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Alzheimer hastalığı, hafıza ve bilişsel işlevlerdeki derin bozukluklarla ilişkili, ilerleyici 

nörodejeneratif bir hastalıktır. Yaygın olarak demansın bir nedeni olan Alzheimer, özellikle yaşlı 

bireylerde görülmektedir. Çalışmalar, Alzheimer hastalığında enflamatuvar belirteçlerin arttığına 

işaret etmekte olup, Alzheimer hastalığının erken evresinde, gelişiminde ve ilerlemesinde 

nöroenflamasyonun kritik rol oynadığı bilinmektedir.  

Doğal öldürücü (NK) hücreler, doğal lenfoid hücreler grubunda yer alır ve enflamatuvar 

süreçlerin düzenlenmesinde önemli rol oynamaktadır. Transgenik Alzheimer fare modelinde NK 

hücre deplesyonunun nöroenflamasyonu hafiflettiği, nörogenezi uyardığı ve bilişsel işlevi 

geliştirdiği gösterilmiştir. Alzheimer hastalarında NK hücrelerinin immünosupresif ilaçlara 

dirençli olduğu ve stimülasyona karşı güçlü sitotoksisite ve tümör nekroz faktör (TNF-α) ve 

interferon gamma (IFN- gibi yüksek enflamatuvar sitokinler salgıladığı gözlenmiştir. NKG2D 

reseptörü ve IFN-γ sitokinin, nöronal kök hücrelerin azalmış proliferasyonuyla ilişkili olması 

dikkat çekmektedir. 

Alzheimer gelişmesinde birçok genetik risk faktörleri arasında en yaygın gen, 

Apolipoprotein E (APOE) geninin APOE-ε4 alleli ile ilişkisi saptanmıştır. APOE, izoforma bağlı 

bir şekilde enflamatuvar ve immün yanıtları modüle etmektedir. Benzer şekilde, enflamatuvar 

sitokinler, çeşitli dokularda APOE üretimini düzenleyebilir veya azaltabilir. Klinik çalışmalar, 

birçok anti-diyabetik ilaçların, sadece APOE-ε4 alelini taşımıyan Alzheimer hastalarının 

tedavisinde faydalı olabileceğini göstermektedir. Nöroenflamasyonu azaltma potansiyelleri 

gösterilmesine rağmen, NK hücrelerinin nörodejeneratif hastalıklardaki rolü tam olarak ortaya 

konmamıştır.  

Çalışmamızda, Alzheimer hastalarının klinik demans derecelendirme ölçeğine (CDR) göre 

hafif düzey (CDR<1) ve orta-ileri derece (CDR>1) olmak üzere iki alt grubunun periferik kan 

örnekleri üç farklı koşulda (uyarımsız - US, TGF-β uyarımı ve hücre uyarım kokteyli - SC) kültüre 

edildikten sonra, CD3+ T, CD3- NK, CD3-CD56+CD16- ve CD3-CD56+CD16+ NK hücrelerinde 

NKG2D, TLR9, TİGİT, LAG-3 ve TİM-3 yüzey molekül ekspresyonları, hücre içi IFN-γ, TNF-α 

sitokin seviyeleri ve sitotoksik aktiviteleri saptanmıştır. Ayrıca, Alzheimer hastalarında farklı 

Apolipoprotein E izoformlarının etkisini değerlendirmek amacıyla genotipleme yapılmış ve 

ardından NK hücre reseptörleri ile sitokin seviyelerinin bu izoformlara göre nasıl değiştiği 

istatistiksel olarak karşılaştırılmıştır. 

Bulgularımız, sağlıklı kontrol grubu ile karşılaştırıldığında, uyarımsız koşulunda, APOE-

ε3 allelini taşıyan Alzheimer hastalarında, CD3- NK hücrelerinde istatistiksel olarak anlamlı 
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derecede azalma (p=0.020), APOE-ε3 taşıyan orta-ileri evre Alzheimer hastalarında CD3- NK ve 

CD3-CD56+CD16- NK hücrelerinde de anlamlı dercede düşüş (p=0.048, p=0.032, sırasıyla) 

saptanmıştır. Bunun aksine, APOE-ε4 taşıyan hafif düzey Alzheimer hasta grubunda CD3- NK ve 

CD3-CD56+CD16-  NK hücreleri anlamlı derce yüksek (p=0.045, p=0.035) bulunmuştur.    

APOE-ε3 taşıyan Alzheimer hastaları sağlıklı kontrol grubu ile karşılaştırıldığında, 

uyarımsız koşulda CD3-CD56+CD16+ NK hücrelerinde LAG-3 ekspresyonunun anlamlı derecede 

arttığı (p=0.028) görülmüştür. Benzer şekilde TİGİT reseptör ekspresyonu, sırasıyla, TGF-β ve 

hücre uyarım kokteyli ile uyarımda kontrol grubuna göre anlamlı derecede arttış (p=0.013, 

p=0.040, sırasıyla) göstermiştir. CD3-CD56+CD16+ NK hücrelerinde TİGİT reseptörü CDR>1 

Alzheimer hastalarında kontrol grubuna göre TGF-β ile uyarım sonucu istatistiksel olarak anlamlı 

derecede yüksek (p=0.043) bulunmuştur. Çalışmamızda sadece CD3-CD56+16+ NK hücre alt 

grubunda IFN-γ düzeyi, Alzheimer hasta grubunda sağlıklı kontrol grubuna göre hücre uyarım 

kökteyli koşulunda anlamlı derecede yüksek (p=0.022) tespit edilmiştir. CD3-CD56+CD16- NK 

hücrelerinde ise TLR9 reseptörü CDR>1 Alzheimer hasta grubunda CDR<1 hasta grubuna göre 

uyarımsız koşulda istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek (p=0.013) bulunmuştur.  

CD3-CD16+56+ NK hücre CD107a ekspresyonu Alzheimer hasta grubunda ve hafif 

düzeyde (CDR<1) Alzheimer hastalarında sağlıklı kontrol grubuna göre TGF-β uyarımı 

sonrasında anlamlı derecede (p=0.021 ve p=0.032) artmıştır.  

