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Alzheimer hastaligi, hafiza ve biligsel islevlerdeki derin bozukluklarla iliskili, ilerleyici
norodejeneratif bir hastaliktir. Yaygin olarak demansin bir nedeni olan Alzheimer, 6zellikle yasl
bireylerde goriilmektedir. Caligsmalar, Alzheimer hastaliginda enflamatuvar belirteclerin arttigina
isaret etmekte olup, Alzheimer hastalifinin erken evresinde, gelisiminde ve ilerlemesinde
noroenflamasyonun kritik rol oynadigi bilinmektedir.

Dogal 6ldiiriicii (NK) hiicreler, dogal lenfoid hiicreler grubunda yer alir ve enflamatuvar
stireglerin diizenlenmesinde 6nemli rol oynamaktadir. Transgenik Alzheimer fare modelinde NK
hiicre deplesyonunun ndéroenflamasyonu hafiflettigi, norogenezi uyardigr ve bilissel islevi
gelistirdigi gosterilmistir. Alzheimer hastalarinda NK hiicrelerinin  immiinosupresif ilaglara
direngli oldugu ve stimiilasyona karsi giiglii sitotoksisite ve tiimor nekroz faktor (TNF-a) ve
interferon gamma (IFN-y) gibi yiiksek enflamatuvar sitokinler salgiladigi gozlenmistir. NKG2D
reseptorii ve IFN-y sitokinin, noronal kok hiicrelerin azalmig proliferasyonuyla iligkili olmasi
dikkat ¢ekmektedir.

Alzheimer gelismesinde bircok genetik risk faktorleri arasinda en yaygin gen,
Apolipoprotein E (APOE) geninin APOE-¢4 alleli ile iliskisi saptanmistir. APOE, izoforma bagli
bir sekilde enflamatuvar ve immiin yanitlar1 modiile etmektedir. Benzer sekilde, enflamatuvar
sitokinler, cesitli dokularda APOE {iretimini diizenleyebilir veya azaltabilir. Klinik ¢aligmalar,
bircok anti-diyabetik ilaclarin, sadece APOE-g4 alelini tagimiyan Alzheimer hastalarinin
tedavisinde faydali olabilecegini gostermektedir. Noroenflamasyonu azaltma potansiyelleri
gosterilmesine ragmen, NK hiicrelerinin norodejeneratif hastaliklardaki rolii tam olarak ortaya
konmamustir.

Calismamizda, Alzheimer hastalarinin klinik demans derecelendirme 6lgegine (CDR) gore
hafif diizey (CDR<1) ve orta-ileri derece (CDR>1) olmak {izere iki alt grubunun periferik kan
ornekleri tig farkli kosulda (uyarimsiz - US, TGF-p uyarimi ve hiicre uyarim kokteyli - SC) kiiltiire
edildikten sonra, CD3" T, CD3" NK, CD3'CD56"CD16™ ve CD3'CD56*CD16" NK hiicrelerinde
NKG2D, TLRY, TIGIT, LAG-3 ve TIM-3 yiizey molekiil ekspresyonlari, hiicre i¢i IFN-y, TNF-o
sitokin seviyeleri ve sitotoksik aktiviteleri saptanmistir. Ayrica, Alzheimer hastalarinda farkli
Apolipoprotein E izoformlarinin etkisini degerlendirmek amaciyla genotipleme yapilmis ve
ardindan NK hiicre reseptorleri ile sitokin seviyelerinin bu izoformlara gore nasil degistigi
istatistiksel olarak karsilastirilmistir.

Bulgularimiz, saglikli kontrol grubu ile karsilastirildiginda, uyarimsiz kosulunda, APOE-

€3 allelini tagiyan Alzheimer hastalarinda, CD3" NK hiicrelerinde istatistiksel olarak anlamli
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derecede azalma (p=0.020), APOE-£3 tasiyan orta-ileri evre Alzheimer hastalarinda CD3" NK ve
CD3CD56"CD16" NK hiicrelerinde de anlamli dercede diisiis (p=0.048, p=0.032, sirasiyla)
saptanmigtir. Bunun aksine, APOE-¢4 tasiyan hafif diizey Alzheimer hasta grubunda CD3 NK ve
CD3CD56"CD16™ NK hiicreleri anlamli derce yiiksek (p=0.045, p=0.035) bulunmustur.

APOE-€3 tasiyan Alzheimer hastalar1 saglikli kontrol grubu ile karsilastirildiginda,
uyarimsiz kosulda CD3"CD56"CD16" NK hiicrelerinde LAG-3 ekspresyonunun anlamli derecede
artt1ig1 (p=0.028) goriilmiistiir. Benzer sekilde TIGIT reseptor ekspresyonu, sirasiyla, TGF-B ve
hiicre uyarim kokteyli ile uyarimda kontrol grubuna gore anlamli derecede arttis (p=0.013,
p=0.040, sirastyla) gostermistir. CD3'CD56*CD16" NK hiicrelerinde TIGIT reseptorii CDR>1
Alzheimer hastalarinda kontrol grubuna gére TGF-f ile uyarim sonucu istatistiksel olarak anlamli
derecede yliksek (p=0.043) bulunmustur. Calismamizda sadece CD3'CD56716" NK hiicre alt
grubunda IFN-y diizeyi, Alzheimer hasta grubunda saglikli kontrol grubuna gore hiicre uyarim
kokteyli kosulunda anlamli derecede yiiksek (p=0.022) tespit edilmistir. CD3'CD56*CD16™ NK
hiicrelerinde ise TLR9 reseptoric CDR>1 Alzheimer hasta grubunda CDR<1 hasta grubuna gére
uyarimsiz kosulda istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek (p=0.013) bulunmustur.

CD3CD16'56" NK hiicre CD107a ekspresyonu Alzheimer hasta grubunda ve hafif
diizeyde (CDR<1) Alzheimer hastalarinda saglikli kontrol grubuna goére TGF-B uyarim
sonrasinda anlamli derecede (p=0.021 ve p=0.032) artmustir.

Sonug olarak, APOE-£3 aleline kiyasla APOE-g4 tasiyan CDR<1 Alzheimer hastalarinin
uyarnulmis NK hiicrelerinde artmis TIM-3 reseptdrii ve CD107a ekspresyonu ile IFN-y ve TNF-o
gibi proenflamatuvar sitokinlerin korele artigi, Alzheimer hastaliginin ilerleyisinde potansiyel
biyobelirtecler olarak degerlendirilebilir. Bu bilgiler 1s1ginda, APOE-¢4 allelline sahip erken evre
(CDR<1) Alzhemir hastalarinida NK hiicre fonksiyonlarmin belirgin olarak arttigi ve

noroenflamasyonun orta-ileri evredeki hastalara gore daha siddetli olabilecegi diisiiniilmektedir.

SUMMARY
Alzheimer’s disease is a progressive neurodegenerative disorder associated with severe

impairments in memory and cognitive functions. It is a common cause of dementia, particularly
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among the elderly. Studies have indicated increased inflammatory markers in Alzheimer’s disease,
and neuroinflammation is known to play a critical role in its early stages, progression, and
development.

Natural killer (NK) cells, a subset of innate lymphoid cells, play a significant role in
regulating inflammatory processes. In transgenic Alzheimer’s mouse models, NK cell depletion
has been shown to reduce neuroinflammation, stimulate neurogenesis, and improve cognitive
function. In Alzheimer’s patients, NK cells exhibit resistance to immunosuppressive drugs and
display potent cytotoxicity and secretion of high levels of pro-inflammatory cytokines such as
tumor necrosis factor-alpha (TNF-a) and interferon-gamma (IFN-y) upon stimulation. The
NKG2D receptor and IFN-y cytokine have been associated with reduced proliferation of neural
stem cells.

Among the various genetic risk factors for Alzheimer’s development, the most common is
the €4 allele of the Apolipoprotein E (APOE) gene. APOE modulates inflammatory and immune
responses in an isoform-dependent manner. Similarly, inflammatory cytokines can regulate or
suppress APOE expression in various tissues. Clinical studies have shown that many anti-diabetic
drugs may benefit Alzheimer’s patients who do not carry the APOE-g4 allele. Although NK cells
have demonstrated the potential to reduce neuroinflammation, their role in neurodegenerative
diseases is not yet fully understood.

In our study, peripheral blood samples from Alzheimer’s patients, grouped by Clinical
Dementia Rating (CDR) as mild (CDR<1) and moderate-to-severe (CDR>1), were cultured under
three conditions (unstimulated - US, TGF-p stimulation, and stimulation cocktail - SC). Expression
of NKG2D, TLR9, TIGIT, LAG-3, and TIM-3 surface molecules, intracellular levels of IFN-y and
TNF-a cytokines, and cytotoxic activity were assessed in CD3* T, CD3" NK, CD3'CD56"CD16",
and CD3'CD56"CD16" NK cells. Genotyping was performed to assess the influence of different
APOE isoforms on NK cell receptors and cytokine levels, and these were statistically compared.

Our findings show that compared to healthy controls, unstimulated CD3- NK cells were
significantly decreased in Alzheimer’s patients carrying the APOE-€3 allele (p=0.020), and in
APOE-¢€3 carriers with moderate-to-severe disease, both CD3" NK and CD3 CD56*CD16™ NK
cells were significantly reduced (p=0.048 and p=0.032, respectively). In contrast, mild-stage
Alzheimer’s patients with the APOE-¢4 allele showed significantly increased levels of CD3" NK
and CD3'CD56"CD16™ NK cells (p=0.045 and p=0.035, respectively).
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When compared to healthy controls, Alzheimer’s patients carrying the APOE-€3 allele
exhibited significantly increased LAG-3 expression in CD3'CD56"CD16" NK cells under
unstimulated conditions (p=0.028). Similarly, TIGIT receptor expression was significantly
increased under both TGF-B stimulation and stimulation cocktail conditions (p=0.013 and
p=0.040, respectively). In CD3'CD56"CD16" NK cells, TIGIT expression was also significantly
elevated in CDR>1 Alzheimer’s patients compared to controls following TGF-f stimulation
(p=0.043). Notably, IFN-y levels in this NK subset were significantly higher in Alzheimer’s
patients than in healthy controls under stimulation cocktail conditions (p=0.022). Additionally,
TLR9 expression in CD3'CD56"CD16™ NK cells was significantly higher in the CDR>1 group
than in the CDR<1 group under unstimulated conditions (p=0.013).

CD107a expression in CD3'CD56"CD16" NK cells was significantly increased following
TGF- stimulation in both the overall Alzheimer’s group and in mild-stage (CDR<1) patients
compared to healthy controls (p=0.021 and p=0.032, respectively).

In conclusion, increased TIM-3 and CD107a expression, along with correlated increases in
pro-inflammatory cytokines such as IFN-y and TNF-a in stimulated NK cells from APOE-¢4-
carrying CDR<1 Alzheimer’s patients, may serve as potential biomarkers for disease progression.
These findings suggest that NK cell functions are more pronounced in early-stage (CDR<1)

Alzheimer’s patients carrying the APOE-¢4 allele, indicating that neuroinflammation may be more

severe in this group compared to those in later stages.
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Sekil 1: Ozet grafik

. CDR skoru, Alzheimer hasta grubu,
BELIRTEC Kiiliir kosulu, Kiiliir kosulu,
ekspresyon diizeyi ekspresyon diizeyi
NK APOE-£3 CDR>1,SC  + Alzheimer, SC 4
NK APOE-4 CDR<1,SC 4 -
LAG-3 APOE-£3 CDR>1,8C 4 -
TIGIT APOE-£3 - Alzheimer, TGF-§ 4
Alzheimer, SC 4
LAG-3 - CDR>1, TGF-B 4 -
CDR>1,SC 4
CDI107a - CDR<I, TGF-§ 4  Alzheimer, TGF-B 4
TLR9 - - Alzheimer, US +

IFN-y - - Alzheimer, US f



1. GIRIS VE AMAC

Alzheimer hastalig1, hafiza ve biligsel islevlerdeki derin bozukluklarla iliskili, ilerleyici
ndrodejeneratif bir hastaliktir. Yaygin olarak demansin bir nedeni olan Alzheimer hastaligi,
ozellikle yash bireylerde goriilmektedir. Hipokampusta ve korteksin diger bolgelerinde bulunan
noronlarin i¢inde tau proteinlerinin hiperfosforilasyonuyla olusan norofibriler yumaklar ve
noronlarin hiicre dis1 kisimlarinda amiloid beta (AB) peptidinin birikiminden kaynaklanan plak
olusumu olmak iizere Alzheimer hastaliginin iki 6nemli ndropatolojik 6zelligi bulunmaktadir [1].

Calismalar, Alzheimer hastaliginda artmis enflamatuvar belirteglere isaret etmekte olup
[2], hastaligin erken evresinde, gelisiminde ve ilerlemesinde néroenflamasyonun kritik rol
oynadigi bilinmektedir [3]. Alzheimer hastaligi noéroenflamasyon siirecine mikroglia ve
astrositlere ek olarak graniilositler, monositler, T lenfositleri ve dogal dldiirticii hiicreler (NK) gibi
immiin sistemin hiicresel bilesenlerinin de katildig1 gosterilmistir [4, 5]. Ayrica, yash bireylerin
beyinlerinin dentat girusunda noétrofiller, monositler, T ve B lenfositlerinden daha ¢ok miktarda
NK hiicre popiilasyonu gozlemlenmistir [6].

Alzheimer hastaliginda NK hiicrelerinin rolii konusunda ilk isaret, Alzheimer hastalig1 gibi
norolojik anormalliklere kars1 giiclii bir ila¢ olan Tacrine’in, Alzheimer hastalarindaki NK hiicre
proliferasyonu ve sitotoksik fonksiyonlar1 iizerinde baskilayici etkiye sahip oldugunun
gosterilmesidir. Bu bulguya dayanarak NK hiicrelerinin Alzheimer hastalarinda zararh
fonksiyonlar1 olabilecegi one stiriilmiistiir [7]. Transgenik Alzheimer fare modelinde NK hiicre
deplesyonunun noroenflamasyonu hafiflettigi, ndrogenezi uyardig1 ve biligsel islevi gelistirdigi
yoniindedir [8].

Alzheimer hastalarinin beyin hipokampus ve korteksindeki senil plaklarda interlokin (IL)-
lao, IL-1B, IL-2, IL-3, IL-6 ve tiimor nekroz faktorii-alfa (TNF-a) gibi sitokinlerin tiretiminin arttig
rapor edilmistir. NK hiicreleri sitotoksik aktiviteye sahip graniiler lenfositlerdir ve interferon
gamma (IFN-y), IL-3, IL-5, IL-10, IL-12 ve IL-13 gibi sitokinler iireterek insanlarda immiin
yanitlarda rol oynar [9]. Alzheimer hastalarinda 1L-12 ve K562 hiicreleri ile uyarilmigs NK
hiicrelerinde TNF-o ve IFN-y iiretiminin arttigi ve saglikli yasli donérlere kiyasla daha yiiksek
sitotoksiteye sahip oldugu gosterilmistir [10]. Ayrica, IFN-y nin néronal kok hiicrelerin
proliferasyonunu azalttigi [11], TNF-a nin ise farmakolojik olarak inhibe edilmesinin Alzheimer
hastaliginin 6nlenmesine katki sagladigi ve demans riski tasiyan kisilerde bilissel islevlerin

iyilesmesini destekledigi belirtilmistir [12].
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Alzheimer hastalifinin gelismesinde ¢evresel ve genetik etmenler gibi birden ¢ok faktoriin
rol oynadig1 bilinmektedir. Genetik risk faktorleri arasinda hastalikla iliskili en yaygin gen olarak
Apolipoprotein E (APOE) geninin &4 alleli saptanmistir [13].

Apolipoprotein E, izoforma bagli bir sekilde enflamatuvar ve immiin yanitlart
yonlendirebilmektedir. Benzer sekilde, enflamatuvar sitokinler, ¢esitli dokularda APOE iiretimini
diizenleyebilmekte veya azaltabilmektedir [14]. Saglikli kontroller ve hafif bilessel bozuklugu
olan hastalara kiyasla orta evre deneklerinde saptanan diisiik TLR9 seviyeleri, Alzheimer
hastaliginin ilerlemesinde onemli mekanizmalardan biri olabilecegini diisiindiirmektedir [15].
APOE-¢4 aleli tastyan bireylerin beyninde latent herpes simpleks viriisii tip 1 (HSV-1) varliginin
yani sira bu hastalarda bagisiklik sisteminin aralikli olarak baskilanmasi, enfeksiyon ve periferik
enflamasyon gibi olaylara neden olmakta boylece olusan hasarin birikerek hastaligin ilerlemesine
yol agtigi ileri stiriilmektedir [16].

Alzheimer hastalarinda NK hiicrelerinin immiinosupresif ilaglara direngli oldugu ve
stimiilasyona kars1 giiglii sitotoksisite ve yiiksek enflamatuvar sitokinler salgiladigi gézlenmistir
[17]. Ayrica klinik ¢aligmalar intranazal insiilin, pioglitazon, metformin ve liraglutid gibi anti-
diyabetik ilaglarin sadece APOE-g4 alelini tasimayan hastalarda tedavide faydali olabilecegi
yoniindedir [18]. Yasla beraber Alzheimer hastalarinda NK hiicrelerinin [10] ve APOE alellerinin
toplam popiilasyonu, gen ekspresyonu ve fonksiyonlarinda degisimler ortaya ¢ikmaktadir [19].

Apolipoprotein E proteininin etkileri ile Alzhemier hastaliginda merkezi rol oynayan
immiin mekanizmalar arasindaki iliski bilinmemektedir. Son yillarda Alzhemier hastaliginda,
APOE genin roliine olan ilgi artmig olmakla birlikte, APOE proteinin ve insan NK hiicrelerinin
inhibitor profili ve fonksiyonlari arasindaki iligkiye dair herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir.
Bu ¢alismada, Alzhemier hastalig1 patofizyolojisinde 6nemli rol oynadig: bilinen APOE alelleri
ile NK hiicre fonksiyonlari arasindaki iliskinin arastirilmasiyla, Alzhemier hastaligi
patofizyolojisinde bilinmeyen noktalarin aydinlatilmas1 amaglanmistir.

Calismamizda, farkli APOE alelleri tasiyan hafif ve orta-ileri derecede biligsel bozuklugu
olan Alzhemir hastalarmin NK hiicrelerinde NKG2D, TLR9, TiGIT, LAG-3 ve TIM-3 yiizey
molekiilleri ile hiicre i¢i IFN-y ve TNF-a sitokinlerinin ekspresyon diizeyleri incelenmistir. Ek
olarak hafif (CDR<1) ve orta-ileri derecede bilissel bozuklugu olan (CDR>1) Alzheimer hasta
gruplarinda CD3°CD16%56" NK hiicrelerinde CD107a ekspresyonu saglikli kontrol grubu ile

karsilastirilmistir.
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Calismamizin amaci, belirli APOE alelleri varliginda NK hiicrelerinin aktive edici ve
baskilayici reseptorlerindeki degisimleri karsilastirarak, bu degisimlerin NK hiicre fonksiyonlari
ve hastalik prognozu ile olast iliskisini degerlendirmektir. Bu dogrutuda APOE-€3 allel tasiyan
Alzhemir hastalar1 ile CDR>1 hasta grubunun kontrol grup ile karsilastirdiginda, CD3" NK
hiicrelerinin ferkansi diisiik bulunmustur. Bunun karsi APOE-¢4 allel tasiyan CDR<1 Alzhemir
hasta grubunda, kontrol grup ile kiyaslandiginda CD3 NK hiicrelerinin ferkansinda artis
gozlenmistir. Ek olarak, CD3'CD16"56" NK hiicre CD107a ekspresyonu, hafif evre Alzheimer
hastalarinda, orta-ileri evre Alzheimer hastalar1 ve saglikli kontrol grubuna goére daha yiiksek
saptanmistir. Diger yandan, APOE-¢€3 allel tasiyan Alzhemir hastalarinda, uyarim sonrasi CD3"
NK hiicrelerinde LAG-3 ve TIGIT reseptér ekspresyonlarinda artis gdzlenirken, APOE-¢4 alleline
sahip hastalarda anlamli bir degisim saptanmamistir. Calismamizin korelasyon analizine gore,
APOE-£3 aleli tasiyan Alzheimer hastalarinda, LAG-3 ekspresyon diizeyi ile pozitif korelasyon
icinde olan TLR9, NKG2D ve IFN-y seviyeleri, APOE-g4 aleli tasiyan hasta grubunda
saptanmamistir. Buna karsilik, APOE-g4 alelini tasiyan Alzheimer hastalarinda, IFN-y ve TNF-a
sitokinleri arasinda pozitif bir korelasyon gézlenmis, bu bulgu APOE-£3 alelini tasiyan hastalarda
izlenmemistir. Ayrica, APOE-¢4 tasiyan hafif diizey Alzheimer hastalarinda, CD3'CD56"CD16"
NK hiicrelerinde TIM-3 resptér ekspresyonunun oldukea diisiik olmas: dikkat ¢ekicidir.

Sonug olarak, APOE-£3 aleline kiyasla APOE-g4 tasiyan CDR<1 Alzheimer hastalarinda,
uyarim sonrast NK hiicre TIM-3 reseptdriiniin diisiik ekspresyon seviyesi, CD107a ekspresyonun
yiiksekligi ve IFN-y ile TNF-a gibi proenflamatuvar sitokinlerin korele artisi, Alzheimer
hastaliginin ilerleyisinde potansiyel biyobelirtegler olarak degerlendirilebilir ve NK hiicrelerine
yonelik tedavi yaklasimlari i¢in yeni olanaklar sunabilir. Bu bulgular dogrultusunda, APOE-g4
allellini tasiyan CDR<1 Alzhemir hasta grubunda NK hiicre fonksiyonlarinin artmis oldugu ve bu
bireylerin orta-ileri evre Alzheimer hastalarina kiyasla daha siddetli noroenflamasyon

gecirebilecegi diistiniilmektedir.

2. GENEL BIiLGILER



2.1. Apolipoprotein E Protein Yapisi ve Gen Betimlenmesi

Insan APOE geni, 19. kromozomda q13.32 konumunda bulunmaktadir (Sekil 1A) ve
beyindeki birincil islevi kolesterol tagiyicist 299 amino asitli bir proteini (~36 kDa) kodlamaktadir.
APOE {i¢ ana bolgeden olugmaktadir; reseptor baglama bolgesi ve dort sarmali igeren bir N-
terminal bolgesi, lipid baglama bolgesi ve {ic sarmali igeren bir C-terminal bdlgesi, N ve C
terminallerini birlestiren bir ara esnek mentese bolgesi (Sekil 2A) [20]. APOE izoformlari, 112 ve
158 pozisyonlarindaki benzersiz bir amino asit kombinasyonu ile farklilik gostermektedir; APOE-
g2 (Cysl12, Cys158), APOE-€3 (Cys112, Argl58) ve APOE-e4 (Argll2, Argl58) [21]. APOE
proteini i¢indeki bir veya iki amino asidin gene bagli degisimi yapisin1 degistirmektedir. Ornegin,
APOE-¢€2'deki Cys-158, Argl58 ve Aspl54 arasinda kovalent olmayan bir etkilesimi kaldirarak
pozitif potansiyeli azaltmakta boylece reseptor baglama bolgesini degistirmektedir (Sekil 2B) [22].
APOE-¢4'iin yapisindaki Arg-112 araciligiyla lipid baglama bdlgesini degistirmekte ve lipid
baglama tercihini yiiksek yogunluklu lipoprotein (HDL)’den ¢ok diisiikk yogunluklu lipoproteine
(VLDL) kaydirmaktadir [23]. Altmis bir ile 112 amino asitin arasindaki mevcut etkilesim,
lipoprotein baglanmasini etkilemekte, APOE-£2 ve APOE-¢3'in HDL'ye baglanirken APOE-¢4'iin

VLDL'ye afinitesinin yiiksek olmasinin ana nedenini olusturmaktadir [24].
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Sekil 2A. APOE proteininin yapisal ve fonksiyonel bolgeleri. q13.32 konumundaki 19. kromozomda APOE
geninin konumu ve yapist. APOE geni, proteinin %80'inden fazlasini kodlayan ekson 4 ile sirastyla 44, 66, 193 ve 860 niikleotitten
olusan 4 eksona sahiptir. Ekson 1, translasyon olmayan bolgeyi (SOUTR) icerir. EKson 4'teki nokta mutasyonlart iki tek niikleotid
polimorfizmi (SNP) iiretmekte: a T C noktas1 mupasyonu APOE-g4 (C112R) tiretirken C T mutasyonu AROE-£2 (R158C)
olusturmaktadir.
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Sekil 2B. insan APOE yapisal alanlari. N-terminal bélgesi, reseptér baglama bdlgesini (134-150 artiklarr) ve dort sarmal
(1-4) icermektedir, C-terminal bolgesi lipit baglama bolgesini (artik 244-272) barindirmakta ve iki alan, bir mentese bolgesi ile
birbirine baglanmaktadir. N-terminal bolgesinde ii¢ APOE izoformunu ayirt eden iki polimorfik pozisyonu (112 ve 158)
bulunmaktadir. Seklin alt kism, diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) reseptoriinii taniyan a-sarmal segmenti (134-150 kalntilarr)
gostermektedir. Bu segment, pozitif yiiklii arginin ve lizin kalintilar bakimindan zengindir [25].
2.2. Apolipoprotein E Betimleyen Dokular

Insan APOE geni, cesitli organlarda ve farkli hiicre tiplerinde ifade edilmektedir.
Dolasimdaki APOE'in yiizde doksani karacigerde iiretilmektedir [21]. insan protein atlasi projesi
verilerine gére APOE geninin en ¢ok protein kodlama transkriptleri karacigerde iken protein
betimlemesinin ¢ogu sirastyla beyin, endokrin dokusu ve deri mukozasinda ger¢eklesmektedir.
Dokuya 6zgii APOE’nin en c¢ok betimlendigi hiicreler arasinda sirasiyla proksimal tiibiiler
hiicreler, hepatositler, peritiibiiler hiicreler, duktal hiicreler, kolon enteroendokrin hiicreleri, dis
kok kilif hiicreleri, leydig hiicreleri, E-enterik glia hiicreleri, yag bezi hiicreleri, adipositler
(meme), mitotik hiicreler (tiroid ve deri), podositler gibi hiicreler bulunmaktadir. Beyin dokusunda
APOE’nin en ¢ok betimlendigi bolgeler bazal ganglion, hippocampus, serebral korteks ve
serebellum bolgelerini olusturmaktadir. Beyin de APOE’nin en ¢ok sekrete edildigi hiicreler ise
sirastyla astrositler, mikroglia, oligodendrosit oncii hiicreleri (perisitler), koroid pleksus ve
noronlar tarafindan gerceklesmektedir [26, 27] (Sekil 2). Koroid pleksus tarafindan iiretilen APOE
lipoproteinleri dogrudan beyin omurilik sivisina (BOS) salgilanmaktadir [28]. Ayrica glial
hiicrelerden sentezlenen ApoE, lipidlerle birleserek BOS'ta lipid tasima partikillerini
olusturmaktadir [29]. ApoE'in ekspresyon seviyesi genotipine gore degismektedir. Ornegin,
APOE-¢2 tasiyan bireyler BOS'ta daha yiiksek APOE protein konsantrasyonuna sahipken, APOE-
€4 tasiyicilar daha diisiik seviyeleri tasimaktadirlar [30].
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Sekil 3. Apolipoprotein E, RNA betimlemesi. iki farkli kaynaktan elde edilen normallestirilmis ifade (milyon bagina
normalize edilmis transcript - nTPM) degerlerine dayali konsensiis verilerini gostermektedir. Bu veriler, insan protein atlasi (HPA)
ve genotip-doku ifadesi (GTEX) projesi tarafindan saglanan RNA-sekans analizlerinden elde edilmistir. Protein ifadesi birden fazla
antikor kullanilarak degerlendirilen genler igin toplu bir puan ayarlanarak tahmini gergek protein ifadesini yansitacak sekilde
diizenlenmistir [26].

2.3. Apolipoprotein E izoformlariin Metabolizmadaki Rolleri
2.3.1. Apolipoprotein E izoformlarmmn lipidasyonu

Kolesterol taginmasi, bagigiklik modiilasyonu, sinaps rejenerasyonu ve amyloid beta
(AP)'nin temizlenmesi/degradasyonu gergeklestirmek icin APOE'nin salgilanmasi ve uygun
sekilde lipide edilmesi gerekmektedir [31]. APOE lipidasyonu, kolesterol akis diizenleyici proteini
olarak da bilinen Adenozin trifosfat (ATP) baglayici kaset Al (ABCA1) tarafindan
kolaylagtiritlmaktadir. ABCAT1, beynin astrositleri, néronlari, kan-beyinbariyeri (KBB) ve koroid
pleksus dahil olmak {izere ¢ok ¢esitli viicut hiicrelerinde bulunmaktadir [32]. APOE izoformlari,
lipid baglama ve lipoprotein tercihlerinde farklilik gostermektedir.

