresyonunu arastiran bir ¢alismada,
malign dokulardan izole edilen ILC1'lerin dolasimdaki ILC1'lere kiyasla daha yiiksek
CTLA-4 seviyeleri ifade ettigi ve infiltre ILC2'lerin hem CTLA4 hem de PD-1'in daha
yiiksek seviyelerini ifade ettigi gosterilmistir. Malign gastrointestinal tlimdrlerde,

ILC2'ler ve ILC3'ler icin paralezyonel dokulara kiyasla daha yiiksek bir PD-1
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ekspresyonu gosterilmistir (Salimi ve ark., 2018). Primer ve metastatik tiimorleri olan
hastalarin malign plevral efiizyonlarinda hem NK hiicrelerinde hem de ILC3'lerde PD-1
ekspresyonu da tespit edilmistir (Tumino ve ark., 2019). ILC2'ler normalde KLRG1'i
eksprese eder ve ekspresyonu, inflamatuar kosullarda daha fazla diizenlenebilir. Yiiksek
KLRG1 ekspresyonu gergekten de gastrointestinal tiimorlerdeki ILC2'lerde (Salimi ve
ark., 2018) ve kolorektal kanserlerden izole edilen ILC2'lerde bulundu (Simoni ve ark.,
2017).

Sonrasinda kontrol noktast inhibitor proteinlerin azalmasi ILC’lerin gercekten de daha
cok proliferasyonuna neden oluyor mu sorusunu cevaplamak i¢in U87MG ve IDHI
mutant (R132H)-U-87 ile kiiltiirlenen ILC’lerin proliferasyon yeteneklerinide kiyasladik
ve IDHMT hiicre hatti ile kiiltiirlenen ILC’ler anlamli olarak IDH WT ile
kiyaslandiginda daha ¢ok g¢ogaliyorlardi. Yapilan bagka arastirmacilara ait yayinlarda
ILC2'de genetik olarak PD-1 bulunmadiginda artan proliferasyon ve sitokin tiretimi
gozlemlendi ve bu reseptoriin ILC2 aktivitesi iizerindeki negatif roliinii dogruladi. Ek
olarak, ILC2'deki PD-1 delesyonu, benzer sekilde pankreas tiimorlerinde de PD-1'in
immiin lenfoid hiicrelerin genel bir inhibitorii olarak islev gordiiglinii vurgulayarak
artan anti-timor tepkileri ile iligkilendirildi (Jacquelot ve ark., 2021; Moral ve ark.,
2020).

Biitiin bu ILC’ler iizerindeki etkinin tiimor hiicresi-ILC hiicre kontagi ile mi yoksa
tiimor hiicrelerinin saldig1r birtakim mediatorlerle mi gerceklestigini agiklayabilmek
adma bu kez U87MG ve IDH1 mutant (R132H)-U-87 hiicre hatlarindan elde ettigimiz
stipernatantlarla ILC’leri kiiltiirledik. IDH MT hiicrelerden alian siipernatant,
ILC’lerdeki CTLA4 ve PDI1 seviyelerini anlamli olarak azaltmis, KLRGI1 i artirmistir.
Son olarak U87MG ve IDH1 mutant (R132H)-U-87 hiicre hatlarindan elde ettigimiz
siipernatantlarla kiiltiirlenen ILC’lerin trettigi IFNy, IL-2, IL-17, TNFa, GM-CSF
sitokinlerinin miktarlarin1 intraseliiler boyama yaparak degerlendirmek istedik. IDH
mutasyonunun varligi sitokin tiretim kapasitelerinde bir fark yaratmasa da ILC’ler glial
timorlerin siipernatantlariyla kiiltiirlendiklerinde, medyumda kiiltiir edilenlere kiyasla

anlamli olarak ¢ok daha fazla IFN-y, IL-2, IL-17, TNFa tiretmistir.