Sonuç olarak, APOE-ε3 aleline kıyasla APOE-ε4 taşıyan CDR<1 Alzheimer hastalarının 

uyarıılmış NK hücrelerinde artmış TİM-3 reseptörü ve CD107a ekspresyonu ile IFN-γ ve TNF-α 

gibi proenflamatuvar sitokinlerin korele artışı, Alzheimer hastalığının ilerleyişinde potansiyel 

biyobelirteçler olarak değerlendirilebilir. Bu bilgiler ışığında, APOE-ε4 allelline sahip erken evre 

(CDR<1) Alzhemir hastalarınıda NK hücre fonksiyonlarının belirgin olarak arttığı ve 

nöroenflamasyonun orta-ileri evredeki hastalara göre daha şiddetli olabileceği düşünülmektedir. 

 

 

 

 

 

 

 

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-α) and interferon-gamma (IFN-γ) upon stimulation. The 

NKG2D receptor and IFN-γ 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 ε4 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-ε4 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-β stimulation, and stimulation cocktail - SC). Expression 

of NKG2D, TLR9, TIGIT, LAG-3, and TIM-3 surface molecules, intracellular levels of IFN-γ and 

TNF-α 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-ε3 allele (p=0.020), and in 

APOE-ε3 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-ε4 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-ε3 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-β 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-β stimulation 

(p=0.043). Notably, IFN-γ 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-β 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-γ and TNF-α in stimulated NK cells from APOE-ε4-

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-ε4 allele, indicating that neuroinflammation may be more 

severe in this group compared to those in later stages. 
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Şekil 1: Özet grafik 
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1. GİRİŞ VE AMAÇ 

Alzheimer hastalığı, hafıza ve bilişsel işlevlerdeki derin bozukluklarla ilişkili, ilerleyici 

nörodejeneratif bir hastalıktır. Yaygın olarak demansın bir nedeni olan Alzheimer hastalığı, 

özellikle yaşlı bireylerde görülmektedir. Hipokampusta ve korteksin diğer bölgelerinde bulunan 

nöronların içinde tau proteinlerinin hiperfosforilasyonuyla oluşan nörofibriler yumaklar ve 

nöronların hücre dışı kısımlarında amiloid beta (Aβ) peptidinin birikiminden kaynaklanan plak 

oluşumu olmak üzere Alzheimer hastalığının iki önemli nöropatolojik özelliği bulunmaktadır  [1].  

Çalışmalar, Alzheimer hastalığında artmış enflamatuvar belirteçlere işaret etmekte olup 

[2], hastalığın erken evresinde, gelişiminde ve ilerlemesinde nöroenflamasyonun kritik rol 

oynadığı bilinmektedir [3]. Alzheimer hastalığı nöroenflamasyon sürecine mikroglia ve 

astrositlere ek olarak granülositler, monositler, T lenfositleri ve doğal öldürücü hücreler (NK) gibi 

immün sistemin hücresel bileşenlerinin de katıldığı gösterilmiştir [4, 5]. Ayrıca, yaşlı bireylerin 

beyinlerinin dentat girusunda nötrofiller, monositler, T ve B lenfositlerinden daha çok miktarda 

NK hücre popülasyonu gözlemlenmiştir [6].  

Alzheimer hastalığında NK hücrelerinin rolü konusunda ilk işaret, Alzheimer hastalığı gibi 

nörolojik anormalliklere karşı güçlü bir ilaç olan Tacrine’in, Alzheimer hastalarındaki NK hücre 

proliferasyonu ve sitotoksik fonksiyonları üzerinde baskılayıcı etkiye sahip olduğunun 

gösterilmesidir. Bu bulguya dayanarak NK hücrelerinin Alzheimer hastalarında zararlı 

fonksiyonları olabileceği öne sürülmüştür [7]. Transgenik Alzheimer fare modelinde NK hücre 

deplesyonunun nöroenflamasyonu hafiflettiği, nörogenezi uyardığı ve bilişsel işlevi geliştirdiği 

yönündedir [8]. 

Alzheimer hastalarının beyin hipokampus ve korteksindeki senil plaklarda interlökin (IL)-

1α, IL-1β, IL-2, IL-3, IL-6 ve tümör nekroz faktörü-alfa (TNF-α) gibi sitokinlerin üretiminin arttığı 

rapor edilmiştir. NK hücreleri sitotoksik aktiviteye sahip granüler lenfositlerdir ve interferon 

gamma (IFN-), IL-3, IL-5, IL-10, IL-12 ve IL-13 gibi sitokinler üreterek insanlarda immün 

yanıtlarda rol oynar [9]. Alzheimer hastalarında IL-12 ve K562 hücreleri ile uyarılmış NK 

hücrelerinde TNF-α ve IFN-üretiminin arttığı ve sağlıklı yaşlı donörlere kıyasla daha yüksek 

sitotoksiteye sahip olduğu gösterilmiştir [10]. Ayrıca, IFN-γ nın nöronal kök hücrelerin 

proliferasyonunu azalttığı [11], TNF-α nın ise farmakolojik olarak inhibe edilmesinin Alzheimer 

hastalığının önlenmesine katkı sağladığı ve demans riski taşıyan kişilerde bilişsel işlevlerin 

iyileşmesini desteklediği belirtilmiştir [12].  
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Alzheimer hastalığının gelişmesinde çevresel ve genetik etmenler gibi birden çok faktörün 

rol oynadığı bilinmektedir. Genetik risk faktörleri arasında hastalıkla ilişkili en yaygın gen olarak 

Apolipoprotein E (APOE) geninin ε4 alleli saptanmıştır [13]. 