Apolipoprotein E’nin C-terminal alan1 (273-299), lipoprotein baglanmasi i¢in 6nemli
parcay1 olusturmaktadir. Bu nedenle APOE izoformu lipidasyon 6zgiilliiglinii ve etkinligini
belirlemektedir [31]. APOE-¢3 ve APOE-g2 tercihen fosfolipid bakimindan zengin HDL'ye
baglanirken APOE-g4, trigliseritten zengin VLDL'ye giiclii bir sekilde baglanmaktadir [33].
APOE-¢4'tin HDL igin zayif baglanma afinitesi, daha biiyiik oranda lipitlenmemis APOE ile
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sonuglandig1 ve agregatlar olusturdugu gozlemlenmistir. APOE-g4 kiimeleri, néronlar i¢in APOE-
€2 ve APOE-&3 kiimelerinden daha toksik oldugu bulunmustur [34].

Serbest kolesterol, fosfolipidler ve trigliseritler, beyin partikiilleri iceren APOE'de bulunan
ana lipidleri olusturmaktadir [35]. APOE-¢4 igeren partikiiller, APOE-€3 igeren partikiillerden
daha az kolesterol igermektedir [36]. APOE genotipleri ayrica periferdeki lipidasyon durumlarini
da degistirmektedir. Homozigot ve heterozigot (+3/+4) genotiplerde, APOE-¢4, siklikla plazmada
artan diisiik yogunluklu lipoprotein (LDL) ve kolesterol seviyeleri ile iliskilendirilirken,
homozigot ve heterozigot (+2/+3) genotiplerinde, APOE-¢2 hafif veya diisiik seviyelerle baglantili
oldugu bulunmustur [37]. APOE-g2 genotipi, APOE-£3 ve APOE-e4'e kiyasla daha yiiksek

trigliserit seviyeleri ile iliskilendirilmistir [36].

2.3.2. Merkezi sinir sisteminde lipid tasinmasi

Apolipoprotein E, kolesterol ve diger lipidlerin néronlara ve glial hiicrelere taginmasina
aracilik etmektedir. Kolesterol, KBB'i ve Koroid Pleksus ‘kan beyin omurilik sivi bariyeri
(BCSFB)’ni gegemez, ancak oOzellikle noronlarda bulunan 24-hidroksilaz kolesterol enzimi
tarafindan 24S-hidroksikolesterol'e donistiiriiliir ve 24S-hidroksikolesterol APOE'ye baglanarak
KBB'yi kolayca gegebilmektedir [38]. Insanlarda ii¢ baskin APOE aleli vardir; APOE-£2 (E2),
APOE-c3 (E3) ve APOE-¢4 (E4) alelleri [39]. Kiiltiirlenmis noronlarda APOE-¢4, beyin
kolesteroliinii tasimak i¢cin APOE-£2 ve APOE-g3'ten daha az etkili oldugu gosterilmistir [40].
Kolesterol ve fosfolipidlerin tasinmasi apoE izoformlarina (E2 > E3 > E4) dayandigindan [41],
APOE-¢g4 tarafindan kolesterol ve fosfolipidlerin daha diistik akisi, APOE-g4 tasiyicilarinda geg
baslangigli Alzheimer hastaligi (Late onset Alzheimer's disease - LOAD) gelisme riskini
artirmaktadir. Insanda uyarilmis pluripotent kok hiicre (iPSC)'lerinden tiiretilen astrositlerle ilgili
calismada, APOE-¢&4 ifade eden astrositlerin APOE-&3 astrositlerine gére daha yiiksek kolesterol
birikimine sahip oldugu gosterilmistir [42], bu da APOE-&4 tastyicilarinda astrositlerin kolesterol
tasinmasinin eksik olabilecegini desteklemektedir. iPSC'den tiiretilmis astrositlerle yapilan bir
calismada, APOE-g4'liin APOE-¢3'ten daha az lipitlenmis oldugunu ve potansiyel olarak APOE-
e4'tin norotrofik roliinii etkiledigini gosterilmistir [36].

Demansi olmayan orta yasl yetigkinlerin (ortalama yas 54,5) BOS 6rnekelrinde, APOE
partikiil boyutlar1 hem €3/e4 hem de €4/e4 bireylerinde €3/¢3 bireylerine gore daha kiiclik, ancak
€2/e3 izoformu tastyan bireylere gore daha biiyiik oldugu saptanmistir [43]. Homozigot APOE-¢4

olan bireylerin kolesterol akis kabiliyeti BOS sivisinda azalmaktadir. Alzheimer hastaligi olan
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bireylerde homozigot APOE-g4 varlig1 bu proteinin daha biiyiik par¢acik boyutlara baglanmasini
veya endositozu kismen engellemekte, boylece néronlari onarim i¢in yeterli kolesterolden mahrum
birakamaktadir [44]. Beyin BOS sivisinda APOE miktar1 APOE’nin lipid tasima kapasitesini de
etkilemektedir [45]. Farelerde, beyin parankimi [46] ve BOS'ta [47] bulunan APOE miktart,
izoforma bagimli bir gradyan olusturmaktadir (E2 > E3 > E4). Bununla birlikte insanlarda; geng
kontrol deneklerinde (ortalama 34,5 yil) [48], bilissel olarak saglikli kisilerde (ortalama 61 yil) ve
Alzhemier hastalarinda (ortalama 78 yil) [49] BOS APOE seviyelerinde izoforma bagh
varyasyonlar saptanmamistir. Son olarak, BOS APOE seviyelerinin, Ap seviyeleri ile korele
oldugu ancak plazma APOE seviyeleri ile olmadig1 saptanmistir. Ayrica bir galismada A pozitif
olan bilissel olarak saglikli bireyler ile MCI olan bireylerin BOS APOE seviyeleri bir kohort
diizeyde incelenmis ve APOE-g4 tasiyicilart olmayanlara gore anlamli derecede diisiik APOE
yiizdesine sahip oldgu saptanmistir [48]. Bu, daha karmasik bir mekanizmayi ¢6zmek igin

kapsamli lipit homeostazi ¢aligmalarinin gerekli oldugunu géstermektedir.

2.3.3. Apolipoprotein E izoformlarmmin Alzhemier hastahg fizyopatolojisindeki rolleri
Apolipoprotein E genotipleri, sinaptik biitlinliik, lipid transportu, glikoz metabolizmasi, A
klirensi, KBB biitiinliigii veya mitokondri regiilasyonu gibi bir¢ok hiicresel fonksiyonu
etkilemektedir (Sekil 3). Alzheimer hastalarinda APOE alellerinin varligi farkli diizeylerde
hastalik riskine yol agmaktadir. APOE-&g4, gen dozuna bagl olarak Alzhemier hastalari igin 6nemli
bir genetik risk faktoriidiir ve homozigotlarda riski 15 kata kadar artirir [39], oysa APOE-¢2 AH
riskini neredeyse yari yariya azaltir ve uzun 6mre katkida bulundugu rapor edilmistir [50]. APOE-
g4, proenflamatuvar yanitlarin arttisina ayrica KBB'nin islev bozukluguna yol acarak bilissel
eksikliklere neden oldugu disiiniilmektedir [51]. APOE izoformlari, Alzhemier hastaliginin
birincil noropatolojik belirtecleri; AP plaklari, tau protein agregasyonlari ve néroenflamasyonu
etkilemektedir. Insan ve transgenik fare calismalari, APOE-g4 tasiyicilarinda beyin AP
seviyelerinin ve amiloid plak yiiklerinin diger genotiplere gore daha yliksek oldugunu, en diistik
seviyelerin ise APOE-¢€2 tasiyicilarinda oldugunu gostermistir [52]. APOE-¢4 tasiyicilarindaki A
plaklar1 artisi, APOE-e4'iin A'yi baglayabilme yeteneginden ve A'yi beyinden tamamen
cikaramamasindan kaynaklanabilmektedir [53]. APOE-g4 ilave olarak interstisyel sivi drenaji,
mikroglial fagositoz tarafindan alimi gibi farkli mekanizmalar AP uzaklastirilmasinda rol
oynamaktadir [54]. Tau proteini hiperfosforilasyonunun yani sira tau yumaklarinin olusumu

APOE genotipine goére farklilik gosterir. APOE-g4'lin ndronlarda asir1 ekspresyonu tau
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Sekil 4: Alzheimer hastaligi patolojisinde APOE'nin Ap’den bagimsiz mekanizmalari. APOEnin
izoforma bagimli etkileri gosterilmistir. Kisaltmalar: APOE, apolipoprotein E; NFT, norofibriler yumak; KBB, kan beyin bariyeri;
IL, interlkin; TNF-a, Timér nekroz faktorii-a; ROS, reaktif oksijen tiirleri [25].

APOE-¢4, lipid baglanmasina daha biiyiik afinite gostermesi nedeniyle daha diisiik geri
doniisiim kapasitesine sahiptir. Bu 6zellik, kolesterol akigini azaltarak hiicre zarinda kolesterol
birikimine yol agmaktadir [19]. APOE geri doniisiimii, ABCAT1 [56], insiilin reseptorii (IR) veya
diisiik yogunluklu lipoprotein reseptoriine bagli protein 1 (LRP1) [19] gibi ¢esitli hiicre yiizeyi
proteinlerinin betimlenmesini kontrol etmektedir. Azaltilmis APOE-g4 geri dontisiimii, ABCA1'in
hiicre ylizeyinden uzaklasarak endozomlarda birikmesine neden olur. Bu durum, ABCAI1
aktivitesinin azalmasina yol agar ve kolesteroliin HDL'ye transferini engelleyerek hiicre zarinda
kolesterol birikimine katkida bulunur [56].

Beyindeki diisik APOE-g4 geri doniislimii, insiilin reseptoriiniin endozomlarda
birikmesine ve hiicre ylizeyinden uzaklagmasina neden olur [57]. Bu durum, hiicrenin enerji
kaynaklarimi1 kullanma tercihlerini degistirmektedir. Sonug¢ olarak, ATP iiretimi i¢in glikoz
kullanimini1 azaltarak yag asitlerinin oksidasyonunu tesvik etmektedir [58]. Raporlara gore 20 ile
100 yas arasinda beyinde fosfolipid seviyesinin %42 oraninda azaldigi ve Alzheimer hastasi olan
beyinlerde bu oranin %62 olabilecegi gosterilmistir [59]. Ayrica beyin zarinda yiiksek oranda

konsantre olan ¢oklu doymamis bir yag asidi olan dokosaheksaenoik asidin beta oksidasyonu,
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APOE-¢4 tasiyicilarinda tasiyici olmayanlara gore daha yiiksek saptanmistir [60]. Beyin, yiiksek
enerji talebini karsilamak ic¢in bliyiik Olclide glikoza ihtiyag duydugundan, yaslanma sirasinda
KBB yoluyla glikoz aliminin azalmasi, Alzheimer hastaliginin gelisimi igin bir risk faktorii olarak
tanimlanmistir [61]. Bu 6zellikle APOE-¢4 tasiyicilart igin gecerlidir, ¢linkii APOE-¢4 betimleyen
insan astrositlerinin APOE-¢3'lere kiyasla glikoz alim kapasitesinin yarisina sahip olmasina karsin
APOE-£2 eksprese eden astrositlerin en yiiksek glikoz alimina sahip oldugu rapor edilmistir [62].
Ayrica, birincil astrositlerden salgilanan APOE-g4 proteinlerine lipidlerin alimi, APOE-g3'e
kiyasla daha zayif sekilde gergeklesmektedir [19].

Noronal plazma membraninda artan kolesterol birikimi, ‘amiloid-beta Oncii proteini’
(APP) ve ‘beta bolgesi APP pargalayan enzim 1’ (BACE1) islemini artirarak daha fazla A
iiretimine yol agmaktadir [63]. Diger yandan, astrositlerde ve mikroglialarda kolesteroliin disa
akisinin azalmasi, AP bozunmasini engellemektedir. Bu durum, AB'in plaklar olusturmak tizere
daha hizli bir sekilde kiimelenmesine yol acabilmektedir. LRP1, hiicre ici sinyallesmede,
endositozda ve lipid ve lipoprotein metabolizmasi dahil olmak {izere bir¢ok hiicresel ve biyolojik
stirecte rol oynadigini gosterilmistir [64]. APOE ile LRP1 komplekslerinin olusumu ve LRP1'in
plazma zarindan geri donlisiimiiniin azalmasi, astrositlerin AP peptitlerini par¢alama yetenegini
zayiflatmaktadir [65]. Insanlarda, APOE-¢4 proteinlerinin diisiik lipidasyonuna ragmen genellikle
ileri yaslara kadar “normal” beyin fonksiyonlarinin korunabildigi gézlemlenmistir. Bu durum,
APOE-g4 tastyicilarinda noronlart ve astrositleri beslemek igin APOE-g4 lipid tasima
yeteneklerinin yasamin ileri evrelerinde azalabilecgini diisiindiirmektedir. Geng bir beyin, APOE-
¢4 protein yapisina bagl yetersiz lipid tasinmasini telafi edebilecek alternatif mekanizmalara sahip
olabilir [19]. Ancak yaslanma ile birlikte, bu alternatif mekanizmalarin kaybi1 ve kolesterol

tiretiminin azalmasi [66], néronlarda lipid eksikliklerin ortaya ¢ikmasina yol agmaktadir [61].

2.3.4. Apolipoprotein E ve amiloid-p patolojisi

1993 yilinda, APOE-¢4 ve LOAD arasindaki baglant1 ilk olarak Corder ve arkadaglar
tarafindan tanimlanmis ve daha sonra APOE-g4, LOAD ve AP patolojisi ile ilgili ¢alismalarin
sayis1 hizl bir sekilde artmistir [67]. Insan mutant APP'sini asir1 ifade eden ancak Presenilin-1
(PSEN-1) ifade etmeyen Alzheimer transgenik fare modelinde, APOE eksikligi beyindeki AP
birikimini 6énemli 6lgiide azaltmistir. Bu durum, hem AB 1-40 hem de AP 1-42 birikimlerini
diistirerek, insan APOE'sinin amiloid birikimindeki kritik roliinii ortaya koymaktadir [68].

Bununla birlikte, APP ve PSEN1 mutasyonlarin1 bir arada igeren Alzheimer fare modellerinde,
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ornegin APP/PSI1 farelerinde, APOE delesyonunun plak boyutunda genel bir artisa neden oldugu
gozlemlenmistir [75]. Amiloid patolojisini incelemek i¢in kullanilan fare modellerinde APOE
delesyonunun etkileri heniiz tam olarak anlagilmamaistir ve bu nedenle daha kapsamli arastirmalara
ihtiya¢ duyulmaktadir. Baska bir ¢alisma ise APOE-g4'lin plak biiyimesinde degil, agirlikli olarak
plak kiimelenmedeki roliinii desteklemektedir [69]. Amiloid plaklarin baslangicindan 6nce AP
peptidleri, Alzheimer hastaligi olusturmaya yatkin olan néron hiicrelerinin iginde birikmektedir
[70]. APOE-¢&4 izoformu bulunan farelerde AB1-42'nin ge¢ endozomal ve lizozomal bolmelerde
intrandronal birikimi artmaktadir [71]. Lipitlenmis APOE'nin APOER?2 reseptorlerine baglanmast,
APP ve BACEI igsellestirmesini tetikleyerek hiicre i¢i Ap olusumunun artmasina yol agmaktadir
[72]. APOE-¢4, APOE-£3 ve APOE-¢2'ye kiyasla daha giiclii bir APP ve BACEI endositozunu
indiikleyerek, AP tiretiminde belirgin bir artisa yol agmaktadir. Ayrica, APOE izoformlarina bagh
olarak APP transkripsiyonu ve AP sekresyonu iizerinde farkl: etkiler bildirilmistir. APOE-g4, APP
transkripsiyonunda en gii¢lii artis1 indiiklerken, bunu sirasiyla APOE-¢3 ve APOE-¢2 izlemektedir
[80].

Artan AP iiretimi ve agregasyonunun yani sira, amiloid patolojisi de bozulmus A
klirensinden etkilenmektedir. Ap beyinden, enzimatik degradasyon, KBB yoluyla klirens ve
hiicresel igsellestirme ve ardindan astrositler, mikroglia ve noéronlar tarafindan lizozomal
degradasyon dahil olmak {izere gesitli klirens yollariyla temizlenebilmektedir [73]. Genel olarak
APOE-¢4, daha diisiik AP klirensi ile iligkili bulunmustur [74]. Bununla birlikte, Ap klirensinin
kesin mekanizmalar1 ve APOE'nin bu siirecteki rolii olduk¢a karmasik ve tam olarak
anlagilmamistir. AB'nin beyinden temizlenme mekanizmalarindan biri, neprilisin ve insiilin
pargalayan enzim (IDE) gibi proteazlar tarafindan gergeklestirilmesidir [75]. Coziiniir AB'nin hem
hiicre i¢i hem de hiicre dis1 enzimatik klirensi, APOE tarafindan desteklenmekte, 6zellikle yiiksek
diizeyde lipidlenmis APOE, proteazlar araciligiyla AP klirensini en yiiksek ol¢iide artirmaktadir
[84]. Insan &liim sonrasi ¢alismalari, APOE-g4 tasiyicilarinda, APOE-e4 olmayanlara kiyasla
azalmis neprilisin ve IDE ekspresyonu tespit etmistir. Bu durum, APOE izoformlar1 arasinda
proteolitik aktivite agisindan potansiyel farkliliklar oldugunu gostermektedir [85].

Amyloid beta, astrositler, mikroglia ve ndronlarda lizozomal bozunma yoluyla hiicre iginde
parcalanabilmektedir. Tim hiicre tiplerinde APOE-g4, azalmis AP hiicresel klirensi ile
iligkilendirilmistir [76]. APOE, izoform bagimli bir sekilde mikrogliada A igsellestirmesini ve
bozunmasini etkiler; en yavag AP alim1 ve en az etkili AR bozunmast APOE-¢4 tasicilarinda

gozlemlenmistir [77]. Mikrogliada hiicre i¢i kolesteroliin diisiiriilmesi, AB'nin lizozomlara dogru
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hizlandirilmis endozomal tasinmasiyla sonuglanmistir. APOE aym1 zamanda APOE ile AP
arasinda dogrudan bir etkilesim gerektirmeden hiicre i¢i kolesterol seviyelerini azaltarak AB'nin
hiicresel yikimini desteklemektedir [78]. APOE-e4 igeren astrositler, APOE-¢3 astrositlerine
kiyasla bozulmus AP1-42 icsellestirmesini indiiklemektedir [79]. APOE ™~ astrositler Ap'y1
bozamadigi i¢in astrositlerde AP klirensinin APOE'ye bagimli bir mekanizma oldugu onerilmistir
[76]. Bununla birlikte, astrositlerde LDL reseptorii tarafindan Ap alimi ve klerensinin, APOE
yoklugunda da gergeklestigi gosterilmistir, bu da APOE'den bagimsiz bir AP alim mekanizmasina
isaret etmektedir [80]. LRP1 reseptorleri gibi APOE reseptorlerinin Ap alimi i¢i rekabet etmesi
dolayl1 olarak AP igsellestirmesini ve miiteakip yikimini inhibe edebilmektedir [81].

Noronlar ayrica hiicresel igsellestirme ve lizozomal bozunma yoluyla Af'y1
bozabilmektedir. Noronal AP klirensi ve APOE ile ilgili aragtirmalar sinirli kalsa da, APOE-¢€3'iin
noronal AP alimini, endozomal trafigi ve lizozomal degradasyonu APOE-g4'ten daha fazla oldugu
gosterilmistir [82]. Hem in vitro hem de in vivo calismalar, APOE'nin KBB ile iligkili AP klirensini
modiile edebildigini gostermistir [54]. APOE-¢4, APOE-¢3 ve APOE-€2'ye kiyasla KBB
araciliftyla AB'nin uzaklastirilmasini bozmaktadir. Ayrica APOE-g4'in varligt KBB yikimi ile
iliskilendirilmistir [83]. KBB'nin bozulmasi, beyinden A klirensini daha da diizensiz hale
getirebilmektedir [84].

Ozetle, APOE-¢4, Alzheimer hastaliginda amiloid patolojisindeki degisikliklerle yiiksek
oranda iliskilendirilmistir. Ancak, APOE'nin amiloid patolojisi ile ilgili en 6nemli mekanizmasi
halen tam olarak aydinlatilamamistir. Alzheimer hastalarinda APOE'nin amiloid patoloji

iizerindeki etkisini daha iyi anlamak i¢in ek arastirmalara ihtiya¢ duyulmaktadir.

2.3.5. Apolipoprotein E ve Tau patolojisi

Hiperfosforile edilmis tau protein agregatlari norofibril yumaklar (NFT) olusturmaktadir
ve bu da Alzheimer hastaliginin ayirt edici Ozelliklerinden birisidir. NFT'ler, Alzheimer
hastaliginda gozlemlenen biligsel eksikliklerle iliskilendirilmistir, ancak bu yapilarin Alzheimer
hastalig1 patolojisine yol agip agmadiklar hala tartisma konusudur [85]. ilk histopatolojik kanitlar
Alzheimer hastaligi olan bireylerin beyinlerinde APOE proteini ve NFT'ler arasinda bir iliski
oldugunu gostermistir [86]. Tau patolojisinin, ndron igindeki ndrofibril yumaklarin agregasyonu
sonucu toksik bir fonksiyon kazandigi ve bunun ndérodejenerasyonla yakindan baglantili oldugu
kabul edilmektedir [96]. Tau patolojisi entorhinal korteksten kaynaklanarak hipokampus, temporal

ve kortikal bolgelere kadar yayilmakta, cerebellum (beyincik) en az etkilenen bolge olmaktadir.
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Buna ragmen, beyin bolgelerinin tau patolojisine kars1 savunma degisikligi hala bilinmemektedir
[87]. APOE-¢4 tasiyicilarinda, tau patolojisi daha ciddi ve tipik bir medial ve temporal yayilimi
ile giiclii bir amnestik fenotip sergilemektedir [88]. Ote yandan, APOE-g4 tasiyicist olmayanlar,
entorhinal korteksten'de daha diisiik ve neokortekste daha yiiksek seviyelerle bir tau alim1 pozitron
emisyon tomografisi (PET) gostermekte; bu, AP birikiminin aracilik ettigi varsayilan bir bulguyu
gostermektedir [89]. Beyinde yayilan fosforile edilmis tau i¢in ¢ok sayida teori bulunmaktadir.
Bazi ¢aligmalar bunun mikroglia tarafindan yonlendirilen bir siire¢ olduguna isaret ederken, diger
caligmalar tau yayilmasinin nronal iletigsim yollariyla ilgili oldugu 6ne siirmistiir [90]. Alzheimer
hastaliginda mikroglianin tau patolojisindeki rolii Af'dan bagimsiz olarak incelenmis ve
APOE’nin, bu fenomen i¢in ana diizenleyicisi oldugu raporlanmistir [91]. APOE-g4 genotipine
bagli olarak, ¢ok sayida klinik Oncesi tau aracili patogenez modelinde, ndorotoksisite
noroenflamasyonun ve nérodejenerasyonun alevlendigi saptanmistir [88]. Bir ¢alismada, APOE-
€4'in, monoamin tasiyict 2'yi baglayarak, norotransmitterlerinin sinaptik vezikiillere aktif
tasinmasini inhibe edigi bdylece Locus Coeruleus dejenerasyonuna yol agarak tau ndrotoksisitesini
giiclendirdigini gozlenmistir [92]. Onceki bulgular dogrultusunda, tauopatinin P301S fare
modelinde, APOE-¢4 betimleyen fareler, diger iki izoforma kiyasla en giiglii tau kaynakli
norodejenerasyon gosterirken, APOE nakavt farelerin bu etkiden korundugu gosterilmistir [93].

Insan iPSC'lerinden tiiretilen néron ve glial hiicrelerde APOE-¢4 ile tau patolojisi arasinda
bir iliski oldugu saptanmustir [94]. Ayrica astrosit tiirevli APOE-gd4'iin segici olarak
uzaklastirilmasinin tau aracili nérodejenerasyona karsi koruma sagladigi belgelenmistir [95].
APOE insan izoformlarinin astrositlerde adeno-associated virus aracili asir1 ifade edilmesi tizerine
yapilan ¢alismalarda, APOE-¢4'lin astrositik agir1 ifadesinin hem in vitro ortamda hem de P301L
fare modelinde tau fosforilasyonunu ve birikimini arttirdigi tespit edilmistir [96].

Beyin goriintiileme kanitlar1 agisindan, bilissel performansta normal bireylerde, MCI veya
Alzheimer hastalarinda Af'dan bagimsiz olarak medial temporal tau ile APOE-g4 arasinda iliski
olmadigim gosteren celiskili sonuglar raporlanmistir [97]. Tau calismalarinda, *8F-MK6240 ve 18F-
flortaucipir kullanimi1, medial temporal tau birikimi ile AB'dan bagimsiz olarak APOE-¢4 arasinda
bir iliski ortaya ¢ikarmistir [98]. Ayrica, PET ¢alismalari, APOE-&g4 aleli ile cinsiyet arasinda bir
baglanti tanimlanmustir, aleli tasiyan kadinlarin, erkeklere kiyasla daha yaygin bir tau patolojisi
sergiledigi gozlenmistir [99]. Alzheimer hasta ve control &rneklerinden aliman BOS analiz
sonuglari, APOE-¢3 ve APOE-g4'lin toplam tau ve fosforile Tau konsantrasyonlari ile pozitif

iliskili oldugunu gostermektedir [49]. Hafif bilissel bozukluk (MCI) ve Alzhemier hasta
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gruplarinda benzer bulgular bildirilmistir, ancak bu bulgular yalnizca APOE-¢4 tasiyicilarina 6zgii
olup, tau ve APOE diizeyleri arasindaki iliskiyi karsilastirmaya odaklanmistir [100]. Baska bir
calisma, APOE-g4 tasiyan Alzheimer hastalarinin BOS 6rneklerinde tau diizeylerinin bozulmus
kortikal plastisite, biligsel gerileme ve astrosit sagkalimi ile iligkili oldugunu gostermistir [101].
Genel olarak, BOS numunelerinde APOE ve tau seviyelerini iliskilendirmek karmasiktir ve
APOE'yi AP seviyelerine baglamak kadar belirgin degildir. Bununla birlikte bulgularin ¢ogu
celigkili ve biiylik Olciide hastaligin evresine bagli olmaktadir [102]. Ayrica, tau PET
goriintiilemenin NFT'lerin yalnizca spesifik bolgesel dagilimi hakkinda bilgi verirken, BOS tau
Ol¢timiiniin tiim beyindeki kiiresel ¢6ziinebilir tau hakkinda bilgi saglamaktadir [97].

Apolipoprotein E-e2'nin AP yiikii tizerindeki koruyucu etkisi, tau patolojisi ile dogrudan
iliskilendirilmemistir, ¢linkii bu tasiyicilarda BOS tau seviyelerinde 6nemli bir degisiklik
gozlenmemistir. Sadece bir ¢alismada, diisiik fosforile tau seviyeleri rapor edilmistir [103]. Tau
PET c¢alismalari, APOE-¢2'nin Alzheimer hastaliginin gelisimindeki koruyucu etkisinin dncelikle
AP birikimine kars1 direngle baglantili oldugunu kanitlayan benzer bulgular ortaya koymustur
[97]. Bununla birlikte, APOE-¢2 homozigotlugunun tau patolojisini gii¢lendirdigi ve Alzheimer
vakalarinin aksine yasa bagli birincil tauopati riskini artirdigini gostermistir [104].

Bu verilere ragmen, in vivo olarak APOE ve tau arasinda dogrudan bir etkilesim rapor
edilmemistir ve APOE'nin ¢ogu zaman ortamda bulunsa bile tau'nun intrandronal ve aksonal
bolgelere lokalize olma egiliminde oldugu bildirilmistir, ancak kanitlar bunun hiicre dist
boslugunda da bulunabilecegini gostermektedir [105]. APOE genotipinin tau birikimini nasil
etkiledigi mekanizma bilinmemektedir, ancak APOE lipoproteinlerinin temizlenmesinde rol
oynayan LDL reseptorii ve LRPI reseptorlerinin, tau yayilmasini birbirine zit sekillerde
diizenledigi gosterilmistir [106]. Bu durum, APOE genotiplerinin etkisi hakkinda, 6zellikle
APOE-g4'in tau ylkiini nasil etkiledigi konusunda Onemli tartigmalarin devam ettigini

gostermektedir.