ILC’lerin tiimér mikrogevresinde diger immiin hiicrelerle etkilesim kurma yollarindan
bir tanesi Urettikleri sitokinlerdir. NK hiicreleri ve diger ILC'lerin T hiicreleri ile
dinamik bir iliskisi daha Once ortaya koyulmustur (Gasteiger, 2014). IFN-y'nin
proliferasyonu engelledigi, MHC ekspresyonunu destekledigi ve CD8 T hiicrelerini

ceken proinflamatuar kemokinlerin salinimini indiikledigi goz oniine alindiginda, NK
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hiicreleri ve ILCl'ler genellikle anti-tiimérijenik olarak goriilmektedir (Gao ve ark.,
2016; Miiller-Hermelink ve ark., 2008; Martini ve ark., 2010; Peng ve ark., 2012).
Bununla Dbirlikte, IFN-ynin bazi durumlarda tiimor gelisimini destekledigi
gosterilmistir. IFN-y kolonizasyonu indiikler, proliferasyonu hizlandirir ve gesitli timor
hiicrelerini daha agresif hale getirir (Taniguchi ve ark., 1987; Schiirch ve ark., 2013). EkK
olarak, IFN-y, immiinomodiilatér fonksiyonlara sahip olan ve tiimorlere kars1 T hiicresi
yanitint inhibe eden miyeloid tlirevli baskilayici hiicrelerin (MDSC) alimini
kolaylastiran enzim indoleamin 2,3-dioksijenazin (IDO) ekspresyonunu destekler
(Jurgens ve ark., 2009; Holmgaard ve ark., 2015). IFN-y'nin anti-proliferatif
aktivitesine, STAT-1 aktivasyonu ve sikline bagimli kinaz-2 ve 4'¢ (CDK) baglanan
p21WAF1/CIP1 ve p27Kipl'in indiikksiyonu aracilik eder (lkeda ve ark., 2002). IFN-
v/STATI1 yolu ayrica kaspaz 1, FAS ve FASL'yi indiikler ve apoptozu tesvik eder
(Delgado-Ramirez ve ark., 2021).

NK hiicreleri, IFN ve TNF iiretimi yoluyla veya NKp30'u devreye sokarak dendritik
hiicre olgunlagmasini indiikleyebilecegini gosteren ¢aligmalardan (Vitale ve ark., 2005)
yola ¢ikarak bizim ¢aligmamizda da ILC kaynakli artmis IFN-y ve TNF-o ayn1 sonuca
hizmet edebilir. Ayn1 zamanda ILC kaynakli IL-2 T ve NK hiicrelerinin proliferasyonu,

aktivasyonu ve sitolitik efektor fonksiyonlarini arttirabilir (Sim, 2014).

ILC3'ler, tiimor baslangicina yol acan kronik inflamasyonu artirabilen proinflamatuar
sitokinlerin 1L-17, GM-CSF veya IFN-y o6nemli bir kaynagidir. 1L-23 ve IL-17
seviyeleri 0liimcil meteastatik kolerektal kansere ilerleme ile iligkilendirildi ve ayni tip
kanserle olan bagka bir calismada IL-22’nin timoér biliylimesi, metastaz ve
kemorezistans ile korele oldugu bulundu (Grivennikov ve ark., 2012; Wu, ve ark.,
2013).

Kimyasal olarak indiiklenen fare melanom tiimorlerinden izole edilen tiimor infiltre
edici 16kositlerin tek hiicreli RNA dizileme analizlerini gerceklestiren ¢alisma IL-5
ekspresyonuna ek olarak, tiimor infiltre eden ILC2’nin GM-CSF'nin ana iireticileri
olduklarmi1 ve bunun eozinofillerin hayatta kalmasimi ve etkili anti-timor tepkilerini
desteklemek icin gerekli olan islevini destekledigini gostermektedir (Jacquelot ve ark.,
2021).

Sonug olarak, calismamiz glial tiimorlerde farkli fonksiyonel ILC popiilasyonlarinin
bulunduguna dair ilk kaniti saglamaktadir. Timor hiicreleri ile etkilesimleri ve timor
progresyonu veya antitimor savunmalart tizerindeki etkileri daha fazla arastirma

gerektirse de verilerimiz ILC'nin ve salgiladiklar1 = sitokinlerin glial tiimor
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mikrogevresinde bulunan hiicre ve ¢oziiniir faktorlerin karmasik agina eklenebilecegini
gostermektedir. Ayrica ILC’lerin kontrol noktasi inhibitdr proteinleri daha yiiksek ifade
etmesi (hem hiicre-hiicre kontakli hem de salinan birtakim mediatorlerle), daha az
prolifere olmalar1 gibi sonuglarimizdan yola ¢ikarak IDH1 MT GBM tiimor mikro
ortaminin hem birincil timdérler de hem de kiiltiir kosullarinda IDH1 WT tiimo6r mikro

ortamindan daha az immiin baskilayici gibi goriindiigiinii ortaya koymaktadir.
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