Apolipoprotein E, izoforma bağlı bir şekilde enflamatuvar ve immün yanıtları 

yönlendirebilmektedir. Benzer şekilde, enflamatuvar sitokinler, çeşitli dokularda APOE üretimini 

düzenleyebilmekte veya azaltabilmektedir [14]. Sağlıklı kontroller ve hafif bileşsel bozukluğu 

olan hastalara kıyasla orta evre deneklerinde saptanan düşük TLR9 seviyeleri, Alzheimer 

hastalığının ilerlemesinde önemli mekanizmalardan biri olabileceğini düşündürmektedir [15]. 

APOE-ε4 aleli taşıyan bireylerin beyninde latent herpes simpleks virüsü tip 1 (HSV-1) varlığının 

yanı sıra bu hastalarda bağışıklık sisteminin aralıklı olarak baskılanması, enfeksiyon ve periferik 

enflamasyon gibi olaylara neden olmakta böylece oluşan hasarın birikerek hastalığın ilerlemesine 

yol açtığı ileri sürülmektedir [16]. 

Alzheimer hastalarında NK hücrelerinin immünosupresif ilaçlara dirençli olduğu ve 

stimülasyona karşı güçlü sitotoksisite ve yüksek enflamatuvar sitokinler salgıladığı gözlenmiştir 

[17]. Ayrıca klinik çalışmalar intranazal insülin, pioglitazon, metformin ve liraglutid gibi anti-

diyabetik ilaçların sadece APOE-ε4 alelini taşımayan hastalarda tedavide faydalı olabileceği 

yönündedir [18]. Yaşla beraber Alzheimer hastalarında NK hücrelerinin [10] ve APOE alellerinin 

toplam popülasyonu, gen ekspresyonu ve fonksiyonlarında değişimler ortaya çıkmaktadır [19].  

Apolipoprotein E proteininin etkileri ile Alzhemier hastalığında merkezi rol oynayan 

immün mekanizmalar arasındaki ilişki bilinmemektedir. Son yıllarda Alzhemier hastalığında, 

APOE genin rolüne olan ilgi artmış olmakla birlikte, APOE proteinin ve insan NK hücrelerinin 

inhibitör profili ve fonksiyonları arasındaki ilişkiye dair herhangi bir çalışma bulunmamaktadır. 

Bu çalışmada, Alzhemier hastalığı patofizyolojisinde önemli rol oynadığı bilinen APOE alelleri 

ile NK hücre fonksiyonları arasındaki ilişkinin araştırılmasıyla, Alzhemier hastalığı 

patofizyolojisinde bilinmeyen noktaların aydınlatılması amaçlanmıştır.  

Çalışmamızda, farklı APOE alelleri taşıyan hafif ve orta-ileri derecede bilişsel bozukluğu 

olan Alzhemir hastalarının NK hücrelerinde NKG2D, TLR9, TİGİT, LAG-3 ve TİM-3 yüzey 

molekülleri ile hücre içi IFN-γ ve TNF-α sitokinlerinin ekspresyon düzeyleri incelenmiştir. Ek 

olarak hafif (CDR<1) ve orta-ileri derecede bilişsel bozukluğu olan (CDR>1) Alzheimer hasta 

gruplarında CD3-CD16+56+ NK hücrelerinde CD107a ekspresyonu sağlıklı kontrol grubu ile 

karşılaştırılmıştır. 
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Çalışmamızın amacı, belirli APOE alelleri varlığında NK hücrelerinin aktive edici ve 

baskılayıcı reseptörlerindeki değişimleri karşılaştırarak, bu değişimlerin NK hücre fonksiyonları 

ve hastalık prognozu ile olası ilişkisini değerlendirmektir. Bu doğrutuda APOE-ε3 allel taşıyan 

Alzhemir hastaları ile CDR>1 hasta grubunun kontrol grup ile karşılaştırdığında, CD3- NK 

hücrelerinin ferkansı düşük bulunmuştur. Bunun karşı APOE-ε4 allel taşıyan CDR<1 Alzhemir 

hasta grubunda, kontrol grup ile kıyaslandığında CD3- NK hücrelerinin ferkansında artış 

gözlenmiştir. Ek olarak, CD3-CD16+56+ NK hücre CD107a ekspresyonu, hafif evre Alzheimer 

hastalarında, orta-ileri evre Alzheimer hastaları ve sağlıklı kontrol grubuna göre daha yüksek 

saptanmıştır. Diğer yandan, APOE-ε3 allel taşıyan Alzhemir hastalarında, uyarım sonrası CD3- 

NK hücrelerinde LAG-3 ve TİGİT reseptör ekspresyonlarında artış gözlenirken, APOE-ε4 alleline 

sahip hastalarda anlamlı bir değişim saptanmamıştır. Çalışmamızın korelasyon analizine göre, 

APOE-ε3 aleli taşıyan Alzheimer hastalarında, LAG-3 ekspresyon düzeyi ile pozitif korelasyon 

içinde olan TLR9, NKG2D ve IFN-γ seviyeleri, APOE-ε4 aleli taşıyan hasta grubunda 

saptanmamıştır. Buna karşılık, APOE-ε4 alelini taşıyan Alzheimer hastalarında, IFN-γ ve TNF-α 

sitokinleri arasında pozitif bir korelasyon gözlenmiş, bu bulgu APOE-ε3 alelini taşıyan hastalarda 

izlenmemiştir. Ayrıca, APOE-ε4 taşıyan hafif düzey Alzheimer hastalarında, CD3-CD56+CD16+ 

NK hücrelerinde TİM-3 resptör ekspresyonunun oldukça düşük olması dikkat çekicidir. 

Sonuç olarak, APOE-ε3 aleline kıyasla APOE-ε4 taşıyan CDR<1 Alzheimer hastalarında, 

uyarım sonrası NK hücre TİM-3 reseptörünün düşük ekspresyon seviyesi, CD107a ekspresyonun 

yüksekliği ve IFN-γ ile TNF-α gibi proenflamatuvar sitokinlerin korele artışı, Alzheimer 

hastalığının ilerleyişinde potansiyel biyobelirteçler olarak değerlendirilebilir ve NK hücrelerine 

yönelik tedavi yaklaşımları için yeni olanaklar sunabilir. Bu bulgular doğrultusunda, APOE-ε4 

allellini taşıyan CDR<1 Alzhemir hasta grubunda NK hücre fonksiyonlarının artmış olduğu ve bu 

bireylerin orta-ileri evre Alzheimer hastalarına kıyasla daha şiddetli nöroenflamasyon 

geçirebileceği düşünülmektedir. 