2.4. Dogal Oldiiriicii (NK) Hiicreler

Dogal bagisiklik sisteminin 6nemli bir bileseni olan dogal lenfoid hiicrelerin (ILC) bir alt
kiimesidir [107]. NK hiicreleri kemik iligi kokenli, biiyliik graniillii lenfositlerdir bu hiicreler
periferik kan lenfositlerinin %5-15’ini olusturmakta ve karaciger, peritoneal kavite, plasenta gibi
periferik dokularda bulunmaktadir [108].
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NK hiicreleri patojenlere karsi erken konak savunmasini saglayan hedef hiicrelerin (6rn.
enfekte, stresli veya kanserli hiicreler) uyarimu iizerine aktive olabilme ve sitotoksik fonksiyonlar
sergilemenin yaninda dogal ve edinsel immiin yanitlar1 diizenleyen gesitli sitokinler ve kemokinler
[interlokin (IL) -2, IL-12, IL-15 ve IL-18 gibi, interferon gama, IFN-y, Graniilosit-makrofaj koloni
uyarici faktér, GM-CSF ve TNF-a) salgilama kabiliyetinde hiicrelerdir [109-112].

T helper (Th)1 ve Th2 hiicrelerine benzer sekilde insan NK hiicre alt gruplarinin da NK1
ve NK2 olarak iki gruba ayrildigi in vitro ve in vivo ¢alismalarda gosterilmistir. Caligmalar
dolasimdaki NK hiicrelerinin farkli sitokin profillerine sahip efektor NK hiicre alt gruplarina
doniisebilecegini ve farkli enflamatuvar ozellikler kazanabilecegini desteklemektedir. /n vitro
kosullarda IL-12 varliginda kiiltiire edilen NK hiicreleri IFN-y ve IL-10 iiretirken (NK1), IL-4
varliginda kiiltiire edilen NK hiicreleri ise IL-5 ve IL-13 iiretmektedirler (NK2). NK1 ve NK2
hiicre gruplari sitotoksik aktivite bakimindan benzer olmakla beraber, NK1 hiicreleri hiicre yiizey
Fas [CD95 (farklilasma kiimesi - CD)] antijenini NK2 hiicrelerinden daha yiiksek oranda eksprese
ederler ve antijen veya kimyasal indiiklii apoptozise karst daha duyarhidirlar [113, 114].

CD56 (noral hiicre adezyon molekiilii olarak da adlandirilan) dogal 6ldiiriicii hiicrelerin
fenotipik belirtecidir ancak aslinda alfa beta T hiicreleri, gama delta T hiicreleri, dendritik hiicreler
ve monositler dahil olmak {izere ¢ok daha fazla bagisiklik hiicresi tarafindan ifade
edilebilmektedir. CD56 molekiiliiniin {i¢ ana izoformu mevcuttur (NCAM-120, NCAM-140 ve
NCAM-180), hepsi tek bir genden alternatif birlestirme yoluyla iiretilir ve hiicre igi alan
uzunluklari farklilik gosterir. Kemik iliginde hematopoezin meydana geldigi bolgede mezenkimal
stromal hiicreler, digerlerinin yani sira, CD56 igeren yapigsma molekiillerinin ekspresyonu yoluyla
hematopoietik kok hiicreler i¢in nigler saglar ve uzun siireli hematopoezi korur. Tiim bu CD56
eksprese eden hiicre tiplerinde ortak olan, T yardimei 1 sitokin tiretimi ve etkili sitotoksik kapasite
dahil olmak iizere gii¢lii immiin sistemi uyarici islevlerdir [115].

Fey reseptor III (FCyRIII) olarak da bilinen CD16 molekiilii, hedef hiicre ylizeyinede
bulunan immiinoglobulinlerin Fc bdlgesini baglayabilir, bu da NK hiicresinin aktivasyonuna ve
ardindan degraniilasyona ve perforinin salgilanmasina yol agmakta bdylece antikora bagimli
hiicresel sitotoksisite adi verilen bir siirecte hedef hiicrenin parcalanmasiyla sonuglanmaktadir
[116, 117]. CD16 molekiilii, dogal dldiiriicii hiicrelerin, nétrofillerin, monositlerin, makrofajlarin
ve baz1 T hiicrelerinin yiizeyinde bulunan bir farklilasma molekiilii kiimesidir [118]. CD16, sinyal
iletimine katilan FcyRIIIA (CD16a) ve FcyRIIIB (CD16b) Fc reseptorleri olarak tanimlanmistir

[119]. FeyRIIla mast hiicrelerinde, makrofajlarda ve dogal 6ldiiriicii hiicrelerde transmembran
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reseptor olarak eksprese edilirken, FcyRIIIB yalnizca nétrofillerde eksprese edilmektedir.
FcyRIIIA ve FcyRIIB birlikte degraniilasyonu, fagositozu ve oksidatif patlamay1 aktive edebilir,
bu da nétrofillerin opsonize patojenleri temizlemesine olanak tanimaktadir [120]. CD16 molekiilii
CD56%™ periferik kan NK hiicrelerinde eksprese edilmektedir [121]. NK hiicrelerinin sitokin
aktivasyonu ve hedef hiicre uyarimindan sonra yiizey CD16 ekspresyonunda belirgin diisiislere
yol agtig1 gdzlemlenmistir. CD16'mn antikorlarla capraz baglanmasi sonucu CD56%™M NK hiicre
aktivasyonuyla sonuglanmistir; bu, artan IFN-y iiretimiyle korele bulunmustur [121].

Insan NK hiicreleri, CD3 negatif hiicrelerdir, CD56 (ndral hiicre yapisma molekiilii) ve
CD16 (Fcy Reseptor III) proteinlerinin ekspresyonuna bagli olarak siniflandirilirlar. NK hiicreleri
esas olarak CD56™9"CD16~ ve CD569MCD16* NK alt gruplarma ayrilmaktadir [122, 123].
Genellikle iki farkli alt grup olarak kabul edilmelerine ragmen, CD56%™ NK hiicreleri NK hiicre
olgunlasmasiin farkli asamalarini temsil etmekte, bu da CD56”"9"NK hiicrelerinin daha az olgun
oldugunu gostermektedir [124, 125]. NK hiicrelerinin kiigiik bir kismimi olusturan CDS56P19M
CD16" NK hiicreleri, CD56"""CD16~ ve CD56%™CD16" hiicre alt gruplarimin farklilasmasinda
aracilik etmektedir [126]. Ayrica NK hiicrelerinin kiigiik bir kismi1 CD569™CD16~ biyolojik
fonksiyonlarinin yani sira diger alt gruplarla gelisimsel iligkileri heniiz belirlenmemistir [127]. Son
olarak, NK hiicreleri de CD56 ekspresyonundan tamamen yoksun olabilir, ancak bu hiicreler esas
olarak kronik viral enfeksiyonlarda tanimlanmistir [128]. CD56"9" ve CD56%™ NK hiicreleri
insan viicudunda farkli sekilde dagilmistir [129, 130]. CD56""9" NK hiicreleri 6ncelikle ikincil
lenfoid dokular1 ve bagirsak, rahim, karaciger ve bobrekler gibi diger ¢esitli dokular isgal ederken,
CD56%™ NK hiicreleri periferik kan, kemik iligi, dalak ve akcigerlerde baskindir [122, 129]. Her
iki alt grubun lokalizasyonundaki bu farklilik, NK hiicrelerinin go¢ kapasitesi bagli kemokin
reseptorlerinin diferansiyel ekspresyonundan kaynaklanmaktadir [131, 132].

2.4.1. NK hiicre fonksiyonlari

NK hiicreleri, sitotoksik aktivitelerini 2 farkli yolla iletebilirler. Perforin ve granzimler
iceren sitotoksik graniiller salabilirler veya hedef hiicrelerin yiizeyinde sirasiyla TRAIL-R1/-R2
veya CD95/Fas" etkilemek i¢in TRAIL ve/veya Fas ligandini (FasL) ifade ederek 6liim reseptorii
aracili apoptozu indiikleyebilirler [133]. Graniil salgilama yolunda NK hiicreleri, plazma zarindaki
perforin kaynakli gézenekler yoluyla veya endositoz yoluyla hedef hiicreye girebilen litik

graniilleri serbest birabilmektedir. NK hiicre ylizeyindeki bu 6liim ligandlarinin hedef hiicre
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iizerindeki karsilik gelen reseptorleri ile etkilesimi, kaspaz 8 aktivasyonunu igeren dissal yol adi
verilen yol ile hedef hiicrenin apoptozuna neden olmaktadir[134, 135].

Degraniilasyon meydana geldiginde, salgilayici lizozomlar serbest birakilir ve lizozomla
iligkili zar proteini-1 (LAMP-1, CD107a) NK hiicresinin yiizeyine taginir ve antikor baglanmasi
icin erisilebilir hale gelir, boylece degraniilasyon i¢in aktive edilmis NK hiicrelerinin tanimlanmasi
miimkiin olur [136]. NK hiicrelerinin sitotoksik aktivitesini tahmin etmek i¢in ¢esitli yontemler
vardir; 5-(ve-6-)-karboksifluorescein siiksinidimil ester (CFSE) etiketli K562 hiicrelerinin lizi, NK
aracili litik kapasitenin belirlenmesi igin iyi bir yontemdir[137].

Enfekte hiicreler rutin olarak bagisiklik hiicreleri tarafindan tespit edilmek {izere
antikorlarla opsonize edilir. Antijenlere baglanan antikorlar, NK hiicrelerinde ifade edilen FcyRIII
(CD16) reseptorleri tarafindan baglanabilir ve bu da NK aktivasyonu, sitolitik graniillerin
salinmasi ve buna bagli hiicre apoptozu ile sonuglanir [138].

CD56%™ NK hiicreleri yiiksek CD16, KIR, granzim ve perforin ekspresyonu nedeniyle
CD56"19" alt gruba gére sitotoksik etkilidirler [129, 139-141]. NK hiicreleri tarafindan lizizi
tetiklemede rol oynayan en iyi arastirilmis membran reseptorii olan CD16, ADCC yer alan
immiinoglobulin siiper ailesinin bir molekiiliidiir. Uyarilmamis CD56°"9" NK hiicreleri, CD56%™
NK hiicrelerine kiyasla bu sitotoksik molekiilleri daha diisiik seviyelerde eksprese etse de,
aktivasyon iizerine bunlar ayn1 zamanda sitotoksisite sergileme kapasitesine de sahiptir. Ornegin,
CD56""" NK hiicrelerinin IL-12 ve IL-15 gibi sitokinlerle in vitro aktivasyonu, aktive edici
reseptor NKG2D, lenfosit fonksiyonuyla iliskili antijen 1 ve TRAIL yolu aracilifiyla otolog aktive
edilmis CD4" T hiicrelerinin degraniilasyonunu ve 6ldiiriilmesini indiikleyebilmektedir [142-144].
Ek olarak, IL-15 ile uyarildiginda, CD56"9" NK hiicrelerinin biiyiik bir kismi, CD56%™ alt
grublarma benzer sekilde granzim B'yi eksprese edmektedir [140].

Bu sonuglar CD569™ NK hiicrelerinin CD56°"9" NK hiicrelerinden genellikle daha
sitotoksik oldugunu gostermekte, ancak her iki alt grubun sitotoksisitesi hiicrelerin uyarildigi
mekanizmalardan etkilenmektedir [145].

Bu iki tamamlayici sitotoksik yolun yani sira, NK hiicreleri ayn1 zamanda IFN-y, TNF-a
ve diger sitokinleri tiretir [134, 135], bu durum NK hiicrelerinin yalnizca sitotoksik hiicreler degil,
ayni zamanda onemli immiinomodiilator fonksiyonlara sahip oldugunu da gostermektedir [146].
Genel olarak CD56"9" NK hiicreleri, aktivasyon iizerine IFN-y ve TNF-a gibi sitokinleri yiiksek
seviyelerde salgilamakta dolayisiyla hem dogal hem de kazanilmis bagisiklik hiicreleri tizerinde

daha giicli immiin diizenleyici etkileri bulunmaktadir [147-149]. IFN-y, viral replikasyonun
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engellenmesi ve tiimor hiicrelerinin - baskilanmasinin - yan1 sira doku makrofajlarinda
proenflamatuvar ve mikrobisidal yanitlarin uyarilmasi gibi immiinolojik savunmada rol oynar
[150, 151]. Diger yandan TNF-a, immiin modiilasyon, ates, enflamatuvar yanit, timor
olusumunun inhibisyonu ve viriis replikasyonunun inhibisyonu gibi farkli biyolojik siireclerde
onemli roller oynamaktadir [152]. Diger yandan NK hiicreleri, Doniistiirticii biiylime faktori
(TGF)-B sitokinin 6nemli bir kaynagidir ve viral enfeksiyona yanit olarak IL-10un giicli
ireticisidir. TGF-B ve IL-10, insan immiin yetmezlik viritisii (HIV) enfeksiyonunda meydana gelen
immiin diizensizlikle potansiyel olarak iligkili olan 6nemli immiinosiipresif sitokinlerdir[153].

Transforme edici biiylime faktor-beta ti¢ farkli izoformunu (TGFB1, TGFB2, TGFB3)
bulunan ¢ok islevli bir sitokindir. TGF-f proteinleri tim beyaz kan hiicresi soylari tarafindan
uretilmektedir [154]. TGF-B reseptorleri hem tip 1 hem de tip 2 reseptor alt birimlerinden
olusmaktadir. TGF-f'nin baglanmasi iizerine reseptor kinaz tip 2 fosforile olmakta ve reseptor
kinaz tip 1'in aktive edilmesine ve sinyallesme kaskadini baslatilmasina yol agmaktadir [155]. Bu,
bir¢ok bagisiklik hiicresinin farklilasmasinda, kemotaksisinde, ¢cogalmasinda ve aktivasyonunda
islev goren farkli hedef genlerin transkripsiyonunu indiiklenmesi ile farkli alt substratlarin ve
diizenleyici proteinlerin aktivasyonuna neden olmaktadir [155, 156]. Plazmin gibi serum
proteinazlari aktif TGF-f'nin kompleksten salinmasini katalize edmektedir[157]. TGF-B, 6nemli
hiicresel aktivitelerin diizenlenmesinde 6nemli olmasina ragmen, su anda yalnizca birkag TGF-f
aktive edici yol bilinmektedir ve dnerilen aktivasyon yollarinin arkasindaki tam mekanizma heniiz
iyi anlagilmamistir. Bilinen aktive edici yollardan bazilari hiicre veya dokuya 6zgiidiir, bazilari ise
birden fazla hiicre tipi ve dokuda goriilmektedir [158, 159]. Proteazlar, integrinler, trombospondin-
1, pH ve reaktif oksijen tiirleri, TGF-B'y1 aktive edebilen su anda bilinen faktorlerden sadece
birkagini olusturmaktadir [160-163].

Bu aktive edici faktorlerdeki bozulmalarin, enflamasyon, otoimmiin bozukluklar, fibrozis,
kanser ve katarakt gibi c¢esitli komplikasyonlara neden olabilecek diizensiz TGF-f sinyal
seviyelerine yol acabilecegi iyi bilinmektedir [164, 165] Bagisiklik baskilayict fonksiyonlarinin

diizensizligi de otoimmiin hastaliklarin patogenezinde rol oynamaktadir [166, 167].

2.4.2 NK hiicre aktivasyon mekanizmalari
NK hiicreleri tizerinde ifade edilen aktive edici ve inhibitor reseptorler ile hiicre yilizeyine

bagl ligandlar arasindaki hassas etkilesim aktive edici ve inhibitor sinyaller gelismesine neden
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olur. NK hiicrelerinin fonksiyonu, sitotoksisitesi ve sitokin tiretimi, bu gelisen sinyallerin

arasindaki dengeye baglidir[168].
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Sekik 5. NK hiicre aktive edici ve inhibitor reseptorler [169]

NK hiicre reseptorleri yapilarina gére immiinoglobulin siiper ailesi (1g-SF) ve C tipi lektin
siiper ailesi (CL-SF) olarak smiflandirilabilir. 1g-SF, o6ldiiriicii hiicre immiinoglobulin
reseptorlerini (KIR'ler) [170, 171], I6kosit immiinoglobulin benzeri reseptorleri (LILR'ler/LIR 'ler)
[172] ve dogal sitotoksik reseptorleri (NCR'ler) igerir [173]. CL-SF esas olarak oldiirticii hiicre
lektin benzeri reseptorleri (KLR'ler) icermektedir [174].

NK hiicre reseptorleri fonksiyonel siniflandirmaya gore iki tiire ayrilabilir: aktive edici
reseptorler ve inhibitdr reseptorler. Aktive edici reseptorler lic gruba ayrilmaktadir: immiinreseptor
tirozin bazli aktivasyon motifini (ITAM) tasiyan adaptorlerle birlesen reseptorler [oldiiriicii
immiinoglobulin benzeri reseptorleri (KIR), CD16 ve NCR, NKG2D ve farkli yollardan sinyal
veren diger reseptdrler (CD2, 2B4, DNAM-1 (CD226) ve NKp80] [175]. Inhibitdr reseptorler esas
olarak KIR-2DL, KIR-3DL, CD94/NKG2A ve TIGIT' igermektedir[176].

NK hiicrelerinde ifade edilen aktive edici reseptdrler [NKG2D ve dogal sitotoksisite
reseptorleri (NCR) NKp30, NKp44 ve NKp46] genellikle saglikli hiicrelerde bulunmayan (UL16
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baglayict proteinler gibi) stres kaynakli 6z molekiillere baglanmakta bdylece bu hiicrelerin

uyarilmasini tetiklemektedir [177-180].

2.4.3. KAR (Killer-cell Activating Receptor)

NK hiicrelerin plazma membraninda (hiicre zarinda) ¢ok sayida o6ldiiriicii Aktivasyon
Reseptoriic (KAR) bulunmaktadir. Konakg¢r veya doniistiiriilmiis hiicrelerde  NK  hiicre
fonksiyonunu diizenlemek amaciyla, dldiiriicii inhibitor reseptorler (KIR), KAR'lar etkisiz hale
getirerek islev gormektedir. Cogu saglikli hiicrelerde genellikle ifade edilmeyen ligandlari tanir,
ancak hiicrelerin enfeksiyon veya onkojenik doniisiim gibi stresli kosullara maruz kalmasi bu
reseptorlerin ifade artislarina neden olur. Dikkat ¢ekici Ornekler arasinda farkli patolojik
durumlarmm kontrolinde 6nemli bir rol oynayan NKG2D, NKp46 (NCR1) ve DNAM-1
bulunmaktadir[181].

2.4.3.1 NKG2D reseptorii

Oldiiriicii hiicre lektin benzeri reseptor K1 geni tarafindan kodlanan NKG2D, C tipi lektin
benzeri tip II transmembran proteinleri ailesine ait, immiin aktive edici bir reseptordiir. Dogal
oldirtici (NK) hiicreler, degismeyen dogal 6ldiiriicti T hiicreleri, y8 T hiicreleri ve CD8" T
hiicrelerinde eksprese olarak hem dogal hem de kazanilmis bagisiklik yanitlarda ayrica bagisiklik
siirveyansda gorev yapmaktadir [182]. CD4* T hiicreleri genellikle NKG2D eksprese etmez, ancak
ekspresyonu romatoid artrit [183] ve kanser [184] dahil olmak {izere patolojik kosullar altinda
uyarilabilmektedir. Diger bir¢ok C tipi lektin reseptorii gibi, NKG2D de bir dizi hiicre stresi olay1
tarafindan indiiklenen ¢oklu ligandlara (NKG2DL) baglanir [185]. Insanlarda, NKG2DL ailesi iki
MHC smif I iligkili polipeptitten (MIC), yani MICA ve MICB'den ve UL16 baglayici protein
ailesinin alt1 tiyesinden olugmaktadir (1-6) [186].

NKG2D reseptortii, sinyalleme ozelliklerine sahip olmayan ¢ok kisa hiicre i¢i alanlara
sahip, iki disiilfit bagli transmembran proteininin bir homodimerinden olusur. Insanlarda NKG2D
sinyalini iletmek igin yalmizca DAP10 adaptdr molekiilleri ile birlesmektedir [187]. Insan NK
hiicrelerinde NKG2D, CD16 sinyal yoloagini ve antikor bagimli hiicresel sitotoksisite (ADCC)'yi
tesvik etmekte; NKG2D reseptorlerinin bloke edilmesi, NK hiicrelerinin anti-HIV-1 antikoruna
bagl hiicresel sitotoksisiteye aracilik etme yeteneginin azalmasiyla sonuglanmistir [188]. Diger
yandan NKG2D, CD16, NKp46 veya 2B4 yoluyla eszamanli olarak uyarildiginda insan NK
hiicrelerini sinerjistik olarak aktive edebildigi gosterilmistir [189, 190].



21

2.4.4. Toll benzeri reseptor

NK hiicreleri farklt TLR eksprese etmekte ve TLR ligandlari, NK hiicrelerini dogrudan
veya dolayli olarak aktive edebilmektedir. Ozellikle 1990'larin ortalarinda TLR'lerin kesfi, dogal
bagisiklik sistemi tarafindan patojen tanimanin aslinda patern tanima reseptorlerlere (PRR) baglh
oldugunu gostermistir [1]. TLR'ler, patojenle iliskili molekiiler kaliplar1 (PAMP) taniyan ve dogal
bagisiklik tepkilerinin baslatilmasinda kritik rol oynayan en iyi tanimlanmis PRR'lerdir. TLR'ler
hiicre ylizeyinde (TLR1, 2, 4, 5 ve 6) veya endozomlarin i¢inde (TLR3, 7, 8 ve 9) eksprese
edilmektedir [4-6]. Farkli PAMP'larin ayn1 kokenli TLR'lerle etkilesimi, ¢ok sayida hiicre igi
sinyal transdiiksiyonunu indiikleyerek, enflamatuvar sitokinleri, yardimci uyarict molekiilleri,
adezyon molekiillerini ve antimikrobiyal medyatdrleri kodlayanlar dahil olmak {izere, dogal
bagisiklikla ilgili genlerin aktivasyonuyla sonuglanmaktadir [6].

Insan NK hiicrelerinde TLR1-TLR9 mRNA ekspresyonunu inceleyen ¢aligmalarda, TLR1
mRNA seviyelerinin zirve yaptigi, bunu orta seviyelerde TLR2, TLR3, TLR5 ve TLR6 mRNA
ekspresyonunun takip ettigi, TLR9 mRNA ekspresyon seviyelerinin ise diisik veya tespit
edilemedigi rapor edilmistir [191-193]. Farkli NK hiicre popiilasyonlar1 TLR ekspresyonlari
acisindan incelendiginde, CD56"9" NK hiicre alt grubunda TLR2, CD56%™ NK hiicre alt
grubunda ise TLR3 ekspresyonu yiiksek bulunmustur [194].

2.4.4.1. Toll benzeri reseptor 9

Toll benzeri reseptdr 9, TLR ailesinin bir iyesidir [195], patojenden tiiretilmis CpG DNA
veya yapay sentetik metillenmemis CpG iceren oligodeoksiniikleotidler tarafindan aktive edilebilir
[196] ve dogrudan veya dolayli olarak asagi yondeki sinyalleme yoluyla bagisiklik tepkisini
baslatarak patojen istilasina karsi direng gostermektedir [197]. Uzun zamandir TLR9'un yalnizca,
hiicre disindan gelen DNA'nin bir otoimmiin yanitin baslatilmasini engellenmeside rol aldig ve
endolizozomlarda yer alan bir hiicre i¢ci DNA sensorii oldugu diisiiniilmektedir [198]. Ancak
caligmalar, notrofiller [199], B hiicreleri [200] ve hatta eritrositler [201] gibi hiicre zarlarinin
yiizeyinde de TLR9 ekspresiyonu gostermis ve ‘yiizey TLR9’ ad1 verilmistir. Hiicrenin hem iginde
hem de disinda bulunan TLR9 bdélgesi, hiicresel immiin yanitlar1 baglatilabilmektedir. Ayrica
TLR9'un hiicre zarina lokalizasyonu, ‘endozomal TLR9’ aracili sinyal yolaklarinin aktivasyonuna
katkida bulunmaktadir [202]. endozomal TLR9'un hiicre i¢i bolgesi endozomda bulunur ve N- ve

C-terminalleri sirastyla TLR9-N ve TLR9-C olarak adlandirilan 25 16sin bakimindan zengin
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tekrardan olusmaktadir. Eritrositler, yiizey TLR9 vasitasiyla makrofajlar gibi dogal bagisiklik
hiicrelerinin aktivasyonuna aracilik edebilir boylece enflamatuvar durumlarda kendisinin
temizlenmesini hizlandirabilmektedir [203].

Endozomlarda lokalize olan hiicre i¢i metillenmemis CpG DNA ek olarak dsRNA, ssSRNA
gibi viral niikleik asitler TLRO tarafindan taninmaktadir [15]. TLR9™ farelerde, azalan
enflamatuvar yanitin yani sira, akcigerde daha yiiksek ve uzun siireli bir grip yiikiiniin varlig1 ve
bozulmus viral klirens gosterilmistir [204]. Bu nedenle, TLR9'un varlig1 belirli hiicre tiplerinde
ve/veya organlarda konakge1 tepkilerine fayda saglayabilmektedir.

2.4.5. Killer-cell immiinoglobulin benzeri reseptor (KIR)

Oldiiriicii immiinoglobulin benzeri reseptérler (KIR) ve NKG2A, major histokompatibilite
kompleksi (MHC) siif-I molekiillerini taniyan en dnemli inhibitdr reseptdrlerdir. Bu inhibitor
reseptorler, saglikli hiicreleri NK hiicresi aracili sitotoksisiteden koruyan sensorler gibi davranir.
Bu nedenle, MHC sinif-I ekspresyonunun kaybi, viriisle enfekte olmus hiicrelerde ve tlimor
hiicrelerinde siklikla gézlemlenir ve NK hiicrelerinin bu doniistiiriilmiis hiicreleri tanimasina
olanak tanir. NK hiicreleri ayrica MHC sinif-I molekiillerinden bagka ligandlari tantyan inhibitor
reseptorleri de ifade eder. PD-1, TIGIT, LAG-3 ve TIM-3 gibi bu inhibitor reseptorleri, kansere

kars1 immiinoterapdtik stratejiler igin yeni kontrol noktalarini temsil edmektedir [10].

2.4.6. T hiicresi immiinoglobulin ve miisin igeren protein 3 (TIM3) reseptorii

NK hiicre reseptorleri arasinda, hepatit A viriisli hiicresel reseptorii 2 olarak da bilinen T
hiicresi immiinoglobulin ve TIM3, olgun veya tiikenmis bir NK fenotipini karakterize etmenin
yani sira [205] hem inhibitér hem de aktive edici fonksiyonlara sahiptir [3 ,4]. Olgunlagmanin bir
belirteci olarak, TIM-3 ekspresyonunun olgun CD56%™CD16* NK fenotipi ile korele oldugu
gosterilmistir [206].

TIM3'lin 6nemli bir 6zelligi, sitoplazmik kuyrugunda bilinen inhibitor sinyal motiflerinin
bulunmamasidir. Programlanmis hiicre 6limi 1 (PD-1) ve immiinreseptor tirozin bazli inhibitor
motifi (TIGIT) gibi daha 'klasik' kontrol noktasi reseptorlerinin aksine, sitoplazmik kuyrugu,
insanlar ve fareler arasinda korunan bes tirozin icermektedir. TIM-3 ekspresyonu NK hiicrelerine
0zgii degildir, ¢linkii bu reseptdr sitotoksik T lenfositleri, makrofajlar, dendritik hiicreler ve mast
hiicrelerinde de eksprese edilir [207, 208].

TIM3'lin, hiicre dis1 immiinoglobulin V alan1 iizerindeki farkli bolgelere baglanan birden

fazla farkli liganda (galektin 9, fosfatidilserin, antijenle iligkili hiicre yapisma molekiili 1 ve
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yiiksek hareketli grup proteini B1) sahip oldugu rapor edilmistir [209]. TIM-3, ligandlar1 Galektin-
9 ve CD66a baglandiktan sonra NK hiicresinde baskiliyic1 fonksiyonun gelisimine neden
olmaktadir [210, 211]. Calismalar, kronik viral enfeksiyonlar ve farkli kanserlerde NK
hiicrelerinde artan Tim-3 ekspresyonunun NK hiicre tikkenmesi ile iligkili oldugunu gostermistir
[212-214].

Klinik olarak, farkli kanser (akciger kanseri [215], mesane kanseri [216], mide kanseri
[217], 6zofagus kanseri [218], endometrial kanseri [219] ve melanom [220]) &rneklerinde NK
hiicrelerinde TIM-3 ekspresyonu, hastaligin ilerlemesi ve kotii prognoz ile iliskilendirilmistir.
Kanserdeki bulgular, érnegin otoimmiin bozukluklar gibi diger hastaliklarla mutlaka iligkili
degildir; burada NK hiicrelerinde azalan TIM-3 ekspresyonunun daha iyi prognozla iliskili oldugu
gosterilmistir [221].