 

 

 

 

 

2. GENEL BİLGİLER 
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2.1. Apolipoprotein E Protein Yapısı ve Gen Betimlenmesi  

İnsan APOE geni, 19. kromozomda q13.32 konumunda bulunmaktadır (Şekil 1A) ve 

beyindeki birincil işlevi kolesterol taşıyıcısı 299 amino asitli bir proteini (~36 kDa) kodlamaktadır. 

APOE üç ana bölgeden oluşmaktadır; reseptör bağlama bölgesi ve dört sarmalı içeren bir N-

terminal bölgesi, lipid bağlama bölgesi ve üç sarmalı içeren bir C-terminal bölgesi, N ve C 

terminallerini birleştiren bir ara esnek menteşe bölgesi (Şekil 2A) [20]. APOE izoformları, 112 ve 

158 pozisyonlarındaki benzersiz bir amino asit kombinasyonu ile farklılık göstermektedir; APOE-

ε2 (Cys112, Cys158), APOE-ε3 (Cys112, Arg158) ve APOE-ε4 (Arg112, Arg158) [21]. APOE 

proteini içindeki bir veya iki amino asidin gene bağlı değişimi yapısını değiştirmektedir. Örneğin, 

APOE-ε2'deki Cys-158, Arg158 ve Asp154 arasında kovalent olmayan bir etkileşimi kaldırarak 

pozitif potansiyeli azaltmakta böylece reseptör bağlama bölgesini değiştirmektedir (Şekil 2B) [22]. 

APOE-ε4'ün yapısındaki Arg-112 aracılığıyla lipid bağlama bölgesini değiştirmekte ve lipid 

bağlama tercihini yüksek yoğunluklu lipoprotein (HDL)’den çok düşük yoğunluklu lipoproteine 

(VLDL) kaydırmaktadır [23]. Altmış bir ile 112 amino asitin arasındaki mevcut etkileşim, 

lipoprotein bağlanmasını etkilemekte, APOE-ε2 ve APOE-ε3'ün HDL'ye bağlanırken APOE-ε4'ün 

VLDL'ye afinitesinin yüksek olmasının ana nedenini oluşturmaktadır [24]. 

 

 

 

 

 

 

 

 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 2A. APOE proteininin yapısal ve fonksiyonel bölgeleri. q13.32 konumundaki 19. kromozomda APOE 

geninin konumu ve yapısı. APOE geni, proteinin %80'inden fazlasını kodlayan ekson 4 ile sırasıyla 44, 66, 193 ve 860 nükleotitten 

oluşan 4 eksona sahiptir. Ekson 1, translasyon olmayan bölgeyi (50UTR) içerir. Ekson 4'teki nokta mutasyonları iki tek nükleotid 

polimorfizmi (SNP) üretmekte: a T        C noktası mutasyonu APOE-ε4 (C112R) üretirken C         T mutasyonu APOE-ε2 (R158C) 

oluşturmaktadır. 
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Şekil 2B. İnsan APOE yapısal alanları. N-terminal bölgesi, reseptör bağlama bölgesini (134-150 artıkları) ve dört sarmal 

(1-4) içermektedir, C-terminal bölgesi lipit bağlama bölgesini (artık 244-272) barındırmakta ve iki alan, bir menteşe bölgesi ile 

birbirine bağlanmaktadır. N-terminal bölgesinde üç APOE izoformunu ayırt eden iki polimorfik pozisyonu (112 ve 158) 

bulunmaktadır. Şeklin alt kısmı, düşük yoğunluklu lipoprotein (LDL) reseptörünü tanıyan a-sarmal segmenti (134-150 kalıntıları) 

göstermektedir. Bu segment, pozitif yüklü arginin ve lizin kalıntıları bakımından zengindir [25]. 

 

2.2. Apolipoprotein E Betimleyen Dokular 

İnsan APOE geni, çeşitli organlarda ve farklı hücre tiplerinde ifade edilmektedir. 

Dolaşımdaki APOE'nin yüzde doksanı karaciğerde üretilmektedir [21]. İnsan protein atlası projesi 

verilerine göre APOE geninin en çok protein kodlama transkriptleri karaciğerde iken protein 

betimlemesinin çoğu sırasıyla beyin, endokrin dokusu ve deri mukozasında gerçekleşmektedir. 

Dokuya özgü APOE’nin en çok betimlendiği hücreler arasında sırasıyla proksimal tübüler 

hücreler, hepatositler, peritübüler hücreler, duktal hücreler, kolon enteroendokrin hücreleri, diş 

kök kılıf hücreleri, leydig hücreleri, E-enterik glia hücreleri, yağ bezi hücreleri, adipositler 

(meme), mitotik hücreler (tiroid ve deri), podositler gibi hücreler bulunmaktadır. Beyin dokusunda 

APOE’nin en çok betimlendiği bölgeler bazal ganglion, hippocampus, serebral korteks ve 

serebellum bölgelerini oluşturmaktadır. Beyin de APOE’nin en çok sekrete edildiği hücreler ise 

sırasıyla astrositler, mikroglia, oligodendrosit öncü hücreleri (perisitler), koroid pleksus ve 

nöronlar tarafından gerçekleşmektedir [26, 27] (Şekil 2). Koroid pleksus tarafından üretilen APOE 

lipoproteinleri doğrudan beyin omurilik sıvısına (BOS) salgılanmaktadır [28]. Ayrıca glial 

hücrelerden sentezlenen ApoE, lipidlerle birleşerek BOS'ta lipid taşıma partiküllerini 

oluşturmaktadır [29]. ApoE'nin ekspresyon seviyesi genotipine göre değişmektedir. Örneğin, 

APOE-ε2 taşıyan bireyler BOS'ta daha yüksek APOE protein konsantrasyonuna sahipken, APOE-

ε4 taşıyıcıları daha düşük seviyeleri taşımaktadırlar [30].  
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Şekil 3. Apolipoprotein E, RNA betimlemesi. İki farklı kaynaktan elde edilen normalleştirilmiş ifade (milyon başına 

normalize edilmiş transcript - nTPM) değerlerine dayalı konsensüs verilerini göstermektedir. Bu veriler, insan protein atlası (HPA) 

ve genotip-doku ifadesi (GTEx) projesi tarafından sağlanan RNA-sekans analizlerinden elde edilmiştir. Protein ifadesi birden fazla 

antikor kullanılarak değerlendirilen genler için toplu bir puan ayarlanarak tahmini gerçek protein ifadesini yansıtacak şekilde 

düzenlenmiştir [26]. 

 

2.3. Apolipoprotein E İzoformlarının Metabolizmadaki Rolleri 

2.3.1. Apolipoprotein E izoformlarının lipidasyonu 

Kolesterol taşınması, bağışıklık modülasyonu, sinaps rejenerasyonu ve amyloid beta 

(Aβ)'nin temizlenmesi/degradasyonu gerçekleştirmek için APOE'nin salgılanması ve uygun 

şekilde lipide edilmesi gerekmektedir [31]. APOE lipidasyonu, kolesterol akış düzenleyici proteini 

olarak da bilinen Adenozin trifosfat (ATP) bağlayıcı kaset A1 (ABCA1) tarafından 

kolaylaştırılmaktadır. ABCA1, beynin astrositleri, nöronları, kan-beyinbariyeri (KBB) ve koroid 

pleksus dâhil olmak üzere çok çeşitli vücut hücrelerinde bulunmaktadır [32]. APOE izoformları, 

lipid bağlama ve lipoprotein tercihlerinde farklılık göstermektedir.   

Apolipoprotein E’nin C-terminal alanı (273–299), lipoprotein bağlanması için önemli 

parçayı oluşturmaktadır. Bu nedenle APOE izoformu lipidasyon özgüllüğünü ve etkinliğini 

belirlemektedir [31]. APOE-ε3 ve APOE-ε2 tercihen fosfolipid bakımından zengin HDL'ye 

bağlanırken APOE-ε4, trigliseritten zengin VLDL'ye güçlü bir şekilde bağlanmaktadır [33]. 

APOE-ε4'ün HDL için zayıf bağlanma afinitesi, daha büyük oranda lipitlenmemiş APOE ile 
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sonuçlandığı ve agregatlar oluşturduğu gözlemlenmiştir. APOE-ε4 kümeleri, nöronlar için APOE-

ε2 ve APOE-ε3 kümelerinden daha toksik olduğu bulunmuştur [34].  

Serbest kolesterol, fosfolipidler ve trigliseritler, beyin partikülleri içeren APOE'de bulunan 

ana lipidleri oluşturmaktadır [35]. APOE-ε4 içeren partiküller, APOE-ε3 içeren partiküllerden 

daha az kolesterol içermektedir [36]. APOE genotipleri ayrıca periferdeki lipidasyon durumlarını 

da değiştirmektedir. Homozigot ve heterozigot (+3/+4) genotiplerde, APOE-ε4, sıklıkla plazmada 

artan düşük yoğunluklu lipoprotein (LDL) ve kolesterol seviyeleri ile ilişkilendirilirken, 

homozigot ve heterozigot (+2/+3) genotiplerinde, APOE-ε2 hafif veya düşük seviyelerle bağlantılı 

olduğu bulunmuştur [37]. APOE-ε2 genotipi, APOE-ε3 ve APOE-ε4'e kıyasla daha yüksek 

trigliserit seviyeleri ile ilişkilendirilmiştir [36]. 

2.3.2. Merkezi sinir sisteminde lipid taşınması 

Apolipoprotein E, kolesterol ve diğer lipidlerin nöronlara ve glial hücrelere taşınmasına 

aracılık etmektedir. Kolesterol, KBB'i ve Koroid Pleksus ‘kan beyin omurilik sıvı bariyeri 

(BCSFB)’ni geçemez, ancak özellikle nöronlarda bulunan 24-hidroksilaz kolesterol enzimi 

tarafından 24S-hidroksikolesterol'e dönüştürülür ve 24S-hidroksikolesterol APOE'ye bağlanarak 

KBB'yi kolayca geçebilmektedir [38]. İnsanlarda üç baskın APOE aleli vardır; APOE-ε2 (E2), 

APOE-ε3 (E3) ve APOE-ε4 (E4) alelleri [39]. Kültürlenmiş nöronlarda APOE-ε4, beyin 

kolesterolünü taşımak için APOE-ε2 ve APOE-ε3'ten daha az etkili olduğu gösterilmiştir [40]. 

Kolesterol ve fosfolipidlerin taşınması apoE izoformlarına (E2 > E3 > E4) dayandığından [41], 

APOE-ε4 tarafından kolesterol ve fosfolipidlerin daha düşük akışı, APOE-ε4 taşıyıcılarında geç 

başlangıçlı Alzheimer hastalığı (Late onset Alzheimer's disease - LOAD) gelişme riskini 

artırmaktadır. İnsanda uyarılmış pluripotent kök hücre (iPSC)'lerinden türetilen astrositlerle ilgili 

çalışmada, APOE-ε4 ifade eden astrositlerin APOE-ε3 astrositlerine göre daha yüksek kolesterol 

birikimine sahip olduğu gösterilmiştir [42], bu da APOE-ε4 taşıyıcılarında astrositlerin kolesterol 

taşınmasının eksik olabileceğini desteklemektedir. iPSC'den türetilmiş astrositlerle yapılan bir 

çalışmada, APOE-ε4'ün APOE-ε3'ten daha az lipitlenmiş olduğunu ve potansiyel olarak APOE-

ε4'ün nörotrofik rolünü etkilediğini gösterilmiştir [36]. 