Calismalar, TIM-3'"tin NK hiicre sitotoksisitesini bozabilecegini [206] veya IFN-y tiretimini
artirabilecegini gdstermektedir [222]. In vitro kosularinda IL-2 ile uyarilan saglikli dondrlerden
alinan NK hiicreleri asir1 TIM-3 ekspresyonu, yiiksek IFN-y iiretimi ve olduk¢a sitotoksik
hiicrelere yol agtig1 gosterilmistir [213]. Ayrica TIM-3 yiiksek ifade eden NK hiicreleri, K562
hedeflerine maruz birakildiginda CD107a iiretiminin artmasina yol agtigint gostermistir [223].
Asagi seviyede ifade edilmis TIM-3'e sahip NK hiicrelerinin daha az sitotoksik oldugunu ve TIM-
3 blokajinin bozulmus fonksiyonu geri getiremedigini gostermisler [224].

TIM-3 blokajinin, T hiicre kaynakli IFN-y {iretiminde artisa neden oldugu gosterilmis
olmasina ragmen [225], PD-1 inhibisyonu ile birlestirildiginde {istiin bir terapdtik etkiye sahip
oldugu gosterilmistir [226]. TIM-3 ve PD-1 ekspresyonunun ¢esitli tiimorlerde, timore bolgesine
infiltre olan lenfositlerin {izerinde pozitif korelasyon gosterdigi bulgularini desteklemektedir
[227]. Benzer bulgular, ¢esitli kanser hastalarindan alinan 6rneklerde NK hiicrelerinde PD-1 ve
TIM-3"lin birlikte ekspresyonunu gosteren ¢alismalarla desteklenmektedir [228, 229].

2.4.7. Lenfosit aktivasyon geni 3 (LAG-3) reseptorii

Lenfosit aktivasyon geni 3 (LAG-3, aym1 zamanda CD223 olarak da bilinir), ¢esitli
biyolojik etkileri olan immiinoglobulin reseptor ailesinin bir iiyesidir ve aaktive insan NK
hiicrelerinde ve T hiicrelerinde tanimlanmistir [230, 231]. Ek olarak LAG-3, B hiicreleri ve
dendritik hiicreler dahil olmak iizere diger bagisiklik hiicreleri tarafindan da ifade edilmektedir
[232, 233]. LAG-3, dort hiicre digi immiinoglobulin siiper ailesi benzeri alana sahip, 498 amino

asitli tip [ bir transmembran proteini olarak tanimlanmistir. Bir bagisiklik kontrol noktasi reseptorii
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olarak Lag-3, Sitotoksik T-lenfosit iligkili protein 4 ve PD-1’¢ [234, 235] benzer sekilde T hiicresi
proliferasyonunu, aktivasyonunu ve homeostazisini negatif olarak diizenlemektedir [231]. LAG-
3, T hiicresi reseptorii-CD3 kompleksi ile iligkilidir ve antijen sunan hiicrelerde eksprese edilen
ana doku uyumluluk kompleksi sinif-1I molekiillerine baglanmaktadir [236, 237].

Yapisal olarak LAG-3, CD4'e benzer, ancak MHC smif II molekiillerine CD4'ten daha
yiiksek bir baglanma afinitesi gostermektedir [238]. LAG-3 ayrica Galektin-3 ve karaciger
siniizoidal endotelyal hiicre lektini dahil olmak iizere timor hiicrelerinde eksprese edilebilen diger
molekiillere de baglanmaktadir [237, 239]. Hodgkin lenfoma, akut miyelositik 16semi ve kronik
lenfositik 16semi hastalarinda yiiksek diizeyde LAG-3 ekspresyonu bulunmaktadir [240-242].
Sitoplazmik kuyrugu, farelerde ve insanlarda ii¢ benzersiz ve korunmus boélgeden olugsmaktadir.
Sakin bir fosforilasyon bolgesi, bir glutamik asit prolin tekrari ve bir KIEELE motifi icermektedir.
Ucii arasinda KIEELE motifi, CD4"* T hiicrelerinde LAG-3'"iin inhibitdr fonksiyonu olarak gérev
yapmaktadir [243]. T hiicrelerinin efektor islevi, LAG-3"in devreye girmesiyle inhibe edildigi ve
LAG-3 blokajiyla gliglendigi saptanmistir [243, 244]. LAG-3, patofizyolojik siire¢lerin bir sonucu
olarak T hiicresi tilkenmesinde rol oynamakta; dolayisiyla PD-1 ile kombinasyonu, T hiicre
fonksiyonunu eski haline getirmek i¢in sinerji olusturmaktadir [245, 246].

LAG-3, aktive efektor CD4 T hiicrelerinde [247] ve 6zellikle aktive dogal ve indiiklenebilir
diizenleyici T hiicrelerinde (sirasiyla nTregs ve iTregs) eksprese edilmektedir. Foxp3 CD25'°% |-
10" tip 1 diizenleyici T hiicreleri ayn1 zamanda LAG-3"ii yiiksek diizeyde eksprese etmektedir [248,
249] ve bunun CD49b" ile birlikte ekspresyonu, tanimlayici bir tip 1 diizenleyici T hiicre 6zelligi
olarak kullanilmigtir [249, 250]. Diger yandan IL-27 ile Treg'lerin uyarmasi, LAG-3"lin
ekspresyonunu indiikleyerek Treg baskilayict fonksiyonu arttirdigi gosterilmistir [251]. Genel
olarak kanitlar, Treg hiicrelerin maksimum baskilama fonksiyonlari i¢in LAG-3 ekspresyonunun
gerekliligini desteklemektedir [252, 253].

LAG-3'lin NK hiicre fonksiyonunu diizenlemedeki rolii heniiz net degildir ve bu nedenle
daha fazla arastirma ve inceleme gerektirmektedir. LAG-3 eksikligi olan farelerden alinan NK
hiicrelerinde, spesifik kanser hiicrelerinin 6ldiiriilmesinde herhangi bir kusur gériilmemistir [254].
LAG-3 antikorlar1 veya ¢oziinebilir LAG-3'iin kullanimiyla LAG-3 yolagmin bloke edilmesi,
insan NK hiicrelerinin sitotoksisitesi tizerinde herhangi bir etkisinin olmadigin1 gdstermektedir

[231, 255].
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2.4.8. immiinoglobulin (Ig) ve tirozin bazh inhibitér motif (ITIM) alanlarina sahip T
hiicresi immiinoreseptorii (TIGIT)

WUCAM [256], Vstm3 [257], VSIGY9 [258] olarak da bilinen TIGIT, immiinoglobulin
stiper ailesine ait ortak bir inhibitor reseptordiir [259]. Bir IgV alani, bir transmembran alani ve bir
immiinreseptor tirozin bazli inhibitér motif icermekedir [260]. Fare modellerinde yapilan
caligmalara gore, TIGIT'in monoklonal antikorlarla bloke edilmesi, NK hiicrelerinin ve T
hiicrelerinin antitiimor ve antiviral aktivitesini arttirmaktadir [261, 262]. TIGIT' ekspresyonunun
NK hiicre aktivasyonunda ve olgunlasmasinin baskilanmasinda hayati bir rolii bulunmaktadir
[260, 263, 264]. TIGIT, farkli mekanizmalar ile dogal ve edinsel bagisiklik tizerinde; T/NK
hiicresinin baskilanmasi, immiinosiipresif dendritik hiicrelerin (DC’lerin) indiiklenmesi, CD226
sinyalinin inhibe edilmesi, Treg'lerin immiinosiipresyonunun arttirilmasi ve Fap2 kaynakli T/NK
hiicrelerinin inhibisyonunun tesvik edilmesi gibi engelleyici etkiler gostermektedir [265].

Ik basta, T hiicreleri iizerindeki TIGIT, T hiicresi reseptdrii (THR) kaynakli aktivasyon
sinyallerini zayiflatarak dogrudan T hiicreleri lizerinde etki gosterebilmektedir. Spesifik olarak
TIGIT, TCR-a zincirinin ve THR kompleksini olusturan molekiillerin asagi regiilasyonunu
indiikleyerek THR'nin ekspresyonunu inhibe edebilmekte, boylece CD8" T hiicrelerinin
cogalmasini ve aktivasyonunu inhibe etmektedir [266]. Ek olarak TIGIT, CD8" T hiicrelerinde
THR'nin indiikledigi p-ERK sinyalini azaltmaktadir [267].

TIGIT reseptoriinii, nektin benzeri ligandlar icin DNAM-1 ile rekabet etmesi nedeniyle
immiinosiipresif etkileri bulunmaktadir. Nektin benzeri ligandin miikemmel bir 6rnegi, TIGIT
molekiiliiniin birincil ligandi CD155'tir. CD155 birgok kanser hiicresi tiiriinde eksprese
edilmektedir [268]. TIGIT'in CDI155 ile birlesmesi, bagisiklik hiicresi fonksiyonunu modiile
ederek Fosfoinozitid 3-kinazlar, Mitojenle aktive olan protein kinazlar ve Niikleer faktor kappa B
(NF-kB) sinyal yollarmi asagi dogru diizenlemektedir [260, 269, 270]. Boylece insan NK
sitotoksisitesini ve sitokin iiretimini onlemekte ve DNAM-1 aracili aktivasyonu i¢in zemin
hazirlamaktadir [271, 272].

T hiicrelerini dogrudan inhibe etmenin yam sira, T hiicreleri {izerindeki Tigit, DC'ler
tizerindeki CD155'e de baglanarak T hiicrelerinin aktivasyonunu dolayli olarak inhibe etmektedir.
TIGIT, DC'ler iizerinde CD155'in fosforilasyonunu indiikler, boylece IL-10 {iretimini arttirarak
DC’ler tarafindan tiretilen IL-12 miktar1 azaltmakta [273].

TIGIT, CD155 ligandlar1 igin CD226 ile rekabet ettiginden, CD226 aracili T hiicrelerinin

ve NK hiicrelerinin ortak uyarilmasimnin bloke edilmesi, TIGIT tarafindan immiinosupresyonun
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gerceklesmesine yardimci olmaktadir [274]. Sitotoksik T lenfositlerin  TIGIT yukari
regiilasyonunun ve CD226 asag1 regiilasyonunun, tiimor uyarimai ile indiiklendigini bildirilmistir.
Bu bulgular, antitimér Sitotoksik T lenfositlerin  yanitinin efektér fazinda T hiicresi
baskilanmasinin yeni bir mekanizmasi oldugunu ileri siirmiistiir [264].

Treg'ler, TIGIT de dahil olmak tizere inhibitor fonksiyonlarini destekleyen ¢esitli inhibitor
reseptorleri eksprese edmektedir. TIGIT, insanlarda ¢ogu Treg hiicreleri tarafindan yiiksek
diizeyde eksprese edilmektedir [275-277]. Melanom hastalarinda Treg'lerin, CD4+ efektor T
hiicreleriyle karsilagtirildiginda TIGIT ekspresyonunun arttigini ve rekabetci ortak uyarici reseptor
CD226 ekspresyonunun azaldigini gosterilmistir [276].

Fusobacterium nucleatum gibi bakteriler, melanom da dahil olmak iizere ¢esitli kanserlerin
timor mikrogevresinde bulunmaktadirlar [278]. F. nucleatum'un, NK hiicresi sitotoksisitesini
inhibe etmek ve T hiicresi aktivitesini baskilamak i¢in Fap2 proteini araciligiyla NK ve T
hiicrelerinde TIGIT ile dogrudan etkilesime girdigi gosterilmistir [279]. Bu mekanizmanin
melanomda immiin kagista rol oynayip oynamadigr kanitlanmamis olsa da, melanomda F.
nucleatum'un varlig1 nedeniyle boyle bir mekanizmanin olasilig1 dislanmamaktadir.

Calismalar, TIGIT'in ¢ocuk felci viriisii ayrica CD112, Nektin-2 reseptorii ve PRR2 olarak
da adlandirilan ¢ocuk felci viriisii reseptorii benzeri 2 ile etkilesiminin, NK hiicre sitotoksisitesini
dogrudan inhibe ettigini gostermistir [260, 280, 281].

TIGIT'in blokaji, NK hiicrelerini miyeloid-tiirevli baskilayict hiicrelerin inhibisyonuna

kars1 direngli hale getirmistir [261, 282].

2.5. Yaslanma Siirecinde NK Hiicreleri

NK hiicre popiilasyonunun 0&zellikleri yaslanma siirecinden etkilenmektedir. Bazi
tutarsizliklar mevcut olmasina ragmen ¢alismalar, yaslanma sirasinda dolasgimdaki NK
hiicrelerinin toplam sayisinda bir artis oldugunu bildirmektedir [283, 284]. CD56"9" NK hiicre
yiizdesinde azalmasina karsilik CD56%™NK hiicre yiizdesinde bir artig gériilmektedir. Ayrica, IL-
2 veya IL-12 ile uyarimi takiben, saglikli yaslilarin dolasimdaki NK hiicre popiilasyonunda belirli
kemokin ve sitokinlerin iiretimi, gen¢ kontrollere kiyasla azalmaktadir [283]. Ancak bu
calismalarda CD56°9" ve CD56%™ NK hiicreleri arasinda herhangi bir ayrim yapilmamustir. Bu
nedenle yaslilardaki NK hiicrelerinin uyariya yanit olarak daha az sitokin ve kemokin salgilayip
salgilamadig1 veya bu etkinin CD56"" NK hiicrelerinin azalan oranindan kaynaklanip

kaynaklanmadig1 belirsizligini korumaktadir. Ayrica, CD56°9" NK hiicrelerinin IL-15 uyarimi
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geng bireylerle karsilasgtirildiginda yasli bireylerde IFN-y ekspresyonunu onemli olgiide
arttirmaktadir [285].

Sitokin ve kemokinlerin degisen iiretiminin yani sira, ¢esitli NK hiicre reseptorlerinin
ekspresyonu da yaslanmadan etkilenmektedir. Hem dolasimdaki CD56™" hem de CD56%™ NK
hiicrelerinde, CD94 reseptoriiniin ve dogal sitotoksisite reseptorleri NKp30 ve NKp46'nin
ekspresyonu yasli kisilerde azalirken, KIR ekspresyonu yalnizca CD56°"9" NK hiicrelerinde arttig
gosterilmisti. DNAM-1 ekspresyonunun ¢ogunlukla CD569™ NK hiicrelerinde yasla birlikte
azaldigr goriilmektedir [286-288]. Bu fenotipik degisiklikler yaslanma sirasinda gozlemlenen
azalmis hedef hiicre tanima ve sitotoksisiteyi ag¢iklayabilmektedir [283]. Sadece hiicre i¢i
degisiklikler degil ayn1 zamanda mikro ortamdaki degisiklikler 6rnegin NK hiicre fonksiyonunun

stirdiiriilmesi i¢in hayati oldugu bilinen IL-2 ve IL-15 seviyelerinde azalma, yaslanma sirasinda

NK hiicrelerinin islevselligini etkileyebilmektedir [283].

2.6. NK Hiicrelerinin Beyne Gocii

Insan beyin parankiminde NK hiicrelerinin varligi hakkinda ¢ok fazla sey bilinmese de,
saglikli fare beyin parankiminde c¢ogunlugu olgunlasmamis CD27¥%s% NK hiicreleri
tanimlanmistir [289, 290]. Bugiine kadar NK hiicrelerinin beyne nasil girebilecegi belirsizligini
korumaktadir. /n vitro deneyler, saglikli dondrlerin NK hiicrelerinin az bir kismini, uyarilmamig
kosullarda bir KBB modeli olarak kullanilan insan beyni mikrovaskiiler endotel hiicrelerini
gecebildigl gozlemlenmistir. Bu, NK hiicrelerinin saglikli insan KBB gecerek beyninin farkli
bolgelerinde yer alabilecegini gostermektedir. Ozellikle, CD56°"9" NK hiicrelerinin bu modelde
KBB gegme kapasitesine sahip oldugu gosterilmistir [149]. CD56°"9" NK hiicrelerinin ¢ogunlukla
periferik dokularda baskin oldugu ve CD56%™ NK hiicrelerine kiyasla CD62L gibi go¢
belirteglerinin daha yiiksek ekspresyonuna sahip oldugu gosterilmistir. Bu bulgular, fare beyninde
CD27Ytksek NK hiicre popiilasyonunun mevcut oldugu bulgusuyla uyum gostermektedir [149, 289].
Ayrica CD56"9" NK hiicreleri tarafindan salgilanan granzim K, endotel yiizeyindeki hiicreler
arast adezyon molekiilii (ICAM)-1 ekspresyonunu dolayli olarak indiikleyerek NK hiicrelerinin
go¢iinii kolaylastirabilmektedir [291].

NK hiicreleri BOS'a BCSFB yoluna ilaveten kan-meningeal bariyer araciligiyla ulastigi
gozlemlenmistir, meninkslerde ise NK hiicrelerinin varligina iliskin sinirli bilgi bulunmaktadir.

Tek ¢ekirdekli RNA dizilimi yoluyla insan leptomeninglerinde NK hiicrelerinin varlig1 gosterilmis



28

ancak NK hiicre alt gruplar1 arasinda ayrim yapilmamustir [292]. Fare beyin parankiminde
cogunlukla olgunlasmamis NK hiicrelerinin varligiyla tutarsiz olarak, insan koroid pleksusunun
¢ogunlukla CD56%™ NK hiicrelerinden olustugu goriilmektedir, ancak bu ayn1 zamanda dokuya
kan sizintisinin bir sonucu olarak gelisebilmektedir [293].

Enflamatuar kosullar altinda, I6kositlerde integrinlerin ve KBB'deki adezyon
molekiillerinin ifadesi artar ve yapisal degisiklikler sonucunda integrinlerin adezyon molekiillerine
olan afinitesi ¢ogalir bu da Idkositlerin KBB boyunca gdgiinii kolaylastirir [294, 295]. In vitro
sartlarda insan beyin mikrovaskiiler endotel hiicreleri IFN-y ve TNF-a ile uyarildiginda, saglikli
donorlerden alinan NK hiicrelerinin daha yiliksek bir oranda yukarida bahsedilen KBB modeli
tizerine go¢ etikleri tespit edilmistir [149]. Benzer sekilde, BCSFB'in bariyer o6zellikleri
noroenflamasyon sirasinda bozulur ve epitel hiicreleri tarafindan kemokin iiretimi artar, bu da
l6kositlerin BCSFB {izerinden gociinii kolaylastirir, ancak bu ¢ogunlukla hayvan modelleri
kullanilarak incelenmistir [295, 296]. Ancak, bildigimiz kadariyla, NK hiicrelerinin BCSFB
modellerine goére go¢ silireglerini tanimlayan herhangi bir arastirma bulunmamaktdir.
Noroenflamasyon ayni zamanda islevsiz bir kan-meningeal bariyer ve bu bariyerde bagisiklik
hiicrelerinin artmasiyla da iligkilendirilmistir [293, 297]. Her bir beyin bariyerinin bariyer
ozellikleri ve hiicresel yapigsma molekiillerinin ekspresyonu, ¢esitli nérodejeneratif kosullardan
farkl sekilde etkilendiginden, NK hiicrelerinin farkli bariyerler tizerinden migrasyonu, hastaliga

0zgli dzelliklere bagl olabilmektedir.

2.7. Alzheimer Hastaliginda Noéroenflamasyon
Noroenflamasyon olarak da adlandirilan CNS'deki iltihaplanma, zararli bir uyarana kars:

kisa siireli bir viicut reaksiyonudur. Noroenflamasyon, beyin hasarmni onarmayr ve beyin
homeostazini diizeltmeyi amaglamaktadir. Bu nedenle, kisa vadeli yararli etkileri bulunmakta,
ancak asirt ve kontrolsiiz néroenflamasyon zararli olabilmektedir [298]. Basta travmatik beyin
hasari, inme, yiiksek yagli diyet, kotiiye kullanilan ilaglara maruz kalma veya yaslanma gibi birgok
faktor noroenflamasyonu tetikleyebilmektedir [299]. Kronik noéroenflamasyon, kronik
ndroenflamasyonun patogenezinin {igiincli ayirt edici 6zelligi haline geldigi Alzheimer hastalig
da dahil olmak iizere bir¢ok ndrodejeneratif hastaligin ortak bir 6zelligini olusturmaktadir [300].
Noroenflamasyon sirasinda, proenflamatuvar sitokinlerin anormal {iretimi, ¢oklu sinyal yolaklarini
tetiklemektedir [301]. Merkezi sinir sistemi (MSS) noroenflamasyonu yonlendiren iki anahtar

hiicre tipi, mikroglial hiicreler ve astrositleri teskil etmektedir [302]. Mikroglial hiicreler, MSS'nin
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yerlesik makrofajlarini olusturmaktadir. MSS'deki hiicre popiilasyonunun %10'unu temsil etmekte
ve patojenik ajanlara veya beyin hasarina karsi birinci basamakta savunmada etkili hiicrelerdir.
Mikroglial aktivasyon, uyaranin tiiriine, yogunluguna ve igerigine bagl olarak degismekte ve
fizyolojik kosullar altinda, genis bir protein ve reseptor dizisi araciligiyla mikro ortami oldukga
dinamik bir sekilde siirekli olarak izlemektedir [303]. Mikroglianin dahil oldugu bazi fizyolojik
roller norojenez, sinaptik baglantilarin ortadan kaldirilmasi ve sekillendirilmesi veya sinaptik
plastisiteyi kapsamaktadir [304].

Mikroglialarin in vivo karisik profiller gosterebilecegine ve ayrica bolgesel olarak
heterojen olabilecegine dair kanitlar mevcuttur [305]. Bir uyarana yanit olarak, mikroglia bir dizi
morfolojik degisiklige maruz kalarak ve yiizey reseptor ekspresyonunda ve proenflamatuvar
sitokinlerin saliniminda bir artisa neden olmaktadir. Bu enflamatuvar siirecin uzamasi, KBB
biitiinliigiiniin korunmas1 dahil olmak iizere mikroglial hiicrelerin homeostatik fonksiyonlarini
tehlikeye atabilmektedir [306].

AP plaklarinin birikmesi, néronal hasara ve dliime yol agabilecek kompleman sisteminin
aktivasyonunu indiiklemektedir. Boylece noronlar, AB'y1 baglayan ve mikroglia tizerindeki C1q
reseptoriinii aktive eden ve AP'nin fagositozunu tetikliyen Clq'yu salgilamaktadir. Ek olarak
astrositler, enflamatuvar sinyallerle uyarilarak Kompleman C3b ve C3a'ya bolinen C3'U
salgilamaktadir. C3a peptidi, periferik bagisiklik hiicrelerinin beyne toplanmasina ve
noroenflamatuvar kaskadlarin baslatmasina aracilik edmektedir [307].

Noroenflamatuvar kaskadlar, mikroglial ‘NLR ailesi pyrin alani igeren 3’ (NLRP3)
enflamatuvarinin aktivasyonuna dayanmaktadir. AR birikimlerinin NLRP3 aktive edebildigi ve
bunun da Alzheimer hastaliginin patogenezine katkida bulunabilen ve biligsel bozukluga neden
olabilen IL-1p ve IL-18 iiretimine yol agabildigi gosterilmistir [308, 309]. AP birikimlerinin ayni
zamanda Alzheimer hastalarinda enflamatuvar aktivasyonun bir sonucu olabilecegi de g6z ardi
edilemez. NLRP3 enflamatuvar aktivasyonunun plakla iligkili mikroglia ile sinirli olmasi,
Alzheimer hastalig1 patogenezindeki roliinii daha da desteklemektedir [308].

Kanitlar, dogal bagisiklik sisteminin Alzheimer hastaliginin patogenezinde ve
ilerlemesinde kritik bir rol oynadigini géstermistir. AP birikintilerinin, TLR'ler gibi yiizey
reseptorleri ile etkilesime girerek mikroglia'yr aktive ettigi one striilmistiir. TLR'ler, sirasiyla
TLR2 ve TLR4 tarafindan tanman bakteriyel peptidoglikanlar ve lipopolisakkarit gibi patojenle
iliskili molekiiler modelleri tanimaktadir [310]. TLR2 ve TLR4'lin ayn1 zamanda Af'y1 tanidig1 da

gosterilmistir [311, 312]. Mikroglial hiicreler aktive edildikten sonra proenflamatuvar sitokinler



30

ve kemokinler tiretmektedir. TLR4 ve IFN-y reseptorlerinin ortak aktivasyonu, biiyiik sinirsel islev
bozuklugu ve noronlarin 6liimii ile sonug¢lanmaktadir. Bu nedenle, TLR4'lin mikroglia'da in situ
aktivasyonu, ndrodejenerasyonu indiiklemek i¢in diger konak¢i bagisiklik hiicrelerinden
eszamanli IFN-y sinyalini gerektirmektedir [313]. Alzheimer hastaliginin erken evresinde
mikroglia, AB'nin fagositozunda ve temizlenmesinde rol oynamakta, ancak Alzheimer hastaligi
ilerledik¢e mikroglia fonksiyonu, fagositik kapasitenin azalmasi, diisiik TLR4 ekspresyonu ve
anti-enflamatuvar sitokinlerin yiiksek tiretimi ile bozulmaktadir [314].

Enflamatuvar aktivasyon ve enflamatuvar sitokinlerin tiretimi ile birlikte graniilositler,
monositler, NK ve T hiicreleri gibi bagisiklik sisteminin hiicresel bilesenleri de néroenflamasyon
patogenezine katilabilmektedir [4, 5]. Dolayisiyla hem dogal hem de kazanilmis bagisiklik
sistemindeki degisiklikler Alzheimer hastalig1 ile iliskilendirilmistir. Hastalik ilerledikge,
Alzheimer hastalarinda bagisiklik sistemi ciddi sekilde etkilenmekte [315], T ve B hiicre
oranlarinda ve fonksiyonlarinda azalma [316] ve proenflamatuvar sitokin iiretiminde bozulma
gortilmektedir [317].

Alzheimer hastaliginda NK hiicrelerinin rolii ilk olarak, Alzheimer gibi norolojik
anormalliklere karsi etKili bir ilag olan Tacrine’nin, Alzheimer hastalarindaki NK hiicre
proliferasyonu ve sitotoksik fonksiyonlar1 iizerinde baskilayict bir etkisi oldugunun
gosterilmesiyle ortaya konulmustur. Bu bulgular sonucunda, NK hiicrelerinin Alzheimer
hastalarinda zararl etkilerinin olabilecegi one siiriilmiistiir [7]. Ek olarak, Alzheimer hastalarinin
klinik oncesi ve prodromal asamalar1 {izerindeki ¢aligmalar hastaligin baslangicindan 2 ay 6nce
NK hiicrelerinin yiizdesinde ve sitotoksik aktivitesinde degisiklikler oldugunu bildirmistir. Bu
periferik NK hiicrelerindeki fonksiyon degisikliklerin, hastaligin erken periferik belirtecleri
olabilecegini diistindiirmektedir [318].

Amiloid beta temizlenmesinde énemli bir rol oynayan mikroglia fonksiyon bozuklugunun
hastaligin ilerlemesinde rol oynadigi kabul edilmektedir. NK hiicreleri makrofajlar ve dendritik
hiicrelerinin aktivasyonunu ve fonksiyonunu diizenleyebilmektedir [319]. 1L-12, IL-15 veya IL-
18 gibi ¢esitli sitokinler, NK hiicrelerinin aktive edilmesi ve IFN-y gibi bir¢ok sitokinin iiretimini
tetikleyebilmektedir [145]. TNF-a ve IFN-y sitokinlerinin islev bozuklugu, oksidatif stresin, hiicre
hasarmin ve doku hasarinin artmasina katkida bulunarak néroenflamasyonu tetiklemektedir [320].
TNF-a bu patolojik siirecin her adiminda 6nemli bir rol oynamaktadir. TNF-a, uyarict ve
engelleyici sinyaller arasindaki dengeyi degistirerek noronlarda eksitotoksik ndron oliimiine

katkida bulunmakta ve hiicrelere kalsiyum akiginin artmasina neden olmaktadir [321, 322]. N6ron
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oliimii, lokal bir enflamatuvar yaniti baslatarak TNF-a ifadesini yiikseltir ve pozitif bir geri
bildirim dongiisii olusturmaktadir [320]. TNF-a ayrica astrositlerde glutamat salinimini ve yeniden
alimimi da diizenlemektedir [323]. Glutamat, mGlutR2 reseptér etkilesimiyle mikroglialardan
TNF-o iretimini uyarmaktadir [320]. TNF-o, kan-beyin bariyerinin bozulmasinda ve
enflamatuvar hiicrelerin ve molekiillerin beyine sizmasinda dnemli bir rolii bulunmaktadir. Kan-
beyin bariyerinde TNF reseptorii-1, ICAM-1 ve vaskiiler hiicre adezyon molekiilii (VCAM)-1'in
artan ekspresyonu hiicresel hasar ve bozulmus bariyer fonksiyonu ile iliskilendirilmistir [324,
325].