Demansı olmayan orta yaşlı yetişkinlerin (ortalama yaş 54,5) BOS örnekelrinde, APOE 

partikül boyutları hem ε3/ε4 hem de ε4/ε4 bireylerinde ε3/ε3 bireylerine göre daha küçük, ancak 

ε2/ε3 izoformu taşıyan bireylere göre daha büyük olduğu saptanmıştır [43]. Homozigot APOE-ε4 

olan bireylerin kolesterol akış kabiliyeti BOS sıvısında azalmaktadır. Alzheimer hastalığı olan 
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bireylerde homozigot APOE-ε4 varlığı bu proteinin daha büyük parçacık boyutlara bağlanmasını 

veya endositozu kısmen engellemekte, böylece nöronları onarım için yeterli kolesterolden mahrum 

bırakamaktadır [44]. Beyin BOS sıvısında APOE miktarı APOE’nin lipid taşıma kapasitesini de 

etkilemektedir [45]. Farelerde, beyin parankimi [46] ve BOS'ta [47] bulunan APOE miktarı, 

izoforma bağımlı bir gradyan oluşturmaktadır (E2 > E3 > E4). Bununla birlikte insanlarda; genç 

kontrol deneklerinde (ortalama 34,5 yıl) [48], bilişsel olarak sağlıklı kişilerde (ortalama 61 yıl) ve 

Alzhemier hastalarında (ortalama 78 yıl) [49] BOS APOE seviyelerinde izoforma bağlı 

varyasyonlar saptanmamıştır. Son olarak, BOS APOE seviyelerinin, Aβ seviyeleri ile korele 

olduğu ancak plazma APOE seviyeleri ile olmadığı saptanmıştır. Ayrıca bir çalışmada Aβ pozitif 

olan bilişsel olarak sağlıklı bireyler ile MCI olan bireylerin BOS APOE seviyeleri bir kohort 

düzeyde incelenmiş ve APOE-ε4 taşıyıcıları olmayanlara göre anlamlı derecede düşük APOE 

yüzdesine sahip oldğu saptanmıştır [48]. Bu, daha karmaşık bir mekanizmayı çözmek için 

kapsamlı lipit homeostazı çalışmalarının gerekli olduğunu göstermektedir. 

2.3.3. Apolipoprotein E izoformlarının Alzhemier hastalığı fizyopatolojisindeki rolleri 

Apolipoprotein E genotipleri, sinaptik bütünlük, lipid transportu, glikoz metabolizması, Aβ 

klirensi, KBB bütünlüğü veya mitokondri regülasyonu gibi birçok hücresel fonksiyonu 

etkilemektedir (Şekil 3). Alzheimer hastalarında APOE alellerinin varlığı farklı düzeylerde 

hastalık riskine yol açmaktadır. APOE-ε4, gen dozuna bağlı olarak Alzhemier hastaları için önemli 

bir genetik risk faktörüdür ve homozigotlarda riski 15 kata kadar artırır [39], oysa APOE-ε2 AH 

riskini neredeyse yarı yarıya azaltır ve uzun ömre katkıda bulunduğu rapor edilmiştir [50]. APOE-

ε4, proenflamatuvar yanıtların arttışına ayrıca KBB'nin işlev bozukluğuna yol açarak bilişsel 

eksikliklere neden olduğu düşünülmektedir [51]. APOE izoformları, Alzhemier hastalığının 

birincil nöropatolojik belirteçleri; Aβ plakları, tau protein agregasyonları ve nöroenflamasyonu 

etkilemektedir. İnsan ve transgenik fare çalışmaları, APOE-ε4 taşıyıcılarında beyin Aβ 

seviyelerinin ve amiloid plak yüklerinin diğer genotiplere göre daha yüksek olduğunu, en düşük 

seviyelerin ise APOE-ε2 taşıyıcılarında olduğunu göstermiştir [52]. APOE-ε4 taşıyıcılarındaki Aβ 

plakları artışı, APOE-ε4'ün Aβ'yi bağlayabilme yeteneğinden ve Aβ'yi beyinden tamamen 

çıkaramamasından kaynaklanabilmektedir [53]. APOE-ε4 ilave olarak interstisyel sıvı drenajı, 

mikroglial fagositoz tarafından alımı gibi farklı mekanizmalar Aβ uzaklaştırılmasında rol 

oynamaktadır [54]. Tau proteini hiperfosforilasyonunun yanı sıra tau yumaklarının oluşumu 

APOE genotipine göre farklılık gösterir. APOE-ε4'ün nöronlarda aşırı ekspresyonu tau 
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fosforilasyonunu anormal şekilde artırırken APOE-ε3 aşırı ekspresyonunun hiçbir etkisi olmadığı 

gözlemlenmiştir [55].  

 

 

 

 

 

 

 

 

    

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 
Şekil 4: Alzheimer hastalığı patolojisinde APOE'nin Aβ’den bağımsız mekanizmaları. APOE'nin 

izoforma bağımlı etkileri gösterilmiştir. Kısaltmalar: APOE, apolipoprotein E; NFT, nörofibriler yumak; KBB, kan beyin bariyeri; 

IL, interlökin; TNF-, Tümör nekroz faktörü-; ROS, reaktif oksijen türleri [25].  

 

APOE-ε4, lipid bağlanmasına  daha büyük afinite göstermesi nedeniyle daha düşük geri 

dönüşüm kapasitesine sahiptir. Bu özellik, kolesterol akışını azaltarak hücre zarında kolesterol 

birikimine yol açmaktadır [19]. APOE geri dönüşümü, ABCA1 [56], insülin reseptörü (IR) veya 

düşük yoğunluklu lipoprotein reseptörüne bağlı protein 1 (LRP1) [19] gibi çeşitli hücre yüzeyi 

proteinlerinin betimlenmesini kontrol etmektedir. Azaltılmış APOE-ε4 geri dönüşümü, ABCA1'in 

hücre yüzeyinden uzaklaşarak endozomlarda birikmesine neden olur. Bu durum, ABCA1 

aktivitesinin azalmasına yol açar ve kolesterolün HDL'ye transferini engelleyerek hücre zarında 

kolesterol birikimine katkıda bulunur [56].  

Beyindeki düşük APOE-ε4 geri dönüşümü, insülin reseptörünün endozomlarda 

birikmesine ve hücre yüzeyinden uzaklaşmasına neden olur [57]. Bu durum, hücrenin enerji 

kaynaklarını kullanma tercihlerini değiştirmektedir. Sonuç olarak, ATP üretimi için glikoz 

kullanımını azaltarak yağ asitlerinin oksidasyonunu teşvik etmektedir [58]. Raporlara göre 20 ile 

100 yaş arasında beyinde fosfolipid seviyesinin %42 oranında azaldığı ve Alzheimer hastası olan 

beyinlerde bu oranın %62 olabileceği gösterilmiştir [59]. Ayrıca beyin zarında yüksek oranda 

konsantre olan çoklu doymamış bir yağ asidi olan dokosaheksaenoik asidin beta oksidasyonu, 
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APOE-ε4 taşıyıcılarında taşıyıcı olmayanlara göre daha yüksek saptanmıştır [60]. Beyin, yüksek 

enerji talebini karşılamak için büyük ölçüde glikoza ihtiyaç duyduğundan, yaşlanma sırasında 

KBB yoluyla glikoz alımının azalması, Alzheimer hastalığının gelişimi için bir risk faktörü olarak 

tanımlanmıştır [61]. Bu özellikle APOE-ε4 taşıyıcıları için geçerlidir, çünkü APOE-ε4 betimleyen 

insan astrositlerinin APOE-ε3'lere kıyasla glikoz alım kapasitesinin yarısına sahip olmasına karşın 

APOE-ε2 eksprese eden astrositlerin en yüksek glikoz alımına sahip olduğu rapor edilmiştir [62]. 

Ayrıca, birincil astrositlerden salgılanan APOE-ε4 proteinlerine lipidlerin alımı, APOE-ε3'e 

kıyasla daha zayıf şekilde gerçekleşmektedir [19].  

Nöronal plazma membranında artan kolesterol birikimi, ‘amiloid-beta öncü proteini’ 

(APP) ve ‘beta bölgesi APP parçalayan enzim 1’ (BACE1) işlemini artırarak daha fazla Aβ 

üretimine yol açmaktadır  [63]. Diğer yandan, astrositlerde ve mikroglialarda kolesterolün dışa 

akışının azalması, Aβ bozunmasını engellemektedir. Bu durum, Aβ'nin plaklar oluşturmak üzere 

daha hızlı bir şekilde kümelenmesine yol açabilmektedir. LRP1, hücre içi sinyalleşmede, 

endositozda ve lipid ve lipoprotein metabolizması dahil olmak üzere birçok hücresel ve biyolojik 

süreçte rol oynadığını gösterilmiştir [64]. APOE ile LRP1 komplekslerinin oluşumu ve LRP1'in 

plazma zarından geri dönüşümünün azalması, astrositlerin Aβ peptitlerini parçalama yeteneğini 

zayıflatmaktadır [65]. İnsanlarda, APOE-ε4 proteinlerinin düşük lipidasyonuna rağmen genellikle 

ileri yaşlara kadar “normal” beyin fonksiyonlarının korunabildiği gözlemlenmiştir. Bu durum, 

APOE-ε4 taşıyıcılarında nöronları ve astrositleri beslemek için APOE-ε4 lipid taşıma 

yeteneklerinin yaşamın ileri evrelerinde azalabilecğini düşündürmektedir. Genç bir beyin, APOE-

ε4 protein yapısına bağlı yetersiz lipid taşınmasını telafi edebilecek alternatif mekanizmalara sahip 

olabilir [19]. Ancak yaşlanma ile birlikte, bu alternatif mekanizmaların kaybı ve kolesterol 

üretiminin azalması [66], nöronlarda lipid eksikliklerin ortaya çıkmasına yol açmaktadır [61].     

 2.3.4. Apolipoprotein E ve amiloid‑β patolojisi 

1993 yılında, APOE-ε4 ve LOAD arasındaki bağlantı ilk olarak Corder ve arkadaşları 

tarafından tanımlanmış ve daha sonra APOE-ε4, LOAD ve Aβ patolojisi ile ilgili çalışmaların 

sayısı hızlı bir şekilde artmıştır [67]. İnsan mutant APP'sini aşırı ifade eden ancak Presenilin-1 

(PSEN-1) ifade etmeyen Alzheimer transgenik fare modelinde, APOE eksikliği beyindeki Aβ 

birikimini önemli ölçüde azaltmıştır. Bu durum, hem Aβ 1-40 hem de Aβ 1-42 birikimlerini 

düşürerek, insan APOE'sinin amiloid birikimindeki kritik rolünü ortaya koymaktadır [68]. 