Bununla birlikte, IL-12 ve K562 hiicreleri ile uyarilan NK hiicrelerinin TNF-o ve IFN-
v sitokin tiretimi, saglikli donorler ve orta evre Alzheimer hastalarina kiyasla hafif evre Alzheimer
hastalarinda arttigin1 [15] ve sitokinle uyarilan NK hiicrelerinin sitotoksik kapasitesinin daha
yiiksek oldugunu gosterilmistir [10]. NK hiicreleri tarafindan salgilanan TNF-a ve IFN-y
sitokinlerinin, hastalarin bilissel islevleriyle olumsuz yonde iliskili oldugu bulunmustur [326]. EK
olarak IFN-y'nin, néronal kok hiicrelerin azalmis proliferasyonuyla iliskili oldugu [11] ve TNF-
a'nin farmakolojik stratejilerle potansiyel inhibisyonu, Alzheimer hastaliginin nlenmesine ve
demans riski tasiyan kisilerde biligsel islevlerin iyilesmesine yol actig1 belirtilmistir [12]. Ayrica
veriler sitotoksisiteye bagimli Granzim B ve CCR7 bagimli kemotaksis ifadesinin hafif evre
Alzheimer hastalarinda arttigin1 ancak orta evre Alzheimer hastalart hastlarinda artmadigini
gostermistir. Bu durum erken evre Alzheimer hasta periferik kan 6rneklerinde NK hiicrelerinde
gozlenen degisikliklerin NK hiicre aktivasyonuna isaret ettigini diisiindiirmektedir [15].

NK hiicreleri ayrica immiin baskilayici islevlere sahip olan sitokinler (IL-10 ve TGF- ) ve
bagka kemokinler de fiiretebilmektedir [327, 328]. Kontrol denekleriyle karsilagtirildiginda
Alzheimer hastaligi olan hastalarin kaninda ve beyin omurilik sivisinda daha yiiksek TGF-f
konsantrasyonlart bulunmustur [329]. Alzheimer hastaligi semptomlarina ve patolojisine yol acan
norodejeneratif siiregte olasi bir rol oldugu disiiniilmektedir. TGF-B'nin ndronal fonksiyon
bozuklugundaki rolii aktif bir aragtirma alani olmaya devam etmektedir [330]. Coziintir TGF-p,
NK hiicrelerinin yiizeyindeki TGF-BRII ve TGF-BRI heterodimer kompleksi ile etkilesime
girebilmektedir. Bu etkilesim Smads 2 ve 3'in fosforilasyonuna yol acarak [331], sitolitik
fonksiyonun azalmasina ve aktive edici reseptorlerin ekspresyonunun bozulmasia neden olan
diizenleyici bir kademeyi tetiklemektedir [332].

Bagisiklik kontrol noktasi proteinleri veya inhibitdr diizenleyici olarak da bilinen bu

reseptorler, iki ucu keskin kilig gibi islem yapabilir; 6ncelikle bagisiklik tepkisi sirasinda bagisiklik
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homeostazisini koruyarak bagisiklik sisteminin asir1 reaksiyonunu ve doku hasarini 6nlemektedir.
Tersine, bazi hastaliklar 6rnegin kanser hiicrelerinde, bagisiklik denetiminden kagmak igin
bagisiklik kontrol noktalarmin ligandlarmi taklit edebilmektedir [333]. Ayrica bazi kronik
hastaliklarda yol acan mikrobiyal hiicreler, kontrol noktast molekiillerinin asir1 bitimlenmesi
indiikleyerek, immiin sistemin baskilanmasiyla hastaligin ilerlemesini [334] veya bu
molekiillerinin diisiik bitimlenmesi ile immiin sistemin daha etkin ve zarar verici tepkisine yol
acabilmektedir [335]. Bildigimiz kadariyla TIGIT, LAG-3 ve TIM-3 reseptorlerinin AH'daki etkisi
su ana kadar analiz edilmemistir.

Lenfosit popiilasyonu i¢indeki CD3 CD56", CD56°CD16  ve CD56'CD16* NK
hiicrelerinin yiizdeleri, saglikli bireylerle karsilastirildiginda hafif evre ve orta evre olan alzheimer
hastalar ile benzer bulunmustur [15]. Yaslanmayla birlikte CD16 betimlenmesinde herhangi bir
degisiklik bildirilmezken, CD16 ekspresyonunun orta evre alzheimer hastalarinda arttigi ancak
hafif evre alzheimer hastalarinda korundugu gosterilmistir [15].

Alzheimer hastalarinda viral etiyoloji ile tutarli olan NK hiicre disfonksiyonu
kaydedilmistir. Aktive edici reseptdr KIR2DS2 ve inhibitor reseptor KIR2DL2 ve KIR ligandi
olan Insan I6kosit antijeni (HLA)-C1'in kombinasyonu, Alzheimer hastalarinda kontrollere gore
daha sik bulunmustur. Ayrica aktive edici bir reseptor olan KIR3DS1’in daha diisiik bir frekansi
saptnmistir. Birlikte, bu sonuglar Alzheimer hastalarindaki NK hiicrelerinin genel olarak saglikli
bireylerdekinden daha az aktif olabilecegini ve klinik olarak daha diisik Mini-Mental muayene
puanlari ile de iliskilendirilmistir[336].

Hem yasin hem de kalic1 sitomegaloviriis (CMV) enfeksiyonunun, yaslilarda gozlenen NK
hiicre fenotipik ve fonksiyonel degisikliklerine yol actigi belirtilmistir. Diger yandan yash
donoérlerin NK hiicrelerinde CD57'nin betimlenmesi artmaktadir [10]. Bunlunla birlikte CD57*
uzun émiirlii NK hiicrelerinin birikimi CMV ile iliskili oldugu ileri siiriilmistiir [284].

Yapilan bir ¢calismada, aktiflestirilmis NK hiicrelerinin AP plaklarini ortadan kaldirdigini
ve bunun AH'li farelerde davranista belirgin bir iyilesme sagladigini bulunmustur. Bu iyilesme,
fagositik aktivite ve otofaji genlerinin diizenlenmesi nedeniyle mikroglial fonksiyondaki iyilesme
ile iligkili oldugu diistiniilmektedir [337]. Diger yandan baska bir ¢alismada 3xTg-AH farelerinde
NK hiicrelerinin bloke edmesi mikroglia hiicrelerinde, homeostatik benzeri bir morfoloji
sergilemesi ile proliferatif yanitin ve néro-yikici pro-enflamatuvar sitokinlerin ekspresyonununda

azalmmna yol agmistir. Bu c¢alismada amiloid beta konsantrasyonlarini etkilenmedigi ancak
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noroenflamasyonun gerilemesi ile farelerin biligsel islevi ve norojenez fonksyonunda gelismine

neden olmustur[8].

2.8. Apolipoprotein E ve Lenfosit Aktivasyonu

Apolipoprotein E, lenfositlerde eksprese edilmemektedir [338]. Bununla birlikte miyeloid
kokenli hiicrelerden sentezlenen APOE, lenfosit aktivasyonunun ve adaptif immiin yanitin
diizenleyicileridir. Calismalar, APOE ve APOE igeren lipoproteinlerin T lenfosit proliferasyonunu
inhibe ettigini ve in vitro IL-2 aktivitesini azalttigin1 gostermistir [339]. Makrofajlar ve dendritik
hiicreler dahil olmak tizere miyeloid kokenli hiicrelerde ifade edilen APOE, antijen sunumunun
diizenlenmesi yoluyla adaptif bagisikliga katilmaktadir. Ozellikle, APOE eksikligi veya APOE-g4
ifade eden dendritik hiicreler, artmig MHC-II bagimli antijen sunumu ve proenflamatuvar CD4*
Th1 lenfositlerin aktivasyonunu gostermektedir. Miyeloid hiicrelerde endojen APOE-¢4 ifadesi
MHC-I1I antijen sunumunu hangi mekanizmayla arttirdig1 tam olarak agiklanamamuistir. Potansiyel
bir mekanizma, APOE-€3'e kiyasla APOE-g4'lin hiicre i¢gi kolesterolii mobilize etme yeteneginin
azalmasiyla ilgili oldugunu ileri siirmistiir, bu da HLA-DR tarafindan antijen sunumunun
artmasina ve CD4" naif T hiicrelerinin artan polarizasyonuna yol agmaktadir [340]. Hiicre zarinda
kolesterol fazlahgi, makrofajlarda TLR4 sinyalini arttirmaktadir, bu da NFkB'yi aktive ederek
enflamatuvar gen yanitini indiiklemektedir [341].

Apolipoprotein E-g4'lin aksine APOE-£2, LDL reseptori ile kusurlu etkilesimi nedeniyle
CD1d aracil1 lipid antijen sunumunu parakrin bir sekilde bozmaktadir [342]. Ayrica, APOE-£2'nin
makrofajlar tarafindan kusurlu salgilanmasinin antijen sunumunun baskilanmasina neden oldugu
gosterilmigtir [343]. Veriler makrofajlarda enflamasyon arttisin, APOE-g2'nin, bozulmus
kolesterol akis1 ve enflamasyon aktivasyonu bagli oldugunu oysa APOE-g4'iin yiiksek oksidatif
stres nedeniyle ortaya ¢iktigini gostermektedir [344]. Ayrica APOE, Thl hiicre aracili bagisiklik
yanitini asag1 dogru diizenleyebilirmektedir [345]. /n vitro calismalar hem APOE igeren
lipoproteinlerin hem de sentetik APOE peptitlerin, T hiicrelerinde DNA sentezi ve fosfolipid
hacmini azaltarak mitojenle uyarilan T lenfosit proliferasyonunu inhibe edebildigini
gostermektedir [339]. Ayrica IL-2 reseptdriiniin islevini modifiye etme veya hiicre igi sinyal
yollarimni degistirdigi saptanmistir [346].

Apolipoprotein E-nakavt fareler anormal hiimoral ve hiicresel bagisiklik yanitlar
gostermektedir [347]. APOE eksikligi olan farelerde eksojen antijenler tarafindan uyarilan
makrofajlara kars1 T hiicre IFN-y saliniminin arttigi, MHC sinif IT ve CD80 molekiillerinin yukari
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dogru diizenledigi gosterilmistir [348]. Siddetli hiperkolesterolemi, aterosklerotik APOE
tasimayan farelerde otoimmiin yanitlarin Thl'den Th2 efektor tipe gecisini indiikleyebilmektedir
[349]. APO-E-nakavt farelerde, Th17 ile iliskili sitokinlerin (IL-17 ve IL-6) salgilanmasinda ve
transkripsiyon faktorii ‘retinoid-related orphan receptor gamma’ seviyelerinde 6nemli dlgiide artis,
buna karsi Treg hiicrelerinda azalma, Treg ile iliskili sitokinler TGF-B1 salgilanmasi ve
transkripsiyon faktorii ‘Foxp3’ ifadesinde azalma saptanmistir. APO-E nakavt farelerinde
Th17/Treg hiicrelerinin fonksiyonunda diizensizlik gériinmiistiir, bu da APOE islevinin Th17/Treg
dengesizligi tizerinde bir rolii oldugunu disiindiirmektedir [350]. Ayrica IL-17A'nin APOE'si
olmayan farelerin plazma ve dokularinda da yiikseldigi bulunmustur [351].

Fare calismalarinda APOE eksikligi belirli sitokin profillerinde degisiklige yol agmaktadir.
IL-18, IL-2, IL-6, IFN-y, ICAM-1, VCAM-1, monosit kemoatraktan protein-1, NF-xB (p65) ve
inhibitér (I)xBa mRNA diizeylerinde artis ve 1L-4, IL-10 ve GM-CSF mRNA seviyelerinde
azalma saptanmustir [352]. IL-1B, birincil glial hiicreler ile kiiltiir edildiginde, hiicre disi APOE
proteininde belirgin bir artisa neden olmakta [353], bununla birlikte, IFN-y, post-translasyonel
modifikasyon yoluyla hiicre igcinde APOE'nin bozulmasini1 6nemli 6lgiide artirmakta ayrica insan
makrofajlarinin ve insan akut monositik 16semi hiicre hatt1 hiicrelerinin siipernatanlarinda APOE
birikimini inhibe ettigi gosterilmistir [354].

Apolipoprotein E 'nin CD1 molekiilleri tarafindan NKT hiicrelerine lipid antijen sunumunu
kolaylastirdig1 i¢in otoimmiin hastaliklarda dnemli role sahip oldugu diisiiniilmektedir [355]. CD1
molekiilleri (insanlarda CD1a-d ve farelerde CD1d), yapisal olarak MHC smif I molekiillerine
benzer iken islevsel olarak MHC siif II molekiillerine benzemekte boylece APOE molekiilleri
etkili oldugu bir siiregte lipid antijenlerini NKT hiicrelerine sunabilmektedir. TCR vasitasiyla
CDl1'e baglandiktan sonra, naif NKT hiicreleri, yiiksek miktarlarda IFN-y ve 1L-4 salgilamakta ve
bagisiklik yanitlarinin diizenlenmesinde kritik bir rol oynamaktadir [356]. Baska bir ¢alismada, B
hiicrelerinin, lipid antijen sunumu i¢in APOE-aracili yolaklarin1 dendritik hiicrelerden daha
verimli sekilde kullandig1 gosterilmistir [342].

Apolipoprotein E'nin TLR4 ve TLR3 aracil1 sinyallemeyi ve IL-12 iiretimini segici olarak
diizenledigi ve IL-12 iiretimini modiile ederek Thl immiin yanit1 baskilayabildigi gosterilmistir
[357]. Ayrica, APOE, lipopolisakkariti (LPS) notralize edebilmekte boylece enflamatuvar yanitlar
azaltarak LPS'nin toksik etkisini diigiirebilmektedir [358]. Bu gozlemlerin fizyolojik 6nemi, APOE
eksikligi olan farelerde endotokseminin indiiklenmesiyle Klebsiella pneumoniae enfeksiyonuna ve

yaygin kandidiyazin artan duyarliligini gosteren g¢alismalarla vurgulanmaktadir [359]. Ayrica



35

APOE cksikligi olan farelerde Listeria monocytogenes'e [360] ve ayrica tiiberkiiloza [361] kars1
bozulmus bagisiklik yanitlar saptanmistir. immiinoregiilasyonda APOE izoformu tercihi belirgin
olmamakla birlikte, APOE-e4'iin herpes simpleks viriisii ile enfekte bireylerde daha fazla
bulunmasi1 [362] ve APOE-¢4 aleline sahip HIV-pozitif hastalarda firsat¢r organizma
enfeksiyonuna karsi artan duyarlilik, APOE-¢4'iin in vivo olarak lenfosit immiin yanitin
baskilamasinda daha az etkili oldugunu diisiindiiren kanitlar saglamistir [363]. Birlikte ele
alindiginda, in vitro ve in vivo veriler, APOEnin enflamasyona karsi lenfosit yanitlarini
baskilamada etkili oldugunu gostermektedir.

Apolipoprotein E-nakavt farelerde, tiimor gelisimi ve metastaz {izerine inhibitor etkisi, NK
hiicrelerinin enfiltrasyonunun artmasiyla iliskilendirilmistir. Bu APOE-nakavt farelerin NK
hiicrelerinde, diger kontrol grubundaki APOE igeren farelere gore daha fazla sitotok etki, daha
yiikksek Granzyme B, Fas Ligand, IFN-y, TNF-0, NKG2D, NKp46 ve DNAM-1 betimlenmesi
gosterilmistir. TREM-1, NK hiicreleri tlizerinde betimlenen bir proenflamatuvar aracidir ve
sitotoksisite islevi ile iligkili oldugu bilinmektedir. APOE-nakavt farelerde, NK hiicrelerinin
TREM-1'e bagli anti-timor aktivitesinin arttigi gosterilmistir [364]. APOE izoformlariin
bagisiklig1 etkiledigi kesin mekanizmalar belirsizdir ve bu mekanizmalar1 dogrulamak i¢in daha

fazla ¢alismaya ihtiyac vardir.

2.9. Apolipoprotein E Izoformlarmin Néroenflamasyon Uzerindeki Rolii

Mikroglia ve astrositler beyindeki enflamasyonun ana modiilatorleri olmakla birlikte, ayni
zamanda beyinde ana APOE kaynaklaridir. Glial kiiltiirlerde APOE eklenmesi, LPS kars1 glial
aktivasyonun baskilanmasina yardimei oldugu ve APOE'nin koruyucu bir anti-enflamatuvar yanit
sagladigi gosterilmistir [365]. Caligmalar, bu anti-enflamatuvar yanitin c-Jun N-terminal kinaz’in
kademeli inhibisyon yoluyla etkili oldugunu desteklemektedir [366].

APP'nin APOE-¢4 varliginda mikroglia'y1 aktive edebildigini ve norotoksik molekiiller
tiretebildigini, ancak APOE-¢3'lin bu aktivasyonu 6nleyebildigi de gosterilmistir [367]. Amiloid
beta temizlemede en az etkili olan ve Alzhemier hastalig1 riskini artiran APOE'nin €4 alel ile
KIR2DS2/KIR2DL2/C1 kombinasyonunun iliskili oldugu ve genel olarak Alzhemier hastalarinda
(%40,4) kontrollere (%14) kiyasla daha sik bulundugu saptanmistir. Ek olarak
KIR2DS2/KIR2DL2/C1 kombinasyon varliginda, HHV-6A enfeksiyonu APOE-g4 mRNA

sentezini arttirdig1 gozlemlenmistir [336].
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Hayvan c¢alismalarinda, izoformlarin yami sira bir biitin olarak APOE'nin
néroenflamasyonu nasil etkiledigi arastirilmistir [368]. Insan APOE-e4 izoformunu (e4/3-c4/4)
betimleyen fareler APOE-€3 izoformunu (€3/3) veya APOE-€2 izoformunu (€2/3-€2/2) ifade
edenlere karsilastirildiginda, aktive T hiicrelerinin dolagimda arttigi gézlenmistir. Bu artigin,
APOE-¢4 betimleyen dendritik hiicrelerin artan antijen sunumundan kaynaklandigi bildirilmistir
[340].

APOE iceren ve APOE icermeyen APP fare modellerine aralikli olarak LPS uygulandigi
caligmada, APOE varliginda farelerde gliozis ve AP birikimi saptanmis ve bdylece APOE'nin
noroenflamasyon arttisinda bir rolii oldugu iler isiirtilmiistiir [368]. APOE izoformlarina ve
enflamatuvar yanit tizerindeki spesifik etkinin incelendigi ¢alismada, insanlagtiritlmig APOE-£3 ve
APOE-¢4 pozitif farelere aralikli ve kronik olarak LPS uygulanmis bunun sonucunda APOE-¢4
farelerinin beyinlerinde bulunan TNFa ve IL-6'da énemli bir artis gézlenmistir. Arastirmacilar
daha sonra kiiciik bir APOE-benzeri peptidin enflamasyon tizerindeki etkisini incelemisler ve
enflamasyonda onemli bir azalma saptamislardir. Bu sonuglar APOE izoformlarinin beyindeki
enflamasyonu etkiledigi ve eksojen APOE'nin bu etkileri tersine ¢evirme potansiyeline sahip
oldugunu gostermektedir [369]. Ayrica APOE, makrofajlar tarafindan TNF-o ve IL-1p gibi
proenflamatuvar sitokinlerin tiretimini izoforma 6zgii bir sekilde (E2 > E3 > E4) baskilamaktadir
[370]. insan rekombinant APOE ile néronglial hiicrelerin birlikte inkiibasyonu ve doza bagli LPS
uyarimina yanit olarak TNF-a'nin glial sekresyonunu bloke etmistir (APOE-¢3 > APOE-g4) [365].

Makrofajlarin GM-CSF ve IFN-y gibi sitokinler ile uyarim: sonucu, APOE sekresyonunda
3-5 kat azalma go6zlenirken, TNF-a ve IL-1p igin bu oran 2 kat diisiis seklinde sonug¢lanmistir. Bu
sitokinler tarafindan APOE sekresyonundaki azalmanin aksine, TGF-f ile uyarilan makrofajlar,
kontrollerden 3 kat daha fazla miktarda APOE salgiladi gézlemlenmistir [371]. TGF-B1, APOE
ile benzer yapi igerir ve APOE-€3 izoformunu igeren lipoproteinler, APOE-g4 icerenlere gore daha
yilksek TGF-B seviyelerine ve biyoaktiviteye sahip oldugu belirtmistir. TGF-f'nin farkl
lipoprotein tipleri ile baglantisi, ateroskleroz ve Alzhemier hastaligi gibi hastaliklara faydali
etkileri olabilecegi diisiiniilmektedir [372].

Insanlastirilmis APOE-£3 ve APOE-¢4 fare modellerini kullanan baska bir ¢alisma, APOE
izoformlarinin mikrogliadan iiretilen nitrik oksit tizerinde diizenleyici rol oynadigini gostermistir.
APOE-&4 pozitif mikroglianin APOE-¢€3 tasiyan mikroglia’ya gore dnemli 6l¢iide daha fazla nitrik
oksit saldigini ve bunun APOE-e4 fare beyinlerinde zararli etkilere neden olabilecegini

gostermislerdir [373].
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Cok sayida ¢alisma kemirgen modelleri, insan kaynakli iPS hiicreleri ve birincil kemirgen
kiiltiirleri dahil in vitro modelleri ve ayrica insan biyolojik 6rneklerinden alinan veriler APOE ile
iligkili patolojileri tasvir etmek i¢in kullanilmistir. Calismalarin ¢ogu, bu deneysel paradigmalar

arasinda izotipe 6zgli uyumunu gostermektedir (Sekil 6).

Alzheimer deneylerinde APOE

izoformlarina gore farkli .
faktorlerin etkinligi ! m

AB Yuku E4>E3>E2 E4>E3>E2 7 E4>E3>E2
insdlin Sinyali E4>E3>E2 E4>E3>E2 E4>E3>E2
Noéronal Toksisite E4>E3>E2 E4>E3 E4>E3>E2
Glukoz Metabolizmasi E4>E3>E2 E4>E3>E2 . E4>E3>E2
Sinaptik Fonksiyon E4A>E3>E2 E4>E3 EA>E3>E2
Enflamasyon E4>E3>E2 E4>E3>E2 . E4>E3>E2
Tau aracili E4,E2>E3 E4>E3 E4~E3~E2
Norodejenerasyon
KBB BiitinliiZi E4>E3=E2 E4>E3>E2 ' E4>E3~E2
Serebrovaskiler Fonksiyon E4>E3>E2 E4>E3 E4,E2>E3
Lipid Taginmasi E4>E3>E2 E4>E3 E4>E3>E2
Baglanti Aglari E4>APOE N/A . E4>E3~E2
Otofaji/endozomlar E4>E3 E4>E3 E4>E3
Plazma lipitleri E4~E2 N/A E4~E2
Obezite E2>E4 N/A E4~E2
Noroenflamasyon E4>E2 N/A E4>E2
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Sekil 6. Alzhemier hastaligi insan olgulari, fare modelleri ve in vitro hiicre kiiltiir modeli. APOE,
Alzheimer hastaliginda rol oynayan birgok faktdriin etkinligini izoform bagimli bir sekilde etkilemektedir. Fare ve in
vitro modellerde mevcut arastirma verileri insan hasta klinik ¢alismalari ile kargilagtirilmustir.

3. GEREC VE YONTEM

3.1. Calisma Gruplan

Hasta ve kontrol gruplarna ait heparinli periferik kan &rnekleri, istanbul Universitesi
Istanbul T1p Fakiiltesi Noroloji Anabilim Dali, Davranis Norolojisi polikliniginden takipli goniillii
Alzheimer hastalarindan (n=17) ve cinsiyet, yas uyumlu saglikli bireylerden (n=8) se¢ilmistir.
BOS biyobelirtegleri ile Alzheimer patolojisi gosterilmis hafif ve orta evre Alzheimer hastalar
klinik demans o6lgegi kutu toplam skorlar1 (CDR=3 ve altinda olan hastalar) hesaplanarak
calismaya dahil edilmistir. Caligmaya dahil edilen tiim olgular; bilgilendirilmis onam formunu
imzalamis, 60 yas {izeri ve son 2 ay igerisinde COVID-19 ge¢irmemis ve/veya son asilanma tarihi

iizerinden en az 2 ay ge¢cmis bireyler arasindan se¢ilmistir.

3.2. Dahil Edilme Kriterleri
Alzheimer hasta grubunun dahil edilme kriterleri;

BOS biyobelirtegleri ile Alzheimer patolojisi gosterilmis olan hastalar klinik demans
derecelendirme dlgegine (CDR) gore 2 alt gruba ayrilmistir. Hafif (n=7) ve orta-ileri derecede
biligsel bozuklugu olan hastalar (n=10) calismaya dahil edilmistir.

e 060 yas lizerinde olmak,
e Goniilliliik esasini kabul eden kisiler ¢alismaya dahil edilmistir.

Saglikli kontrol grubunun dahil edilme kriterleri;
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e 60 yas lizerinde olmak,

e Goniilliliik esasin1 kabul eden kisiler ¢alismaya dahil edilmistir.

3.3. Gruplara Gore Dislanma Kriterleri
Alzheimer demansi olan hasta grubu i¢in dislama kriterleri,

e Bilinen baska bir ndrolojik/psikiyatrik hastaliginin olmasi,

e Gegirilmis ciddi kafa travmasi veya beyin ameliyat1 6ykiisii olmast,

e Hastanin calismaya katilmasini engelleyecek ciddi biligsel bozuklugu, mental retardasyonu
veya afazisi olmasi,

e Alzheimer hastaligt disinda bir demans tanist almis olmasi (Vaskiiler bilissel
bozukluk/demans, Lewy cisimcikli demans, karma demans gibi),

e Hipertansiyon, hiperlipidemi, tip 2 diyabet ve yagli karaciger hastaligi haricinde kronik
hastaliklarinin (tipldiyabet, karaciger sirozu, kalp yetersizligi, kronik bobrek yetersizligi,
malignite, otoimmiinite, kronik enflamatuvar hastaliklar, kronik obstriiktif akciger
hastaliklari, immiinsupresif ila¢ kullananlar) olmasi,

e Sistemik hastalig1 olmasi,

e Son 3 ay icerisinde immiinsiipresif ila¢ almis olmasi,

e Son 3 ay icerisinde enfeksiydz hastalik gecirmis olmasidir.

Saglikli goniilliilerin dahil edilmeme kriterleri,
e Sistemik ve ndrolojik hastalig1 olmak,
e Son 3 ay icerisinde immiinstipresif ilag almis olmak,

e Son 3 ay icerisinde enfeksiydz hastalik gecirmis olmasidir.

3.4. Geregler
3.4.1. Cihazlar
Istanbul Universitesi, Aziz Sancar DETAE 1mm1'inoloji Anabilim Dali’nda bulunan ve

calisma sirasinda kullanilan cihazlarin listesi Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1: Cihaz listesi

Cihaz Marka Mense
Akan Hiicre Olger NovoCyte (ACEA-D3005) ABD



Buz Dolab1
Santrifiij

Invert Mikroskop
Kan Sayim Cihazi
Pipet - 1000pl
Pipet - 100ul
Pipet - 10pul
Inkiibator (Etiiv)
Steril Kabin

3.4.2. Kimyasallar

Beko

Niive

Zeiss

Rayto
Gilson
Gilson
Gilson

Niive

Thermo Fisher

Tiirkiye
Tirkiye
Almanya
Cin
ABD
ABD
ABD
ABD
Tiirkiye
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Hiicre kiltiirii ¢alismalarinda kullanilan reaktif ve ¢ozeltiler markalar1 belirtilerek Tablo

3.2’de listelenmistir. Hiicre besiyeri olarak zenginlestirilmis-RPMI-1640 kullanilmistir.

Tablo 3.2: Reaktif ve ¢ozeltiler listesi

Reaktif ve cozeltiler
Fikol Soliisyonu
Lizis Cozeltisi
PBS (Fosfat Tampon Tuz Cozeltisi)
RPMI-1640

Intracellular Staining Perm Wash Buffer
(10X)

Cell Stimulation Cocktail

L-Glutamin

Recombinant Human TGF-p1
Streptomisin ve penisilin

3.4.2.1. RPMI-1640

Marka
eBioscience
BD Bioscience
Sigma-Aldrich
Gibco Life
Technologies
BD Bioscience

Biolegend
Gibco Life
Technologies
Biolegend
Gibco Life
Technologies

Mense
ABD
ABD
ABD

Birlesik Krallik

ABD

ABD
Birlesik Krallik

ABD
Birlesik Krallik

Kiiltiir deneylerinde besi yeri ortami olarak kullanilan Roswell Park Memorial Institute
kiiltir ortam1 (RPMI-1640) (Gibco, Life Technologies, UK) antibiyotik, antimikotik ve
zenginlestirme maddeleri eklenerek in vitro deneylerde kullanilmistir. RPMI-1640 (500 ml, Gibco,

Life Technologies, UK) tizerine, 56°C su banyosunda 30 dakika siireyle inaktive edilmis steril

fotal sigir serumu %10 (50 ml, Bio Concept, Switzerland), 5 ml 100X penisilin / streptomisin

karigimi  (Gibco, Life Technologies, UK), 5 ml 100X kanamisin ¢ozeltisi (Gibco, Life
Technologies, UK), 5 ml 100X MEM vitamin ¢ozeltisi (Gibco, Life Technologies, UK), 5 ml 200

mM L-glutamin ¢ozeltisi (Gibco, Life Technologies, UK), 5 ml 100X MEM non esansiyel amino
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asit ¢ozeltisi (Gibco, Life Technologies, UK), 5 ml 100 mM sodyum piruvat MEM ¢ozeltisi
(Gibco, Life Technologies, UK) eklenen RPMI-1640 zenginlestirilmis RPMI-1640 olarak

isimlendirilmistir.

3.4.2.2. PBS (Fosfat tampon tuz ¢ozeltisi)
PBS (Sigma-Aldrich, ABD), izotonik bir ¢6zelti (pH=7.4) olma 6zelliginden dolayi, hiicre

stispansiyonu hazirlama ve hiicre yikama gibi islemlerde kullanild.

3.4.2.3. Lizis ¢ozeltisi

Eritrositlerin patlatilmast amaciyla kullanilmaktadir. 10X konsantrasyona sahip olan ve
< %15 formaldehit ve < %50 dietilen glikol iceren FACS Lysing soliisyonu (BD Bioscience, San
Jose, ABD) 1:10 oraninda distile su ile diliie edilerek kullanima hazir hale getirilir ve oda

sicakliginda muhafaza edilir.

3.4.2.4. Hiicre kiiltiir uyaranlar: aktivasyon kokteyli ve rekombinant insan TGF-p

Periferik kan CD3" T, NK ve NK hiicre alt gruplarinda hedef hiicre reseptor profili ve hiicre
ici sitokin seviyelerini saptamak amaciyla kiiltiir ortaminda rekombinant insan TGF-f ve hiicre
aktivasyon kokteyli uyaran olarak kullanilmistir.

Optimize edilmis hiicre uyarim kokteyli (Biolegend, San Diego, California, ABD) DMSO
icinde (500X) forbol-12-miristat 13-asetat 40,5 uM (25 ug/mL) ve ionomisin 669,3 uM (500
ug/mL) icermektedir. Hiicre i¢i sitokin seviyeleri normal sartlarda diisiik seviyelerde oldugu igin
hiicreler PMA ve iyonomisin ile uyarilmaktadir.

Rekombinant insan TGF-B uyaran1 (Biolegend, San Diego, California, ABD), Ala279-
Ser390 amino asidi, Cin hamster yumurtalik hiicrelerinde sentezlenmistir. TGF-f hiicre biiylimesi
ve sag kalimi, hiicre farklilagmasi ve doku gelisimi, enflamasyon, bagisiklik, hematopoez ve doku
yeniden sekillenmesi ve onarimi dahil olmak iizere ¢esitli biyolojik siireclerde 6nemli roller
oynaymaktadir. TGF-p sitokininin daha dnce NK hiicre ¢ogalmasini, reseptor ekspresyonunu ve
sitotoksik aktiviteyi azalttig1 bildirilmistir. Diger yandan, Alzhemier hastaliginda NK hiicrelerinin
bloke etmesi gibi ¢alismalar veya bu hastalikta kullanilan ilaclarin NK hiicre fonksyonlarinin
azalimi ile korele bulunmasi c¢alismamizda, Alzheimer hastalarinda NK hiicre inhibitor
reseptorlerinin hangi yonde diizenlendigini degerlendirmek ve olasi ekspresyon bozuklugunun
hiicre fonksiyonu ve hastalik prognozu iizerine etkisini saptamak amaciyla inhibitor etkisi olan

TGF-B sitokini se¢ilmistir.



3.4.3. Antikorlar
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Hiicre yiizey ve hiicre i¢i proteinlerin saptanmasi ve hiicre gruplarimi belirlemek igin

kullanilan antikorlar Tablo 3.3 ve 3.4 de Ozetlenmistir. Hiicrelerin fenotipik profilinin

belirlenmesinde kullanilan florokrom isaretli antikorlar farkli konsantrasyonlarda denenerek her

antikor i¢in uygun titrasyon miktar1 belirlenmistir. Bunun igin her antikorun data sheatinde

belirtilen miktar baz alinmis, miktarlar kademeli olarak azaltilarak (6rn: 5 ul, 2,5 ul, 1 ul) tiiplere

eklenmesini takiben birer damla pozitif ve negatif BD F: 2

eklenerek titrasyon tiipleri hazirlanmigtir. On dakika i

cihazinda degerlendirilerek MFI degerlerine gore kullani]
amagla, tic doz seklinde belirlenen antikorlar miktarlar

kompanzasyon panelinde tek tek okutularak pozitif mx

1.2

SSC-H (10%)

0.6

antikorlarin pozitif mean degerleri, en yiliksek antikor doz

antikor dozuna gore mean pozitif degeri %30'un altindao <

edilebilir antikor degeri olarak secilmistir ve proj

kompanzasyon matrix hesaplamasi yapilmstir (Sekil 7).
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Sekil 7. Antikor titrasyonunda MFI % degerleri (LAG-3)

Tablo 3.3: Hiicre yiizey boyamasinda kullanilan antikorlar

Monoklonal Renk Klon Firma Her test
Antikor icin
kullanilan
miktar

CD366 (TiM-3) Brilliant F38-2E2 BIOLEGEND 2,5 uL
Violet 510™

CD223 (LAG-3) FITC 11C3C65 BIOLEGEND 2,5 uL

CD16 Brilliant B73.1 BIOLEGEND 2,5 ulL
Violet 421™

CD56 (NCAM) Brilliant 5.1H11  BIOLEGEND 2,5 uL
Violet 650™

CD3 PE/Cyanine5 UCHT1 BIOLEGEND 3uL

CD289 (TLR9) APC S16013D BIOLEGEND 2,5 uL

TIGIT(WUCAM) BV711 741182 BD 3uL

CD314 (NKG2D) BV786 1D11 BD 3uL

Tablo 3.4: Hiicre i¢i sitokin boyamada kullanilan antikorlar

Monoklonal Renk Klon Firma Her test icin
Antikor kullamilan
miktar
IFN-y PE/Cyanine? 4S.B3 BIOLEGEND 2,5 uL

TNF-a Alexa Fluor® 700 MAb11  BIOLEGEND 3uL

43
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3.5. Periferik Kan Mononiikleer Hiicre (PKMH) izolasyonu

Heparinli tliplere alinan 10 ml periferik vendz kan Ornegi, 1:1 oraninda PBS ile
seyreltildikten sonra, 50 ml'lik konik tabanli bir falcon tiipiine, oda sicakligindaki steril fikol
(Biochrom AG, Berlin, Germany; yogunluk: 1,077 g/ml) iizerine, pastor pipeti kullanilarak 1:1
oraninda dikkatlice eklenmistir. Bu islem sirasinda, Biocoll ile seyreltilmis kan Orneginin
karigmamasina ve iki sivinin ayri katmanlar halinde kalmasina 6zen gosterilmistir.

Orneklerin 2000 devirde, 20 dakika ve +20°C'de santrifiijiinii takiben, kan-PBS karisiminin
en ustte kalan plazma kismi1 pastor pipeti ile uzaklastirildiktan sonra PKMH'lerin bulundugu, fikol
ile plazma arasinda ince bir tabaka halinde gozlenen beyaz bulutsu katman pastor pipeti ile
toplanarak 15 ml'lik konik tabanli steril falcon tiipiine alinmistir. Uzerine 15 ml'ye tamamlanacak
sekilde steril PBS ¢ozeltisi eklendikten sonra tiipler, 2000 devirde 10 dakika ve +8°C'de santrifiij
edilmistir. Santrifiij sonrasi {ist stvinin uzaklastirilmasi ile elde edilen PKMH'lerin iizerine tekrar
15 ml steril PBS eklenerek 5 dakika 1250 devirde ve +4°C'de ikinci kez yikama islemi yapilmistir.

Yikama sonrasi Ust sivilari uzaklagtirllan PKMH'lerin {izerine 2 ml zenginlestirilmis
RPMI-1640 medyumu eklenerek hiicre sayimi asamasina gecilmistir. Bu amagla, 20 pl PKMH
hiicre siispansiyonu, 20 pl tripan mavisi boyastyla karistirildiktan sonra, tripan mavisinin yalniz
olii hiicreleri boyama 06zelliginden yararlanilarak Neubauer Sayma Kamaras1 yardimiyla 151k

mikroskobunda 1 ml'de bulunan canli PKMH sayis1 hesaplanmistir.

3.5.1 Hiicre yiizey molekiilleri ve hiicre ici sitokin tayini

PKMH’ler, 24 saat siireyle rekombinant insan TGF-f uyaran1 (Biolegend, San Diego,
California, ABD) 200 pg/mL stok konsantrasyondan 1:100 kullanilarak 500 pl hacim igin 5 pl
olarak (2 pg/mL) kullanilmustir.

Bu doz i¢in oncelikle PKMH’ler farkli 2 doz TGF- ile (1 pg/mL ve 2 pg/mL) 24 ve 48
saat uyarilmistir. Kontrol olarak uyarimsiz PKMH kullanilmigtir. 48 saat TGF-B uyarim
sonucunda NK hiicrelerin 6liimii diger uyarimsiz ve 24 saat uyarim kosuluna gore arttigin1 ve NK
hiicre immiinprofillerin diisiik ifade diizeyleri gosterdigi saptanmistir. Ancak 24 saat siireyle TGF-
B uyarimi kosulunda NK hiicre sag kalimi ve immiinprofil ifade diizeylerinin uyarimsiz kosuluna
gore benzer bulunmasidan 6tiir TGF-f uyarim dozunun artirilmasima karar verilmistir. 500 pl
hacim i¢in 5 pl olarak (2 pg/mL) kullanilan TGF-B uyarimi konrol kosuluna gore hedef reseptorler

ve hiicre ici sitokinlerde belirgin ekspresyon degisimlerine yol actig1 saptanmistir. Farkl iki doz



45

uyarimi karsilistirildiginda 2 pg/ml TGF-p uyariminin 24. saatte etkili oldugu saptandi ve biitiin

deneylerde bu doz ve zaman kullanilmistir (Sekil 8).
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Her mL hiicre siispansiyonu basima 2 puL (1/500 diliisyon) hiicre uyarim kokteyli eklenerek
4 saat boyunca kiiltir edildikten sonra uyarilan hiicreler tiiplere alinip iizerlerine 2 ml PBS
eklenerek 1800 devirde 10 dakika santrifiij edildi, Gist sivilar uzaklastirildiktan sonra tiiplere 1 ml
PBS eklenerek 2x10%ml iistinde PKMH hiicre siispansiyonu elde edilmistir.

PKMH siispansiyonunda once hiicre yiizey boyamasi yapilarak CD3'CD16°CD56" ve
CD3'CD16°CD56" NK hiicreleri ve takiben hiicre i¢i IFN-y ve TNF-a sitokin seviyeleri akan hiicre
Olcer cihazi ile saptanmistir (FACSCalibur, Becton Dickinson, San Jose, USA). Bu amacla
PKMH’ler (5x10° hiicre/mL) 3 farkl1 sekilde kiiltiire edilmistir.

1. PKMH: Farkli dondr gruplarinin spontan NK reseptor ve sitokin profilini belirlemek i¢in
kontrol amaciyla kullanilmastir.

2. PKMH + rekombinant TGF-B: NK hiicre profil ve hiicre i¢i sitokin yanitini incelemek igin
ortama TGF-p eklenmistir.

3. PKMH + hiicre uyarimi kokteyli: NK hiicre profil ve hiicre i¢i sitokin yanitini incelemek

i¢cin ortama hiicre uyarimi kokteyli eklenmistir.

Kiiltiir plaklar1 %5 COz igeren 37°C etiivde, 24 saat inkiibe edildikten sonra, kiiltiiriin son
4 saatinde, uyarilmamis 3. ortamain iizerine hiicre aktivasyon kokteyli (2 ul) (BioLegend, San
Diego, California) ilave edilerek tekrardan inkiibasyon icin etiive kaldirilmistir. Inkiibasyonu
takiben PBS soliisyonu eklenerek yikama isleminden sonra iist sivi uzaklastirilarak hiicreler 100
ul PBS sivist eklenmistir. Ardindan NK hiicrelerinde yiizey molekiillerin ve hiicre igi sitokinlerin

Ol¢iimii icin boyama agamasina gegilmistir.

3.5.2. Hiicre Yiizey Boyamasi
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Sitokin uyarmi yapilmayan, hiicre uyarim kokteyli ve TGF-B uyarimi yapilan (2.5x10°
hiicre/ml) hiicre siispansiyonuna anti-CD3-PE/Cyanine5, anti-CD16-Brilliant-Violet 421™, anti-
CD56-Brilliant-Violet 650™, anti-TLR9-APC, anti-NKG2D-BV786, anti-TIGIT-BV711, anti-
LAG3-FITC ve anti-Tim3-Brilliant Violet 510™ isaretli monoklonal antikorlar eklenerek 20
dakika karanlikta, oda sicakliginda inkiibasyonu takiben iizerlerine 2 ml PBS eklenen tiipler, 1800

devirde 10 dk santrifiij edilerek hiicre i¢ci boyama asamalarina gegilmistir.

3.5.3. Hiicre ici Boyama

Hiicre i¢i sitokin seviyelerini saptamak i¢in Fiksasyon & Permeabilizasyon Kiti
(eBioscience Inc., San Diego, ABD) kullanilmistir. Bu amagla oncelikle uyarim sonrasi hiicre tist
stvilar uzaklastirildiktan sonra, hiicre pelleti iizerine 100 pl 1X fiksasyon sivist eklenip vorteks
ile karigtirildiktan sonra 20 dakika karanlikta oda sicakliginda inkiibe edilmistir. Fiksasyon
islemini takiben, tiiplere 2 ml 1X permeabilizasyon sivisi eklenip ve 1800 devirde 5 dakika
santrifiij edildikten sonra, list siv1 uzaklastirilarak tiiplere 100 pl 1X permeabilizasyon sivisi ve
PE/Cyanine7 isaretli anti-IFN-y (BioLegend, San Diego, California, ABD), Alexa Fluor® 700
isaretli anti-TNF-a (BioLegend, San Diego, California, ABD) monoklonal antikorlari eklenerek
oda sicakliginda 20 dakika inkiibe edilmistir. Inkiibasyonu takiben tiiplere 2 ml 1X
permeabilizasyon sivisi eklenerek 1800 devirde 5 dk santrifiyj edilip, iist stvilar uzaklastirildiktan
sonra {izerlerine 300 ul FACS flow sheat sivisi eklenen tiiplerin degerlendirilmesi i¢in ‘NovoCyte
(ACEA-D3005)’ (ACEA, Biosciences, ABD) akan hiicre dlger cihazi ve Novo Express v.1.2.4
(ACEA, Biosciences, ABD) yazilimi kullanilmustir.

3.5.4. CD107a ekspresyonu ve sitotoksik aktivite

Calismaya hafif (n=4) ve orta-ileri derecede bilissel bozuklugu olan (n=5) toplam 9
Alzheimer hastas1 ve 6 saglikli birey (15 kadin, ortalama yas; 60 + 3) dahil edildmistir. Helsinki
bildirgesine uygun olarak yerel etik komite onay1 ve saglikli deneklerin bilgilendirilmis onami
alinmigtir. Stimiilasyon adimlari igin, hafif diizeyde (CDR<I1) ve orta-ileri derece (CDR>1)
Alzheimer hasta gruplarinin PKMH 6rnekleri 24 saat siireyle stimiilasyonsuz ve rekombinant insan
200 pg/ml TGF-B (Biolegend, San Diego, California, ABD) varliginda kiiltiir edildikten sonra
hiicreler toplanarak, 5:1 efektor/hedef oraninda ile 37°C'de 5 saat boyunca K562 hiicreleri ile anti
human-CD107a-PECy7 varliginda inkiibe edilmistir. Tek basina uyarilmamis PKMH &rnekleri
(US) kontrol olarak kullanilmis, inkiibasyon sonrasi hiicreler anti-human-CD16'56° PE
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monoklonal antikoru (BD Bioscience, San Jose, ABD) ile boyanmistir. Yiizey boyamasi sonrasi
tiiplere %1 paraformaldehit li PBS ilave edilerek, CD3'CD16*56" NK hiicre alt grubunda CD107a
ekspresyonu NovoCyte (ACEA-D3005) (ACEA, Biosciences, ABD) akan hiicre dlger cihaziinda

ve NovoExpress yazilimi kullanilarak degerlendirilmistir.

3.5.5. Apolipoprotein E izoformlarimn belirlenmesi
3.5.4.1. Periferik kandan DNA izolasyonu

Periferik kandan DNA materyali tuzla ¢oktiirme yontemi ile izole edilmistir. Sirastyla

asagidaki basamaklar izlenmistir.

1. 10 ml EDTA’l periferik kan, 50 ml’lik falkon tiipiine aktarildi. Uzerine 30 ml (1:3
oraninda) RBL (Eritrosit Parcalama Cozeltisi) eklendi. RBL ile karistirilan kan 20 dakika, +4°C
sicaklikta bekletildi ve 10 dakika, 1500 devir/dakika santrifiij edilmistir.

2. Santrifiij sonrasinda siipernatant uazaklastirildi ve pellet homojenize edilerek {izerine 20
ml RBL eklendi. 1500 devir/dakika 10 dakika santrifiij edilmistir.

3. Siipernatant uzaklastirilarak pellet homojenize edildi. Uzerine 500 pl SDS (10%), 50 ul
proteinaz K (20 mg/ml) ve 10 ml WBL (Lokosit Parcalama Cozeltisi) eklenerek gece boyu
56°C’de inkiibe edilmistir.

4. Inkiibasyonun ardindan érneklere 4 ml 9.5M NHaAc ¢ozeltisi eklenerek homojen bir

gbrliniim alana kadar iyice karistirilmstir.

5. Ornekler -20°C’de 20 dakika bekletildikten sonra +4°C’de 45 dakika 4700 devir/dakika

santrifiij edilmigtir.

6. Santrifiij sonrasinda siipernatant steril bir falkon tiipiine aktarilarak tizerine 1:2 oraninda

>99.8 etanol absoliit ekleyerek ve DNA’nin toplanmasi beklenmistir.

7. Toplanan DNA steril 1.5 ml’lik mikrosantrifiij tiipe aktarildi ve {izerine %70’lik etanol
eklenerek 5 dakika 14.000 devir/dakika santrifiij edilerek DNA ¢oktiiriilmiistiir. Santrifiij sonrasi
st faz pipet yardimiyla uzaklastirildi ve tiipler oda 1sisinda bekletilerek alkoliin u¢gmasi

saglanmistir.

8. Elde edilen DNA biiyiikliigiine gére 100-400 ul Tris-EDTA tampon ¢ozeltisi eklenerek
DNA ¢6ziildii. Coziilen DNA 6renekleri +4°C’de saklanmustr.
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3.5.4.2. DNA konsantrasyonu ve safliginin 6l¢iimii

Izole edilen DNA 6rneklerinin konsantrasyon ve safliklar1 spektrofotometrede (NanoDrop-
2000 belirlenmistir. Stok DNA 6rneginden 1 pl alinarak 260 ve 280 nm dalgaboylarindaki emilim
(absorbsiyon) degerleri Olglilmiistiir. DNA; OD260/OD2go 1.8 ise saf, OD260/OD2go < 1.8 ise

protein, fenol yada diger kirleticilerin kontaminasyonu olarak degerlendirilmistir.

3.5.4.3. APOE genotiplemesi

APOE geni kodon 112 ve kodon 158 bolgelerinde yer alan polimorfizmler ger¢ek zamanli
polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR) yontemi ile ¢ogaltilarak hasta ve kontrol grubunda APOE
€2/ €3 /e4 allel tasiyiciliklart belirlenmistir. DNA 6rneklerinin genotiplemeleri florasan hidroliz
problari kullanilarak ‘Light Cycler 480’ cihazinda yapildi. Calismada kullanilan hidroliz problari
ve primer dizileri Tablo 3-5 ve Tablo 3-6’de verilmektedir.

Tablo Hata! Belgede belirtilen stilde metne rastlanmadi.-5: APOE112 ve APOE158 i¢in primer
dizileri ve erime sicakliklari

Primer Adi Primer Dizisi Erime Sicakhigi°C (Trm)
APOE 112 For 5’-GCGGGCACGGCTGT-3’ 53
APOE 112 Rev 5’-GCTTGCGCAGGTGGGA-3’ 56
APOE 158 For 5’-TCCGCGATGCCGA-3’ 44
APOE 158 Rev 5’CGGGCCCCGGC-3° 44

Tablo Hata! Belgede belirtilen stilde metne rastlanmadi.-6: APOE112 ve APOE158 i¢in prob

dizileri
Prob Ad1 Prob Dizisi
APOE 112 Fam ATGGAGGACGTGCGCGGCC
APOE 112 Yak ATGGAGGACGTGTGCGGCC
APOE 158 Fam ACACTGCCAGGCACTTCTGCA
APOE 158 Yak ACACTGCCAGGCGCTTCTGCA

PZR i¢in karisimin igerigi Tablo 3-7’de belirtilmistir.
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1. Hazirlanan PZR karigimindan 9 ul alinarak, 96 kuyuluk PZR pleytinin tiim kuyularina
dagitilmastir.

2. Dabha sonra kuyularda bulunan karigimin iizerine 50 ng konsantrasyona ayarlanan DNA

orneklerinden 1 pl eklenmistir.

3. 96 kuyuluk PZR pleytinin {izeri seffaf koruyucu film ile kaplandiktan sonra 2 dakika
1500 x g ’de santrifiij edilmistir.

4. PZR pleyti ‘Light cycler 480’ cihazina yerlestirilerek program baslatildi. Kullanilan

programin sicaklik dongiileri Tablo 3-8’de verilmektedir.

Tablo Hata! Belgede belirtilen stilde metne rastlanmadi.-7: APOE112 ve APOE158 RT-PZR

karigiminin igerigi

Bilesen Miktar (ul)
dh20 1.9
DMSO 0.7
Prob Master Karisimi 4
10 pM Primer F 0.2
10 pM Primer R 0.2
1 pM Probe Fam 1

1 pM Probe Yak 1
DNA 1

Tablo Hata! Belgede belirtilen stilde metne rastlanmadi.-8: APOE112 ve APOE158 i¢in kullanilan RT-
PZR programimin sicaklik dongiileri

Sicaklik (°C) Siire Sicakhik degisim
oram (°C/saniye)

Pre-Pre-Inkiibasyon (1x)
50 2 dakika 4.4
Pre-Inkiibasyon (1x)

95 10 dakika 4.4
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Amplifikasyon (45x)

95 10 saniye 4.4
56 30 saniye 2.2
72 1 saniye 4.4
Sogutma (1x)

40 10 saniye 2

3.6. Sonuclarin Degerlendirilmesi ve Istatiksel Analiz

Verilerin istatistiksel hesaplamalar1 IBM SPSS 17.0 istatistik programi ile yapilmistir.
Gruplarin normal dagilima uygunluklarinin belirlenmesinde Kolmogorov-Smirnov testi
kullanilmistir. Normal dagilima uyan (parametrik) tiglii gruplar arasi karsilastirmalar igin ANOVA
ve post-hoc analiz i¢in Tukey testi uygulanmistir. Parametrik olmayan degerler icin ANOVA testi
ve post-hoc Dunnett testi kullanilmistir. Parametrik olmayan degerler igin ikili gruplarin
karsilastirilmas1 ise Bagimsiz Orneklem Mann-Whitney U testi ile yapilmustir. Istatistiksel
anlamlilik st (p<0.05) kabul edilmistir. Verilerin grafiksel ¢izimleri i¢in GraphPad 7.0

programi kullanilmistir.

Calismamizda Proje kapsaminda ¢alisiimasi planlanan klinik spektruma sahip tip 2
diyabetli hastalarinin temininde yasanan sorunlar nedeniyle, bu hasta popiilasyonunun
cikarilmasina ve ¢calismalara Apolipoprotein E4 pozitif olan ve olmayan olgular seklinde

devam edilmesine karar verildi.



51

4. BULGULAR

4.1. Klinik ve Demografik Veriler
Calisma grubuna ait klinik ve demografik veriler Tablo 4.1°de gosterilmistir. Alzhemir
hastalar1 klinik demans derecelendirme dlgegine (CDR) gore 2 alt gruba ayrilmistir. Hafif (n=7)

ve orta-ileri derecede biligsel bozuklugu olan hastalar (n=10) ¢alismaya dahil edilmistir.

Tablo 4-1: Klinik ve demografik veriler

Hafif AH Orta/lleri AH Saghikh Kontrol
(CDR<1) (CDR>1)
Cinsiyet (E, K /(n) K/7 K/10 K/10
73.57£9.54 71.5+7.8 64.70 = 7.86
Yas (y1l, ort £ ss)
3.86 +1.68 6.5+2.3 -
Hastalik siiresi
(y1l, ort £ ss)
2.14+1.57 33+14 -
izleme siiresi
(y1l, ort + ss)
0.50 £ 0.00 2+0.6 =

CDR (ort +£ ss)

AH, Alzheimer hastalari; E, erkek; K, kadin; ort, ortalama; CDR, demans derecelendirme 6lgedi; SS, standart sapma

4.2. Periferik Kan Mononiikleer Hiicre Orneklerinin immiinfenotipik Degerlendirilmesi
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Alzheimer hasta gruplarinda immiin sistem hiicrelerinin roliinii saptamak amaciyla hafif
ve orta-ileri derecede Alzheimer hastaligi olan bireyler ile saghikli kisilerin periferik kan
immiinfenotipik degerlendirilmesi akan hiicre Olger sistemi ile degerlendirilmistir. Ayrica,
Alzheimer hastalarinin tagidig1 apolipoproten izoformuna gére immiin hiicreler incelenmistir.

Immiinfenotipleme oncesinde periferik kan orneklerinde kan saymmi yapilmis ve
kullanilacak 6rnek miktar1t WBC sayis1 dikkate alinarak belirlenmistir. Calismaya dahil edilen
Alzheimer hastalari ve kontrol gruba ait kan sayim degerleri Tablo 4.2’de verilmistir. Kan sayim

degerleri istatistiksel olarak karsilastirildiginda; Alzheimer hastalarina ait periferik kan lenfosit,

monosit ve graniilosit sayilarinda kontrol grubuna gore fark saptanmamustir.

Tablo 4-2: Periferik kan 6rneklerinin kan sayim degerleri

CDR<1

Ortalama deger (x10%/pl)
(minimum-maksimum)

CDR>1

Ortalama deger (x10%/pl)
(minimum-maksimum)

Saghklh Kontrol

Ortalama deger (x10%/pl)
(minimum-maksimum)

#WBC 10,59 10,50 6,72
(7,15-14,57) (4,11-19,78) (2,7-10,28)

# Lenfosit 8,21 8,07 4,94
(6,37-10,55) (3,95-15,73) (2,09-8,35)

# Monosit 0,79 0,83 0,44
(0,25-1,34) (0,23-1,91) (0,3-0,74)

# Graniilosit v 1,65 1,34
(0,53-2,68) (0,29-3,44) (0,24-4,89)

% Lenfosit 77,47 77,6 74,55
(72,4-89,6) (62,6-88,9) (37,6-92,1)

% Monosit 6,95 7,35 7,57
(3,3-9,2) (4,3-10,2) (3,5-11)

% Graniilosit 15,57 15,04 17,87
(7,1-18,7) (5-29,5) (4,4-55,7)

NK ve NK hiicre alt gruplarin1 saptamak i¢in, SSC (Side Scatter)/FSC (Forward Scatter)
grafiginde CD45" lenfosit populasyonu kapilanmistir. SSC-Alan (SSC-A)/SCC-Yiikseklik (SSC-
H) grafigi olusturularak lenfosit kapis1 i¢indeki hiicrelerden tek hiicre populasyonu kapilanarak
doublet hiicreler uzaklastirilmistir. Bu hiicre populasyonunu taniyan SSC/CD3 dot plot grafigi

olusturulmustur. CD3" T hiicreler kapilanarak total CD3™ T hiicre oranlar1 ve CD3" hiicreler
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kapilanarak CD3" NK hiicreleri saptanmistir. CD3™ NK hiicre populasyonunda CD16 ve CD56
ekspresyon seviyeleri incelenmistir. CD3" T hiireleri ve CD3"CD56*CD16™ ve CD3"CD56"CD16"
NK populasyonlarinda NKG2D, TLR9, TIGIT, LAG-3 ve TIM-3 reseptdr ekspresyonlari, hiicre
ici IFN-y ve TNF-a seviyeleri ve sitotoksik aktivite seviyeleri belirlenmistir (Sekil 9).

CD4s* CD45*/P1

SSC-H

P1

SSC-A

FSCH ' o T sscH

CD45*/P1/P2/CD3" CD45*/P1/P2

SSC-H

CD56 Qdot 655-H

o
CD16 Pacific Blue-H CD3 PE-Cy5-H
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Sekil 9. Saghkh kontrol periferik kan 6rneginde CD3" T, CD3" NK ve CD3" NK hiicre alt gruplarinin
akan hiicre dl¢erde kapilama stratejisi
4.2.1. CD3*T, NK ve NK hiicre alt gruplari

Hafif diizeyde (CDR<1) ve orta-ileri derece (CDR>1) Alzheimer hasta gruplar1 ve saglikli
kontrol grubunun periferik kan ornekleri ti¢ farkli kosulda (uyarimsiz - US, TGF-f uyarimi ve
hiicre uyarim kokteyli - SC) kiiltiire edildikten sonra CD3* T, CD3" NK, CD3CD56*CD16" ve
CD3CD56"CD16" NK hiicre yiizey molekiil ekspresyonlar1 karsilastirildiginda gruplar arasinda

anlaml fark saptanmamustir (Sekil 10).
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Sekil 10. CD3" T, CD3" NK, CD3'CD56'CD16" NK, CD3'CD56"CD16" NK hiicre ekspresyon seviyeleri

4.2.2. NK hiicre yiizey molekiil ekspresyon diizeyleri

Akan hiicre dlger cihazinda SSC ve FSC grafiginde lenfosit populasyonu kapilanmistir.
Lenfosit populasyonunda CD3* ve CD3" hiicre populasyonlari kapilandiktan sonra, CD3"~ NK
hiicre popolasyonu igerisinde CD3°CD56'CD16° NK ve CD3CD56'CD16" NK hiicreleri
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kapilanarak bu iki popolasyonda NKG2D, TLR9, TIGIT, LAG-3 ve TIM-3 yiizey molekiilleri,

Alzheimer hasta gruplar1 (CDR<1 ve CDR>1) ve kontrol grubu arasinda karsilagtirilmistir. TGF-

B ile uyarim sonrasi LAG-3 reseptor ekspresyonu orta-ileri derece (CDR>1) Alzheimer hasta

grubunda kontrol grubuna gore anlamli derecede yiiksek bulunmustur (p=0.039). Benzer sekilde

hiicre uyarimi kokteyli ile uyarim sonras1t LAG-3 ekspresyonu orta-ileri derece (CDR>1) hasta
grubunda hafif diizey (CDR<1) (p=0.040) ve kontrol (p=0.042) grubuna gore anlamli derecde

yiiksek saptanmustir (Sekil 11).
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Sekil 11. NK hiicrelerinde NKG2D, TLR9, TiGIT, LAG-3 ve TIM-3 reseptor ekspresyon seviyeleri
4.2.3. NK hiicre ici sitokin seviyeleri
CD3" NK hiicre populasyonu icerisinde CD3'CD56"CD16™ NK ve CD3'CD56"CD16" NK

hiicre i¢i IFN-y ve TNF-a seviyeleri uyarimsiz, TGF- ve SC ile uyarim sonras1 Alzheimer hasta

gruplar1 (CDR<1 ve CDR>1) ve kontrol grubu arasinda karsilagtirildiginda gruplar arasinda

istatistiksel olarak anlamli bir fark saptanmamuistir (Sekil 12).
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Sekil 12. NK hiicre ici IFN-y ve TNF-a sitokin seviyeleri

4.2.4. NK hiicre alt gruplarinda yiizey molekiil ekspresyonlari
Uyarimsiz, TGF-B ve SC ile kiiltiir sonras1 CD3™ NK hiicre popolasyonu igerisinde CD3"

CD56*CD16™ ve CD3'CD56"CD16* NK hiicre alt gruplarinda NKG2D, TLRY, TIGIT, LAG-3 ve
TIM-3 yiizey molekiil ekspresyonlar1 Alzheimer CDR<1 ve CDR>1 hasta gruplar1 ve tiim

Alzheimer hasta grubunda (CDR<1+CDR>1) kontrol grubu ile karsilastirilmigtir.
Uyarimsiz kosulda, CD3'CD56"CD16" NK hiicrelerinde LAG-3 reseptor ekspresyonu

Alzheimer hastalarinda saglikli kontrol grubuna goére anlamli derecede yiiksek (p=0.037)
saptanmigtir. CD3'CD56"CD16" NK hiicrelerinde ise TLR9 reseptorii orta-ileri derece (CDR>1)
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Alzheimer hasta grubunda hafif diizey (CDR<1) hasta grubuna gore uyarimsiz kosulda istatistiksel
olarak anlamli derecede yiiksek (p=0.013) bulunmustur (Sekil 13).
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Sekil 13. NK hiicre alt grublarinda NKG2D, TLR9, TiGIT, LAG-3 ve TIM-3 reseptor ekspresyonu

4.2.5. CD3CD56"CD16 NK ve CD3CD56*CD16* NK hiicre ici sitokin seviyeleri

Uyarimsiz, TGF-B ve SC ile uyarimi sonrasit CD3'CD56"CD16" NK ve CD3"CD56"'CD16*
NK hiicre i¢i IFN-y ve TNF-a seviyeleri Alzheimer CDR<I ve CDR>1 hasta gruplar1 ve tiim

Alzheimer hasta grubunda (CDR<1+CDR>1) kontrol grubu ile karsilastiriimistir.
CD3CD56"CD16" NK hiicre i¢i IFN-y seviyeleri Alzheimer hasta grubunda saglikli

kontrol grubuna gore hiicre uyarim kokteyli kosulunda anlamli derecede yliksek (p=0.022) tespit

edilmigtir. NK hiicre alt grublarinda hiicre i¢i IFN-y ve TNF-a seviyeleri hafif ve orta-ileri
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Alzheimer hasta gruplarinda kontrol grubu ile karsilastirildiginda anlamli fark saptanmamistir

(Sekil 14).
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Sekil 14. NK hiicre ici IFN-y ve TNF-a sitokin seviyeleri

4.2.6. CD107a ekspresyonu ve sitotoksik aktivite

Hafif (CDR<1) ve orta-ileri derecede biligsel bozuklugu olan (CDR>1) Alzheimer hasta
gruplarinda CD3"CD16+56" NK hiicrelerinde CD107a ekspresyonu saglikli kontrol grubu ile
kiyaslanmustir (Sekil 15). CD3'CD16+56" NK hiicre CD107a ekspresyonu Alzheimer hasta
grubunda saglikli kontrol grubuna goére TGF-B uyarimi sonrasinda anlamli derecede yiiksek
(p=0.021) saptanmustir. EK olarak TGF-B uyarimi sonrast hafif diizeyde (CDR<1) Alzheimer
hastalarinda CD107a ekspresyonu saglikli kontrol grubuna gore istatistiksel olarak anlamli derece

(p=0.032) artmustir (Sekil 16).
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Sekil 15. CD3 NK hiicre CD107a ekspresyonu kapilama stratejisi
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Sekil 16. CD3" NK hiicreleinde CD107a ekspresyonu

4.2.7. Apolipoprotein E izoformlari

Alzheimer hastalarinda farkli Apolipoprotein E izoformlarmin varliginda NK hiicre
reseptorlerini ve sitokin seviyelerini hangi yonde diizenlendigini incelemek i¢in Apolipoprotein E
geni kodon 112 ve kodon 158 boélgelerinde yer alan polimorfizmler gercek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu (RT-PZR) yontemi ile ¢ogaltilarak hasta ve kontrol grubunda APOE €2/ €3 /e4
allel tasiyiciliklart belirlenmistir. DNA 6rneklerinin genotiplemeleri florasan hidroliz problari

kullanilarak ‘Light Cycler 480° cihazinda gerceklestirilmis (Sekil 17), Apolipoprotein E

[zoformlarmin genotipleme verileri Tablo 4-3 de verilmistir.

Tablo 4-3: Apolipoprotein E izoformlar1 genotipleme verileri

Hafif AH Orta/lleri AH Saghkh Kontrol
(CDR<1) (CDR>1)
Cinsiyet E, K/(n) K/7 K/10 K/10
APOE €3 (n) 4 4 5
APOE €4 (n) 3 6 5

Calismamizda ileri ve orta Alzheimer hastalariin %60 APOE-¢4 alleli tagiriken hafif diizey

Alzheimer hastalar1 %57 APOE-¢€3 alleline sahip oldugu saptanmustir.
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Sekil 17. Apolipoprotein 112 allelinin allelik diskriminasyon analizi ile elde edilen genotipleme

sonuclari

4.2.8. Apolipoprotein E izoformlaria gore CD3* T, NK ve NK hiicre alt gruplar:

Apolipoprotein E izoformlarini tagiyan Alzheimer hastalari, CDR<1 ve CDR>1 hasta
gruplar1 ve kontrol grubunda, CD3* T, CD3" NK, CD3"CD56*CD16™ ve CD3'CD56*CD16" NK
hiicre ylizey molekiil ekspresyonlari, uyarimsiz, TGF- ve SC ile uyarim sonrasi karsilagtirilmistir.

Sagliklt kontrol grubu ile karsilastirildiginda, SC kosulunda: APOE-g3 allelini tagiyan
Alzheimer hasta olgularinda, CD3" NK hiicrelerinde istatistiksel olarak anlamli derecede azalma
(p=0.020) saptanmistir. APOE-¢3 tasiyan tiim Alzheimer hastalar1 kontrol grubu ile
kiyaslandiginda hiicre uyarim kokteyli kosulunda CD3'CD56*CD16™ NK hiicre popiilasyonunun
anlamli derecede azaldigi (p=0.028), bunun benzer olarak APOE-£3 tasiyan CDR>1 hasta
grubunda CD3" NK ve CD3'CD56"CD16™ NK hiicrelerinde anlamli dercede diisiik (p=0.048,
p=0.032, sirastyla) saptanmistir (Sekil 17). APOE-¢e4 tasiyan CDR<1 hasta grubunda ise kontrol
grubuna gore CD3” NK, CD3'CD56"CD16~ NK hiicrelerinin uyarimsiz kosulda anlamli dercede
artt1g1 (p=0.045, p=0.035) saptanmustir (Sekil 18).
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Sekil 18. Apolipprotein E-£3 ve E-g4 izoformuna gore CD3* T, CD3" NK, CD3'CD56"CD16™ NK ve
CD3CD56*CD16* NK hiicre diizeyleri

4.2.9. Apolipoprotein E izoformlarinin gore NK hiicre yiizey molekiil ekspresyon diizeyleri

Uyarimsiz, TGF-B ve SC ile uyarim sonrasi Apolipoprotein-€3 ve -g4 alleli tagiyan toplam
Alzheimer hasta grubu, Alzheimer CDR<I ve CDR>1 hasta gruplari ve kontrol grubunda, CD3"
NK hiicrelerinde NKG2D, TLR9, TIGIT, LAG-3 ve TIM-3 yiizey molekiil ekspresyonlari
incelenmistir.

Kontrol grubu ile karsilastirildiginda, NK hiicrelerinde TIGIT reseptor ekspresyonu
APOE-£3 tasiyan tiim Alzheimer hastalarinda, TGF-B ve SC ile uyarim sonucu yiiksek diizeyde
(p=0.006, p=0.046, sirasiyla) saptanmigtir. Hiicre uyarim kokteyli kosulunda APOE-€3 tasiyan
CDR>1 hasta grubunda NK hiicrelerinin LAG-3 reseptor ekspresyonu kontrol grubuna gore
anlamli derecede (p=0.038) yiiksek saptanmistir (Sekil 19).
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Sekil 19. Apolipprotein E-£3 ve E-g4 izoformuna gore NK hiicrelerinde NKG2D, TLR9, TIGIT,
LAG-3 ve TiM-3 reseptor ekspresyonu

4.2.10. Apolipoprotein E izoformlarina gore NK hiicre ici sitokin seviyeleri
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Apolipoprotein-£3 ve -¢4 alleli tasiyan tiim Alzheimer hastalari, CDR<1 ve CDR>1 hasta

gruplar1 ve kontrol grubunun uyarimsiz, TGF-f ve SC ile uyarimi1 sonrasi CD3™ NK hiicre i¢i IFN-

v ve TNF-a seviyeleri arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamuistir (Sekil 20).
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Sekil 20. Apolipoprotein E-£3 ve E-£4 izoformuna gore NK hiicre ici IFN-y ve TNF-a sitokin seviyeleri
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4.2.11. Apolipoprotein E izoformlarmma gore NK hiicre alt grublarinda yiizey molekiil
ekspresyon diizeyleri

Apolipoprotein E-e3 ve &4 izoformunu tasiyan tim Alzheimer hastalart ve kontrol
gruplarinda CD3'CD56"CD16™ ve CD3"CD56"CD16" NK hiicre alt grubunun NKG2D, TLR9,
TIGIT, LAG-3 ve TIM-3 reseptor ifade diizeyleri karsilastirilmistir. APOE-¢3 tasiyan Alzheimer
hastalar1 saglikli kontrol grubu ile karsilastirildiginda, uyarimsiz kosulda CD3'CD56"CD16" NK
hiicrelerinde LAG-3 ekspresyonunun anlamli derecede arttigi (p=0.028) goriilmiistiir. APOE-€3
tasiyan tiim Alzheimer hastalarinda CD3'CD56'CD16* NK hiicrelerinde TIGIT reseptor
ekspresyonu sirasiyla, TGF-f ve hiicre uyarim kokteyli ile uyarimda kontrol grubuna gére anlamli
derecede arttig1 (p=0.013, p=0.040, sirasiyla) bulunmustur. CD3"CD56°CD16" NK hiicrelerinde
TIGIT reseptorii APOE-€3 tasiyan orta-ileri derece (CDR>1) Alzheimer hastalarinda kontrol
grubuna gore TGF-B ile uyarim sonucu istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek (p=0.043)
bulunmustur (Sekil 21).
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Sekil 21. Apolipprotein E-€3 ve E-g4 izoformuna gore NK hiicre alt gruplarinda NKG2D, TLRY,
TIGIT, LAG-3 ve TIM-3 reseptor ekspresyonu
4.2.12. Apolipoprotein E izoformlarina gore NK hiicre alt gruplarinda hiicre ici sitokin
seviyeleri

Apolipoprotein-€3 ve -g4 alleli tagiyan tiim Alzheimer hastalari, CDR<1 ve CDR>1 hasta
gruplar1 ve kontrol grubunun uyarimsiz, TGF-B ve SC ile uyarimi sonrasi CD3"CD56"CD16" ve
CD3CD56"CD16" NK hiicre alt grubunun hiicre i¢i IFN-y ve TNF-a seviyeleri arasinda

istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir (Sekil 22).
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Sekil 22. Apolipoprotein E-€3 ve E-¢4 izoformuna gore NK hiicre alt gruplarinda hiicre ici IFN-y ve

TNF-a sitokin seviyeleri

4.3. Korelasyon Analizleri
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Alzheimer hastalarinda yas ve cinsiyet ile NK hiicre reseptor ekspresyon diizeyleri ve
sitokin seviyeleri arasinda anlamli bir iligki saptanmamustir. Hastaligin evresi ve Apolipoprotein
E alelleri ile CD3~ NK hiicreler ve NK alt gruplarinin reseptdr ekspresyon diizeyleri ile sitokin

seviyeleri arasindaki korelasyon analizleri asagida sunulmustur

4.3.1. Alzheimer hastalarinda CD3" NK hiicre korelasyon bulgular:

Uyarimsiz kosulda Alzheimer hastalarmda CD3” NK hiicreleri NKG2D, TLR9, TiGIT,
LAG-3 ve TIM-3 reseptor ekspresyon, IFN-y ve TNF-a sitokin seviyeleri arasindaki iligki Pearson
korelasyon analizi ile saptanmustir.

Uyarimsiz kosulda, Alzheimer hastalarinda, CD3  NK hiicre NKG2D reseptorii ve IFN-
vy seviyeleri arasinda giiglii diizeyde pozitif (r=0.895) ve anlamli (p<0.05) iligski bulunmustur. NK
hiicre NKG2D reseptorii ve IFN-y seviyeleri gii¢lii bir iliski ve anlamli olarak artmaktadir (Sekil
23).
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Sekil 23. CD3 NK hiicre NKG2D reseptorii ve IFN-y sitokin seviyeleri arasinda korelasyon analizi

*p<0.05 diizeyinde anlamlidir.

4.3.2. CD3CD56*CD16™ NK hiicre alt grubu korelasyon bulgular:
Uyarimsiz kosulda Alzheimer hastalarin CD3"CD56"CD16~ NK alt grubunda NKG2D,

TLRY, TIGIT, LAG-3 ve TIM-3 reseptor ekspresyon seviyeleri, IFN-y ve TNF-a sitokin seviyeleri
arasindaki iliskiyi Pearson korelasyon analizi ile saptanmustir.

Uyarimsiz kosulda, Alzheimer hastalarinda, CD3"CD56"CD16™ NK hiicre alt grubunda LAG-
3 ve TLR-9 reseptor seviyeleri arasinda giiglii diizeyde pozitif (r=0.886) ve anlamli (p<0.05) bir
iligki bulunmustur. NK hiicre LAG-3 ve TLR-9 reseptor seviyeleri giiclii bir iliski ve anlamli
olarak birlikte artmaktadir (Sekil 24).

Alzheimer hastalar1 CD3"CD56*CD16™ NK hiicre alt grubunda LAG-3 ve TIGIT reseptor
seviyeleri arasinda gii¢lii diizeyde pozitif (r=0.852) ve anlaml1 (p<0.05) bir iligski bulunmustur. NK
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hiicre LAG-3 ve TIGIT reseptor seviyeleri giilii bir iliski ve anlaml1 olarak birlikte artmaktadir
(Sekil 24).
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Sekil 24. CD3'CD56"CD16° NK hiicre alt grubunda A. LAG-3 ve TLR9, B. LAG-3 ve TIGIT reseptor
seviyeleri arasinda korelasyon analizi *p<0.05 diizeyinde anlamlidir.

4.3.3. Alzheimer hastalar1 CD3'CD56*CD16" NK hiicre alt grubu korelasyon bulgular:

Uyarimsiz kosulda Alzheimer hastalar1 CD3'CD56°CD16" NK hiicre alt grubunda
NKG2D, TLRY, TiGIT, LAG-3 ve TIM-3 reseptor ekspresyon seviyeleri ve IFN-y, TNF-a sitokin
seviyeleri arasindaki iliski Pearson korelasyon analizi ile saptanmuistir.

Uyarimsiz kosulda, Alzheimer hastalarinda, CD3"*CD56"CD16* NK hiicre alt grubunda
NKG2D reseptorii ve IFN-y sitokin seviyeleri arasinda giiclii diizeyde pozitif (r=0.946) ve anlaml
(p<0.05) bir iliski saptanmigtir. Alzheimer hastalar1 NK hiicre NKG2D reseptorii ve IFN-y sitokin
seviyeleri gii¢lii bir iliski ve anlaml1 olarak birlikte artmaktadir (Sekil 25).

Alzheimer hastalarinda, CD3'CD56"CD16" NK hiicre alt grubunda LAG-3 ve TLR9
reseptdr seviyeleri arasinda giiglii diizeyde pozitif (r=0.918) ve anlamli (p<0.05) bir iliski
bulunmugtur. NK hiicre LAG-3 ve TLR9 reseptor seviyeleri arasinda anlamli ve giiglii bir pozitif
korelasyon bulunmaktadir (Sekil 25).
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Sekil 25. CD3'CD56*CD16™ NK hiicre alt grubunda A. IFN-y ve NKG2D reseptor, B. LAG-3 ve
TLRY reseptor seviyeleri arasinda korelasyon analizi *p<0.05 diizeyinde anlamlidur.

4.3.4. Klinik demans derecelendirme ol¢egine (CDR) gore CD3" NK hiicrelerinde
korelasyon analizi

Uyarimsiz kosulda Alzheimer demanshi hastalarimin klinik demans derecelendirme
Olcegine (CDR) gore hafif diizey (CDR<1) ve orta-ileri derece (CDR>1) hasta gruplarinda CD3"
NK hiicrelerinin NKG2D, TLR9, TIGIT, LAG-3 ve TIM-3 reseptor ekspresyon seviyeleri ve IFN-
vy ve TNF-a sitokin seviyeleri arasindaki iliskiyi tespit etmek amaciyla Pearson korelasyon analizi
kullanilmistir.

Uyarimsiz kosulda, Hafif diizey (CDR<1) Alzheimer hastalarinda, CD3"NK hiicre LAG-
3 ve TLRY reseptor seviyeleri arasinda giiglii diizeyde pozitif (r=0.972) ve anlamli (p<0.05) bir
iliski bulunmustur. CDR<1 Alzheimer hastalarinda, NK hiicre LAG-3 ve TLR9 reseptorlerinin
giiclii bir iliski ve anlamli olarak birlikte arttigin1 gostermektedir (Sekil 26).

Hafif diizey (CDR<1) Alzheimer hastalarinda, CD3" NK hiicre LAG-3 ve NKG2D
reseptdr seviyeleri arasinda giiclii diizeyde pozitif (r=0.934) ve anlamli (p<0.05) bir iliski
bulunmustur. CDR<1 Alzheimer hastalarinda, NK hiicre LAG-3 ve NKG2D reseptor seviyeleri
giiclii bir iliski ve anlamli olarak birlikte artmaktadir (Sekil 26).

Hafif diizey (CDR<1) Alzheimer hastalarinda, CD3 NK hiicre LAG-3 reseptorii ve IFN-
v sitokin seviyeleri arasinda giiglii diizeyde pozitif (r=0.904) ve anlamli (p<0.05) bir iligki
bulunmugtur. CDR<1 Alzheimer hastalarinda, NK hiicre LAG-3 reseptorii ve IFN-y sitokin
seviyeleri gii¢lii bir iligki ve anlamli olarak birlikte artmaktadir (Sekil 26).

Hafif diizey (CDR<1) Alzheimer hastalarinda, CD3" NK hiicre TIGIT reseptorii ve TNF-o.
sitokin seviyeleri arasinda gii¢lii diizeyde pozitif (r=0.905) ve anlamli (p<0.05) bir iliski
bulunmugtur. CDR<1 Alzheimer hastalarinda, NK hiicre TIGIT reseptorii ve TNF-a sitokin
seviyeleri gii¢lii bir iliski ve anlamli olarak birlikte artmaktadir (Sekil 26).

Hafif diizey (CDR<1) Alzheimer hastalarinda, CD3 NK hiicre NKG2D reseptorii ve IFN-
y sitokin seviyeleri arasinda giiglii diizeyde pozitif (r=0.804) ve anlamli (p<0.05) bir iligki
bulunmustur. CDR<1 Alzheimer hastalarinda, NK hiicre NKG2D reseptorii ve IFN-y sitokin
seviyeleri gii¢lii bir iliski ve anlamli olarak birlikte artmaktadir (Sekil 26).
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Sekil 26. Hafif diizey (CDR<1) Alzheimer hastalarin CD3" NK hiicre A. LAG-3 ve TLR9, B. LAG-3
ve NKG2D, C. TNF-a ve TIGIT, D. IFN-y ve LAG-3, E. IFN-y ve NKG2D marker seviyeleri arasinda
korelasyon analizi *. p<0.05 diizeyinde anlamlidr.

Orta-ileri derece (CDR>1) Alzheimer hastalarinda, CD3 NK hiicre NKG2D reseptorii ve
IFN-y seviyeleri arasinda giiglii diizeyde pozitif (r=0.947) ve anlamli (p<0.05) bir iligki
bulunmustur. CDR>1 Alzheimer hastalarinda, NK hiicre NKG2D reseptorii ve IFN-y sitokin
seviyeleri gii¢lii bir iliski ve anlamli olarak birlikte artmaktadir (Sekil 27).
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Sekil 27. Orta-ileri derece (CDR>1) Alzheimer hastalarin CD3" NK hiicre IFN-y sitokin ve NKG2D
reseptor seviyeleri arasinda korelasyon analizi*. p<0.05 diizeyinde anlamlidir.

4.3.5. Apolipoprotein-€3 ve -¢4 alleli tasiyan tiim Alzheimer hastalarinda CD3" NK
hiicrelerinin korelasyon analizi

Uyarimsiz kosulda Apolipoprotein-€3 ve -&4 alleli tasiyan Alzheimer demansli hastalarinin
CD3 NK hiicrelerinde NKG2D, TLRY, TiGIT, LAG-3 ve TIM-3 reseptor ekspresyon seviyeleri
ve IFN-y ve TNF-a sitokin seviyeleri arasindaki iliskiyi tespit etmek amaciyla Pearson korelasyon

analizi kullanilmstir.
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Uyarimsiz kosulda, Apoe-£3 tasiyan Alzheimer hastalarinda, CD3" NK hiicre LAG-3 ve
NKG2D reseptor seviyeleri arasinda giiglii diizeyde pozitif (r=0.987) ve anlamli (p<0.05) bir iliski
bulunmustur NK hiicre LAG-3 ve NKG2D reseptor seviyeleri giiclii bir iliski ve anlamli olarak
birlikte artmaktadir (Sekil 28).

Apoe-e3 tasiyan Alzheimer hastalarinda, CD3” NK hiicre LAG-3 ve TLR9 reseptor
seviyeleri arasinda gii¢lii diizeyde pozitif (r=0.970) ve anlaml1 (p<0.05) bir iligski bulunmustur. NK
hiicre LAG-3 ve TLRO reseptor seviyeleri giiglii bir iliski ve anlamli olarak birlikte artmaktadir
(Sekil 28). .

Apoe-e3 tasiyan Alzheimer hastalarinda, CD3” NK hiicre NKG2D ve TLR9 reseptor
seviyeleri arasinda gii¢lii diizeyde pozitif (r=0.945) ve anlaml1 (p<0.05) bir iliski bulunmustur. NK
hiicre NKG2D ve TLR9 reseptor seviyeleri giiglii bir iligki ile ve anlamli olarak birlikte artmaktadir
(Sekil 28). .

Apoe-e3 tastyan Alzheimer hastalarinda, CD3” NK hiicre NKG2D reseptorii ve IFN-y
sitokin seviyeleri arasinda giiclii diizeyde pozitif (r=0.837) ve anlamli (p<0.05) bir iliski
bulunmustur. , NK hiicre NKG2D reseptorii ve IFN-y sitokin seviyeleri gii¢lii bir iligki ve anlaml
olarak birlikte artmaktadir (Sekil 28).

Apoe-e3 tasityan Alzheimer hastalarinda, CD3” NK hiicre LAG-3 ve TIGIT reseptor
seviyeleri arasinda gii¢lii diizeyde pozitif (r=0.790) ve anlaml1 (p<0.05) bir iliski bulunmustur. NK
hiicre LAG-3 ve TIGIT reseptor seviyeleri giiclii bir iliski ve anlamli olarak birlikte artmaktadir
(Sekil 28).

Apoe-¢3 tasiyan Alzheimer hastalarinda, CD3 NK hiicre LAG-3 reseptorii ve IFN-y sitokin
seviyeleri arasinda gii¢lii diizeyde pozitif (r=0.786) ve anlaml1 (p<0.05) bir iliski bulunmustur. NK
hiicre LAG-3 reseptorii ve IFN-y sitokin seviyeleri giiglii bir iligki ve anlamli olarak birlikte
artmaktadir (Sekil 28).

Apoe-&3 tastyan Alzheimer hastalarinda, CD3 NK hiicre TIGIT reseptdrii ve IFN-y sitokin
seviyeleri arasinda giiglii diizeyde pozitif (r=0.785) ve anlamli (p<0.05) bir iliski bulunmustur. NK
hiicre TIGIT reseptérii ve IFN-y sitokin seviyeleri giiclii bir iliski ve anlamli olarak birlikte
artmaktadir (Sekil 28).

Apoe-g3 tasityan Alzheimer hastalarinda, CD3" NK hiicre TIGIT reseptérii ve TNF-a
sitokin seviyeleri arasinda giiclii diizeyde pozitif (r=0.784) ve anlamli (p<0.05) bir iliski
bulunmustur. NK hiicre TIGIT reseptorii ve TNF-a sitokin seviyeleri giiclii bir iliski ve anlaml1

olarak birlikte artmaktadir (Sekil 28).
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v ve TIGIT, H. TNF-a ve TIGIT marker seviyeleri arasinda korelasyon analizi *. p<0.05 diizeyinde
anlamlidir.

Apoe-g4 tastyan tiim Alzheimer hastalarinda, CD3" NK hiicre NKG2D reseptorii ve IFN-y
sitokin seviyeleri arasinda giiglii diizeyde pozitif (r1=0.918) ve anlamli (p<0.05) bir iliski
bulunmustur. , NK hiicre NKG2D reseptorii ve IFN-y sitokin seviyeleri giiclii bir iliski ve anlaml
olarak birlikte artmaktadir (Sekil 29).

Apoe-¢4 tastyan tim Alzheimer hastalarinda, CD3” NK hiicre TNF-a ve IFN-y sitokin

seviyeleri arasinda gii¢lii diizeyde pozitif (r=0.750) ve anlaml1 (p<0.05) bir iliski bulunmustur. NK
hiicre TNF-a ve IFN-y sitokin seviyeleri giiclii bir iligki ve anlamli olarak birlikte artmaktadir
(Sekil 29).

Apoe-e4 tastyan tiim Alzheimer hastalarinda, CD3" NK hiicre TIGIT reseptérii ve TNF-a
sitokin seviyeleri arasinda giliglii diizeyde pozitif (r=0.741) ve anlamli (p<0.05) bir iliski
bulunmustur. NK hiicre TIGIT reseptdrii ve TNF-a sitokin seviyeleri giiclii bir iliski ve anlamli
olarak birlikte artmaktadir (Sekil 29).
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Sekil 29. Apoe-¢4 tasiyan Alzheimer hastalarin CD3” NK hiicre A. IFN-y ve NKG2D, B. IFN-y ve
TNF-a, C. TNF-a ve TIGIT marker seviyeleri arasinda korelasyon analizi *. p<0.05 diizeyinde
anlamlidur.

5. Tartisma

Giliniimiizde yapilan bir¢ok calisma, Alzheimer hastaliginda goézlenen noropatolojik
degisikliklerin ilerlemesinde ndroenflamasyonun temel bir rol oynadigina isaret etmektedir.

Alzheimer hastaliginda NK hiicrelerinin rolii konusunda ilk isaret, Alzheimer hastalig1 gibi
norolojik anormalliklere kars1 giiclii bir ilag olan Tacrine’in, Alzheimer hastalarindaki NK hiicre
proliferasyonu ve sitotoksik fonksiyonlar1 iizerinde baskilayict etkiye sahip oldugunun
gosterilmesidir. Bu bulguya dayanarak NK hiicrelerinin Alzheimer hastalarinda zararl
fonksiyonlari olabilecegi 6ne siiriilmiistiir [7].

Yasl bireylerin beyinlerinin Hipokampal Dentat Girusunda nétrofillerden, monositlerden
ve adaptif T ve B lenfositlerinden daha bol miktarda NK hiicre popiilasyonu gézlemlenmistir [6].

Transgenik Alzheimer fare modelinde NK hiicre deplesyonunun mikroglia homeostatik
benzeri bir morfoloji, azalmig proliferatif yanit ve azalmis proenflamatuvar sitokin ekspresyonu
neden olarak noroenflamasyonu hafiflettigi, norogenezi uyardig1 ve bilissel islevi gelistirdigi
gosterilmistir [8].

Alzheimer hastaliginin gelismesinde bircok genetik risk faktorleri arasinda en yaygin gen,
APOE geninin APOE-&g4 alleli iliskilisi saptanmistir [374]. Mikroglia ve astrositler beyindeki
enflamasyonun ana modiilatorleri olmakla birlikte, aynt zamanda beyindeki ana ApoE
kaynaklaridir [365]. Amiloid prekiirsor proteinin ApoE4 varliginda mikroglia'yr aktive edebildigi

ve norotoksik molekiiller iiretebildigi, ancak ApoE3'lin bu aktivasyonu 6nleyebildigi saptanmistir
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[367]. Ayrica klinik ¢aligsmalarda kullanilan birgok ilacin, sadece APOE-¢4 alelini tasimiyan
Alzheimer hastalarin tedavisinde faydali olabilecegi gosterilmistir [375-377].

FDA onayli NK hiicre terapisi - SNKO1 ¢alismasinda, Alzheimer hastaliginda amiloid-3
ve o-siniiklein protein agregatlarin1 pargalayarak, anti-enflamatuvar sitokinlerin {retimini
tetikledigi ve aktive olmus T hiicrelerini ortadan kaldirarak bilissel islevi 11 haftaya kadar
iyilestirdigi ileri stirilmustiir [378].

Calismamizda, Alzheimer demansli hastalarin klinik demans derecelendirme 6lgegine gore
hafif diizey ve orta-ileri derece olmak iizere iki alt grubunun periferik kan ornekleri ti¢ farkli
kosulda kiiltiire edildikten sonra CD3" T, CD3" NK, CD3'CD56"CD16 ve CD3'CD56"CD16* NK
hiicrelerinde NKG2D, TLRY, TIGIT, LAG-3 ve TIM-3 yiizey molekiil ekspresyonlari ve hiicre ici
IFN-y ve TNF-o sitokin seviyeleri arastirilmistir. Ayrica, Alzheimer hastalarinda farkli
Apolipoprotein E izoformlarinin varligina gére NK hiicre reseptorleri ve sitokin seviyelerindeki
degisiklikler genotipleme sonrasi incelenmistir.

Alzhemir ile iligkili sendromlarda farkli evrelerde NK hiicre sayilar1 saglikli yash bireyler
ile karsilastirildiginda, CD3"CD56*, CD3 " CD56'CD16™ ve CD3 CD56"CD16" NK hiicrelerinin,
hafif evre ve orta-ileri evre Alzheimer hastalarinda benzer bulunmustur [15]. Benzer sekilde, bagka
bir ¢alismada Alzheimer hastalarinda CD3 CD56'CD16" NK hiicre sayilarinda fark
saptanmamustir [316].

Calismamizda, CD3" T, CD3" NK, CD3'CD56"CD16™ ve CD3'CD56'CD16" NK hiicre
yilizey molekiil ekspresyonlar1 karsilastirildiginda gruplar arasinda anlamli fark saptanmamustir.
Buna karsilik, Alzheimer hastalarin farkli Apolipoprotein E izoformlarinin varligina gore
incelendiginde NK hiicre alt gruplarinda istatistiksel olarak anlamli farkliliklar saptanmistir.

Prion hastaliklari, Alzheimer hastaligi ve Parkinson hastaligi, patolojik proteinlerin
birikimi de dahil olmak {izere ortak ndropatolojik ve biyokimyasal 6zellikleri paylasan 6liimciil
dejeneratif bozukluklardir. LAG-3 reseptor ekspresyonunun yetiskin fare beyninde diisiik oldugu,
ancak prion enfeksiyonundan sonra seviyesinin arttigi gosterilmistir [379]. Prion benzeri protein
agregatlarinin ¢ogalmasi, Alzheimer hastaligi ve iligkili tauopatiler de dahil olmak {izere ¢esitli
norodejeneratif hastaliklarin patogenezinde yaygin bir etkendir. Klinik gézlemler ve tamamlayici
deneysel caligmalar, 6nceden birlesmis tau fibrillerinin (PFF) hiicrelere girerek patolojiyi yayan
ve endojen tau'nun yanlis katlanmasimna ve toplanmasina neden olan prion benzeri kiimeler
oldugunu gostermistir. Baska bir calismada, LAG-3 reseptdriiniin PFF'ye baglanan ancak Tau

monomerine baglanmayan bir hiicre yiizey reseptorii oldugu gosterilmistir. Primer kortikal
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noronlarda Lag3'iin silinmesi veya inhibisyonu, Tau PFF internalizasyonunu ve buna bagh tau
salinimini1 ve ndronlar arasi iletimi onemli Olgiide azalmistir. Lag3 eksikligi olan farelerde
hipokampiis ve oksipital kortekse Tau PFF enjeksiyonu ile olugan tau patolojisinin yayilimi ve
davranissal eksiklikler noronlarda azaldigi da gosterilmistir [380].

Kanitlar, a-siniiklein (o-sin) agregasyonunun ve hiicreler arasi iletiminin Parkinson
hastalig1 patogenezine katkida bulundugunu ve a-sin toksik fibrilerin iletimi i¢in LAG-3
reseptoriine baglandigi gosterilmistir. Hayvan modellerinde, LAG-3'iin silinmesinin a-Sin
yayilmasini sinirladigl ve dopaminerjik noronlarin patolojik degisimlerini ve a-Sin agregasyonu
tarafindan indiiklenen hayvan davranis eksikliklerini hafiflettigi saptanmustir [381]. Alzheimer
hastaliginda rolii bilinen Amiloid B Onciisii benzeri protein 1'in (Aplpl) patolojik a-sin‘in
baglanmasini, ig¢sellestirilmesini, tasinmasini ve toksisitesini kolaylastiran LAG-3 ile etkilesime
girdigi raporlanmistir. Hem Aplpl hem de LAG-3'iin silinmesi, dopaminerjik ndronlarin kaybini
ve a-sin indiiklenen PFF tarafindan eslik eden davranissal eksiklikleri ortadan kaldirmaktadir
[382]. Ayrica, insan a-syn A53T transgenik (hA53T) farelerde LAG-3 silinmesi ¢éziinmeyen a-
syn agregatlarinin ve fosforlanmis ser129 a-syn seviyesini 6énemli 6l¢iide azalttigin1 ve mikroglia
ve astrositlerin aktivasyonunu engelledigi bildirilmistir [383].

CD569MCD16™ NK hiicrelerinin LAG-3 ekspresyonun fazla oldugu, ek olarak LAG-3* NK
hiicrelerinin hedef hiicre uyarimina direngli oldugu ve sitotoksik graniil igeriklerinin (perforin ve
granzim A) azaldigi rapor edilmistir [384]. Calismamizda, TGF-§ ile uyarim sonrast LAG-3
reseptor ekspresyonu orta-ileri derece Alzheimer hasta grubunda kontrol grubuna gore anlamli
derecede yiiksek bulunmustur.

Literatiirde, farkli APOE izoformlarina gére NK hiicre LAG-3, TiGIT, TLR9, NKG2D ve
TIM-3 yiizey molekiil ekspresyonlari, hiicre igi IFN-y ve TNF-o sitokin diizeyleri
karsilagtirilmamastir.

Calismamizda, APOE-e3 tasiyan alzheimer hastalart saglikli kontrol grubu ile
karsilagtirildiginda, uyarimsiz  kosulda CD3°CD56°CD16* NK hiicrelerinde LAG-3
ekspresyonunun anlamli derecede arttig1, benzer sekilde TGF-f uyarim sonrast APOE-€3 tasiyan
CDR>1 hasta grubunda CD3" NK hiicrelerinde LAG-3 reseptor ekspresyonunun kontrol grubuna
gore anlamli derecede arttig1 saptanmustir.

Bu bulgular, LAG-3" NK hiicrelerinin hedef hiicre uyarimina giiglii bir yamit verdigini,
orta-ileri derece Alzheimer hastalainda 6nemli bir inhibitér fonksiyona sahip olabilecegini ve

hastaligin prognozuna katkida bulunabilecegini disiindiirmektedir. Ayrica, orta-ileri evre
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Alzheimer hastalarnin NK hiicrelerinde artmis LAG-3 ekspresyonu ve beyinde patolojik tau
reseptorii olarak noronal LAG-3 artis1, Alzheimer hastaligindaki tau patolojisi igin terapotik bir
hedef olabilecegini tanimlamaktadir.

Kronik periodontitisin temel patojeni olan Porphyromonas gingivalis, Alzheimer
hastalarinin beyninde tespit edilmistir. P. gingivalis, lizin-gingipain (Kgp), arginin-gingipain A
(RgpA) ve arginin-gingipain B (RgpB)'den olusan sistein proteazlar1 olan gingipainler olarak
bilinen major viriilans faktorleri tireten asakkarolitik Gram-negatif anaerobik bakteridir [385].

P. gingivalis'in gecici bakteriyemisi, dis fircalama, dis ipi kullanma ve ¢igneme sirasinda
dis etini zedeleme gibi yaygin aktiviteler ve dis bakim tedavisinde olusmakta [386], koroner
arterler [387], plasenta [388] ve karaciger [389] dahil olmak iizere gesitli dokularda belgelenmis
translokasyonla sonu¢lanmaktadir. Kardiyovaskiiler hastalig1 olan hastalarin tamaminda (%2100)
P. Gingivalis’in arteriyel kolonizasyon gosterdigi bildirilmistir [390].

P. gingivalis, diseti fibroblastlarinda IL-1, IL-6, IL-8 ve TNF-o gibi enflamatuvar
sitokinlerin tiretimini artirmaktadir [391].

Demir, bagisiklik hiicrelerinin ¢ogalmasi ve olgunlasmasinda 6nemli bir rol oynadigi i¢in
bagisiklikla yakindan baglantilidir, ancak ayn1 zamanda yakalanmasi i¢in rekabet eden patojenler
ve maligniteler i¢in de vazgecilmezdir. LPS de dahil olmak iizere tehlike sinyalleri, dogal
bagisiklik hiicrelerinde hiicre i¢i demir sekestrasyonuna neden olur. Ancak, asir1 sitozolik demir,
inflamazomlarin aktivasyonunu, mikroglial aktiviteyi ve noroenflamasyon riskini artirir. Ek
olarak, serbest demirin MSS de bulunmasi latent ve LPS igeren mikroplarin ortaya ¢ikabilecegini
boylece bagisiklik toleransini bozarak uzun siireli noroenflamasyona neden olabilecegi One
stiriilmiistir [392].

Saglikli yagh bireylerin periferik kaninda TIGIT diizeylerinin yiikseldigi gosterilmistir.
Yaslanma, bagisiklik sistemi islev bozukluklari ve 6zellikle de T hiicresi eksiklikleri ile iliskilidir;
bu durum cesitli hastaliklara karsi duyarliligi artirmaktadir. Yash yetiskinlerin CD8* T
hiicrelerinde de TIIGIT reseptér ekspresyonunda artis gosterilmistir. Yash TIGIT*CD8" T
hiicreleri, PD-1 dahil olmak iizere diger inhibitdr reseptorlerin yiiksek seviyelerde ifade ederken,
anahtar kostimiilator reseptor CD28'in azalmig ekspresyonu, diisiik sitokin iretimi ve artmig
apoptoz duyarliligi gibi immiinosenesens 6zellikler gostermektedir [393]. Ayrica, TIGIT, demir
diizeylerini azaltan IL-10 araciligiyla bagisiklig1 diizenlediginden, normal yaslanma sirasinda

olusan demir yiikklenmesine kars1 dengeleyici bir mekanizma olarak ekspresyou artabilir [394].
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Son ¢alismalar, LPS ile aktive mikroglialarin, TNF-a, IL-1 alfa ve kompleman bileseni
Clq dahil olmak iizere ¢esitli sitokinleri salgilayarak trofik astrositlerin Al astrositlere
doniisiimiinii sagladigin1 gostermektedir. A1 olarak tanimlanan astrositler canli néronlarin ve
sinapslarin ortadan kaldirilmasina katkida bulunabilecegini gosterilmistir [392]. TIGIT reseptorii
heniiz glial hiicrelerde gosterilmemistir, ancak normal yaslanmada da artmis Al astrositleri ve
TIGIT ekspresyonu, Alzhemir hastaliginda yeni risk belirtegleri olarak degerlendirilebilir [395].

CD569™CD16%™ NK hiicrelerinin en yiiksek TIGIT ekspresyonuna sahip oldugu
gosterilmigtir. TIGIT™ NK hiicreleri hedef hiicre uyarimina gii¢lii bir sekilde yanit verirken
sitotoksik graniil ekspresyonunun (perforin ve granzim A) degismedigi raporlanmistir [384].

Bulgularimiz, APOE-€3 tasiyan tiim Alzheimer hastalarinda, TGF-f ve SC ile uyarim
sonucu NK hiicrelerinde TIGIT reseptdr ekspresyonunun kontrol grubuna gore yiiksek oldugunu
gostermistir. Benzer sekilde, APOE-£3 tasiyan Alzheimer hastalarinda CD3'CD56"'CD16" NK
hiicrelerinde TIGIT reseptor ekspresyonunun, sirastyla, TGF-B ve hiicre uyarim kokteyli ile
uyarimda kontrol grubuna gore anlamh derecede arttigi saptanmistir. CD3'CD56°CD16" NK
hiicrelerinde TIGIT reseptorii orta-ileri derece (CDR>1) Alzheimer hastalarinda kontrol grubuna
gore TGF-B ile uyarim sonucu istatistiksel olarak anlamli derecede yiiksek bulunmustur.

TIGIT yiiksek ifade diizeyleri, NK ve T hiicre fonksiyonunun azalmasi ve CD107a, IFN-
v ve TNF-o gibi aktivasyon faktorlerinin 6nemli Olgiide daha diisiikk salgilanmasiyla
iliskilendirilmistir [396].

Alzhemir hastalar1 NK hiicre fonksiyonlar1 ile ilgili ¢aligmalar tartismalidir. Araga ve
arkadaslari, Alzhemir hastalarinda saglikli kontroller ile karsilastirildiginda diisiik NK hiicre
sitotoksik aktivitesi saptamalarina karsilik [397, 398], Solerte ve arkadaslari Alzhemir hastalarinda
sitokin uyarimi sonucu saglikli yasli dondrlere kiyasla, NK hiicrelerinde TNF-a. ve IFN-y
iiretiminin arttigin1 ve daha yiiksek sitotoksik kapasiteye sahip oldugunu gostermislerdir [326,
399]. Ayrica, yiiksek IFN-y diizeyi, noronal kok hiicrelerin oliim ile iligkili oldugu dikkat
cekmektedir [400, 401].

Calismamizda, CD3"CD56"16" NK hiicre alt grubunun IFN-y diizeyleri Alzheimer hasta
grubunda saglikli kontrol grubuna gore hiicre uyarim kokteyli kosulunda anlamli derecede yiiksek
tespit edilmistir. Apolipoprotein-€3 ve -4 alleli tasiyan tim Alzheimer hastalari, CDR<1 ve
CDR>1 hasta gruplar1 ve kontrol grubunun uyarimsiz, TGF-f ve SC ile uyarimi sonrast CD3"
CD56"CD16™ ve CD3"CD56"CD16" NK hiicre alt grubunun hiicre i¢i IFN-y ve TNF-a seviyeleri

arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir. Bu sitokinleri saglikli kontrol ile
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karsilastirildiginda alzheimer hastalarinda tek basina degerlendirdigimiz de etkin bir disfonksyona
sahihp olmadigini1 géstermektedir.

LPS kaynakli septik farelerden alinan NK hiicrelerinde, Tim-3 ekspresyonu ile IFN-y
tiretimi arasinda ters bir korelasyon gosterilmistir. Ayrica, Tim-3 yolunun blokaji in vitro ortamda
NK hiicrelerinin IFN-y iretimini arttirmis, apoptozu azaltmis, ancak CD107a ekspresyonu
tizerinde herhangi bir etkisi saptanmamustir [402].

Calismamizda CD3"CD56"CD16* NK hiicre alt grubunda diisiik TIM-3 ekspresyonuna
karsilik, APOE-¢4 tasiyan hafif evre Alzheimer demansi hastalarda CD3'CD56'CD16" NK
hiicrelerinde TIM-3 resptdr ekspresyonu saptanmamistir. Diisiik TIM-3 resptor ekspresyonu bu
hiicrelerinin yiiksek IFN-y {iretimi ile iliskili oldugunu ve alzheimer hastaliginin ilerlemesinde
onemli rol oynadigini diisiindiirmektedir.

Tip 2 diyabetes mellitus (T2DM) hastaliginda immiin sistemin asir1 aktivasyonu sonucu,
ozellikle beyinde mikroglialar tarafindan pro-enflamatuvar sitokin salinimi artmakta, diyabetik
hayvanlarin hipokampuslarinda yiikksek TNF-a, IL-1B ve IL-6 seviyeleri gozlenmistir [403].
Ayrica, Alzheimer ve T2DM’ye sahip ¢ift mutant farelerin beyin mikrovaskiilatiiriinde yiiksek
TNF-a ve IL-6 seviyeleri tespit edilmistir. Bu durum, T2DM'nin neden oldugu serebrovaskiiler
enflamasyonun, biligsel bozukluktaki artigsin temeli olabilecegini diisiindiirmektedir [404]. Mevcut
literatiirde T2DM hastalarindan alinan periferik kan NK hiicrelerinde, inhibitor reseptér Tim-3'lin
ekspresyonu onemli Ol¢iide artarken, TNF-a salgilanmasi, aktive edici reseptor NKG2D'nin
ekspresyonu ve CD107a degraniilasyon kapasitesinin 6nemli 6l¢iide azaldig1 ve negatif korelasyon
gosterdigi 6ne siiriilmiistiir [405].

Yaslanan noroblastlarin yiiksek seviyelerdeki IL-27 {iretimi ve NK hiicre aktivator
reseptorii NKG2D’nin bir ligandi olan RAE-1’in artigi, NK hiicrelerini uyararak sitotoksisite
islevini baglatmakta, bdylece Alzhimer hastalarinda yeni néronlarin olusumunu engellenmektedir
[6]. Hafif evre ve orta evre Alzheimer hastalar ile yasl saglikli donérlerde, son evre belirtegi olan
CD57" NK hiicrelerin kargilagtirmasinda, NKG2D ve CD94 reseptorlerin  degismedigi
gosterilmistir [15].

Calismamizda, Apolipoprotein-3 ve -e4 izoformlarinin varhiginda ve yoklugunda tim
alzheimer hastalari, CDR<1 ve CDR>1 hasta gruplar1 ve kontrol grubunun uyarimsiz, TGF-f ve
SC ile uyarimi sonrast CD3'CD56"CD16™ ve CD3'CD56"CD16" NK hiicre alt grubunun NKG2D
resptor diizeyinde ve hiicre i¢ci TNF-a sitokin seviyesinde istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmamigtir.
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Alzhimer hastalarinin periferik kan lokosit ve beyin 6rneklerinden izole edilen DNA
orneklerinde, HSV-1, epstein barr viriisii ve insan herpes viriisii-6 (HHV6) bulunurken CMV
bulunmamustir. Ayrica, HHV6 Alzhimer hasta beyin 6rneklerinin %70'inde, kontrollerin ise
%40'inda bulunurken, HSV-1 her ikisinde de yiiksek seviyelerde saptanmistir. Ek olarak
kontrollerde %4'e kiyasla periferik kan mononiikleer hiicrelerinin %23'inde HHV6 bulunmustur
[406]. Diisiik TLR9 ekspresyonu, viriislerin immiin sistemden kagisina, latent kalmasina ve kronik
ndroenflamasyona yol agarak Alzhemier hastalifi patogenezinde rol oynayabilecegi fikrini
desteklemektedir. APOE-¢4 aleli tasiyan bireylerin beyninde latent HSV-1 varliginin yani sira bu
hastalarda bagisiklik sisteminin aralikli olarak baskilanmasi, enfeksiyon ve periferik enflamasyon
gibi olaylara neden olmakta boylece olusan hasarin birikerek hastaligin ilerlemesine yol agtigi ileri
stiriilmektedir [16].

HHV-6A/B dahil olmak iizere herpes viriislerinin amiloid beta {iretimini indiikledigi,
HHV-6A ve HHV-7 DNA ve RNA miktarlari, kontrollere kiyasla Alzheimer beyinlerinde daha
yaygin sekilde saptanmustir [407]. HHV-6A, HHV-6B ve HHV-7 virislerinin, NK hiicre
aktivitesini etkileme mekanizmalar farklilik gostermektedir. Dogal bagisiklikta konakgt DNA
sensor proteinleri TLR9, STING, IFI16, sitozolik niikleik asitleri taniyan ve kontrol eden merkezi
sinyal molekiillerini olusturmaktadir. HHV-6B ve HHV-7 esas olarak TLR9 reseptor vasitasiyla
proenflamatuvar sitokin salgilayarak viral yayilmanin aktif kontroliine aracilik edmektedir. HHV-
6A ile enfekte olmus NK hiicrelerinde, anti-viral aktivasyon mekanizmasi olarak STING/STAT6
yolunu indiiklemekte, ancak HHV-6A aracili yanitin immiinosiipresif potansiyele sahip oldugu
yeni bir mekanizmayla sitotoksik olmayan bir profil ile karakterize edilmistir [408]. HHV-6A ve
-6B enfeksiyonlarinda NK hiicre miRNA ve transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonu iizerinde
etkili oldugu gosterilmis, bu da, NK hiicrelerinin fonksiyon bozuklugunu, viriislerin immiin
sistemden kagisin1 ve ilgili patolojilerin indiiksiyonunu etkileyebilmektedir [409]. TLR9
ekspresyonu, saglikli kontrollere ve hafif evre Alzheimer hastalarina kiyasla orta evre Alzheimer
deneklerinde azaldigi i¢in Alzheimer hastaligin ilerlemesinde aktif rolii oldugu diistiniilmektedir
[15].

Calismamizda, CD3'CD56"CD16™ NK hiicrelerinde ise TLR9 reseptorii orta-ileri derece
Alzheimer hasta grubunda hafif diizey hasta grubuna gore uyarimsiz kosulda istatistiksel olarak
anlaml1 derecede yiiksek bulunmustur. Hafif diizey Alzheimer hastalari orta-ileri derece Alzheimer
hastalarina gore noroenflamasyonun en siddetli donemini gegirmekte [410] bu durumda TLR9

reseptoriiniin ~ baskilanmas1  ve/veya  fizyolojik olarak az miktarda ekspresyonu
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mikroorganizmalarin ve buna bagli viriilans faktorlerin Alzheimer hastaliginin ilerlemesine katkisi
olacagini diistindlirmektedir.

Alzheimer hastalari CD3 NK hiicrelerinde NKG2D reseptorii ve IFN-y seviyeleri arasinda
saptanan giiclii pozitif korelasyon, APOE veya hastalik evresinin bu korelasyon tizerinde bir etkisi
olmadigin1 gostermistir. Hafif diizey Alzheimer hasta grubunda LAG-3 ekspresyon diizeyi ile
korele bigimde artis gosteren TLR9, NKG2D ve IFN-y seviyeleri orta-ileri derece hasta grubunda
gdzlenmemistir. Ayrica, hafif diizey Alzheimer hasta grubunda TNF-a ve TIGIT seviyelerindeki
artig orta-ileri derece hasta grubunda saptanmamustir.

APOE-€3 aleli tasityan Alzheimer hastalarinda LAG-3 ekspresyon diizeyi ile pozitif
korelasyon gosteren TLR9, NKG2D ve IFN-y seviyeleri APOE-g4 aleli tagsiyan Alzheimer hasta
grubunda saptanmamistir. APOE-e4 alelini tasiyan Alzheimer hastalarinda IFN-y ve TNF-a
sitokinleri arasinda pozitif bir korelasyon goriilmesine karsilik, APOE-€3 alelini tasiyan Alzheimer
grubunda bu bulguya rastlanmamastir.

Bagisiklik sisteminin beyin fonksiyonlarini diizenlemede rol oynadigini gosteren artan
kanitlara ragmen, norodejeneratif hastaliklarda bagisiklik ve enflamasyon hiicrelerinin 6zel roli
hala yeterince anlasilmamistir. Noroenflamasyon, noronlar, makroglia, mikroglia ve infiltre eden
16kositler dahil olmak tizere CNS'de bulunan tiim hiicre yanitlarinin karmagik bir entegrasyonudur.
Baglatic1 hasar, cevresel faktorler, genetik ge¢mis ve yas gecmis deneyimler, bu karmasik
noroenflamatuvar devrenin entegre yanitint modiile etmek igin bir araya gelmektedir.

NK  hiicrelerinin noérodejeneratif hastaliklardaki etki mekanizmasi muhtemelen ¢ok
faktorlidiir ve heniiz net olarak anlagilmamistir. Beyin fonksiyonlarini diizenlemede rol oynadigi
bilinen ve Alzheimer hastaliginin néroenflamasyonunda etkin bir rdle sahip olan NK hiicrelerinin
noroprotektif veya norotoksik enflamatuvar yanitlara yol agmak i¢in nasil etkilesime girdigini

karakterize edilmesi i¢in daha fazla ¢alismaya ihtiyac vardir.
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