Bununla birlikte, APP ve PSEN1 mutasyonlarını bir arada içeren Alzheimer fare modellerinde, 
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örneğin APP/PS1 farelerinde, APOE delesyonunun plak boyutunda genel bir artışa neden olduğu 

gözlemlenmiştir [75]. Amiloid patolojisini incelemek için kullanılan fare modellerinde APOE 

delesyonunun etkileri henüz tam olarak anlaşılmamıştır ve bu nedenle daha kapsamlı araştırmalara 

ihtiyaç duyulmaktadır. Başka bir çalışma ise APOE-ε4'ün plak büyümesinde değil, ağırlıklı olarak 

plak kümelenmedeki rolünü desteklemektedir [69]. Amiloid plakların başlangıcından önce Aβ 

peptidleri, Alzheimer hastalığı oluşturmaya yatkın olan nöron hücrelerinin içinde birikmektedir 

[70]. APOE-ε4 izoformu bulunan farelerde Aβ1-42'nin geç endozomal ve lizozomal bölmelerde 

intranöronal birikimi artmaktadır [71]. Lipitlenmiş APOE'nin APOER2 reseptörlerine bağlanması, 

APP ve BACE1 içselleştirmesini tetikleyerek hücre içi Aβ oluşumunun artmasına yol açmaktadır 

[72]. APOE-ε4, APOE-ε3 ve APOE-ε2'ye kıyasla daha güçlü bir APP ve BACE1 endositozunu 

indükleyerek, Aβ üretiminde belirgin bir artışa yol açmaktadır. Ayrıca, APOE izoformlarına bağlı 

olarak APP transkripsiyonu ve Aβ sekresyonu üzerinde farklı etkiler bildirilmiştir. APOE-ε4, APP 

transkripsiyonunda en güçlü artışı indüklerken, bunu sırasıyla APOE-ε3 ve APOE-ε2 izlemektedir 

[80]. 

 Artan Aβ üretimi ve agregasyonunun yanı sıra, amiloid patolojisi de bozulmuş Aβ 

klirensinden etkilenmektedir. Aβ beyinden, enzimatik degradasyon, KBB yoluyla klirens ve 

hücresel içselleştirme ve ardından astrositler, mikroglia ve nöronlar tarafından lizozomal 

degradasyon dahil olmak üzere çeşitli klirens yollarıyla temizlenebilmektedir [73]. Genel olarak 

APOE-ε4, daha düşük Aβ klirensi ile ilişkili bulunmuştur [74]. Bununla birlikte, Aβ klirensinin 

kesin mekanizmaları ve APOE'nin bu süreçteki rolü oldukça karmaşık ve tam olarak 

anlaşılmamıştır. Aβ'nin beyinden temizlenme mekanizmalarından biri, neprilisin ve insülin 

parçalayan enzim (IDE) gibi proteazlar tarafından gerçekleştirilmesidir [75]. Çözünür Aβ'nin hem 

hücre içi hem de hücre dışı enzimatik klirensi, APOE tarafından desteklenmekte, özellikle yüksek 

düzeyde lipidlenmiş APOE, proteazlar aracılığıyla Aβ klirensini en yüksek ölçüde artırmaktadır 

[84]. İnsan ölüm sonrası çalışmaları, APOE-ε4 taşıyıcılarında, APOE-ε4 olmayanlara kıyasla 

azalmış neprilisin ve IDE ekspresyonu tespit etmiştir. Bu durum, APOE izoformları arasında 

proteolitik aktivite açısından potansiyel farklılıklar olduğunu göstermektedir [85]. 

 Amyloid beta, astrositler, mikroglia ve nöronlarda lizozomal bozunma yoluyla hücre içinde 

parçalanabilmektedir. Tüm hücre tiplerinde APOE-ε4, azalmış Aβ hücresel klirensi ile 

ilişkilendirilmiştir [76]. APOE, izoform bağımlı bir şekilde mikrogliada Aβ içselleştirmesini ve 

bozunmasını etkiler; en yavaş Aβ alımı ve en az etkili Aβ bozunması APOE-ε4 taşıcılarında 

gözlemlenmiştir [77]. Mikrogliada hücre içi kolesterolün düşürülmesi, Aβ'nın lizozomlara doğru 
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hızlandırılmış endozomal taşınmasıyla sonuçlanmıştır. APOE aynı zamanda APOE ile Aβ 

arasında doğrudan bir etkileşim gerektirmeden hücre içi kolesterol seviyelerini azaltarak Aβ'nın 

hücresel yıkımını desteklemektedir [78]. APOE-ε4 içeren astrositler, APOE-ε3 astrositlerine 

kıyasla bozulmuş Aβ1-42 içselleştirmesini indüklemektedir [79]. APOE−/− astrositler Aβ'yı 

bozamadığı için astrositlerde Aβ klirensinin APOE'ye bağımlı bir mekanizma olduğu önerilmiştir 

[76]. Bununla birlikte, astrositlerde LDL reseptörü tarafından Aβ alımı ve klerensinin, APOE 

yokluğunda da gerçekleştiği gösterilmiştir, bu da APOE'den bağımsız bir Aβ alım mekanizmasına 

işaret etmektedir [80]. LRP1 reseptörleri gibi APOE reseptörlerinin Aβ alımı içi rekabet etmesi 

dolaylı olarak Aβ içselleştirmesini ve müteakip yıkımını inhibe edebilmektedir [81]. 

Nöronlar ayrıca hücresel içselleştirme ve lizozomal bozunma yoluyla Aβ'yı 

bozabilmektedir. Nöronal Aβ klirensi ve APOE ile ilgili araştırmalar sınırlı kalsa da, APOE-ε3'ün 

nöronal Aβ alımını, endozomal trafiği ve lizozomal degradasyonu APOE-ε4'ten daha fazla olduğu 

gösterilmiştir [82]. Hem in vitro hem de in vivo çalışmalar, APOE'nin KBB ile ilişkili Aβ klirensini 

modüle edebildiğini göstermiştir [54]. APOE-ε4, APOE-ε3 ve APOE-ε2'ye kıyasla KBB 

aracılığıyla Aβ'nın uzaklaştırılmasını bozmaktadır. Ayrıca APOE-ε4'ün varlığı KBB yıkımı ile 

ilişkilendirilmiştir [83]. KBB'nin bozulması, beyinden Aβ klirensini daha da düzensiz hale 

getirebilmektedir [84]. 

Özetle, APOE-ε4, Alzheimer hastalığında amiloid patolojisindeki değişikliklerle yüksek 

oranda ilişkilendirilmiştir. Ancak, APOE'nin amiloid patolojisi ile ilgili en önemli mekanizması 

halen tam olarak aydınlatılamamıştır. Alzheimer hastalarında APOE'nin amiloid patoloji 

üzerindeki etkisini daha iyi anlamak için ek araştırmalara ihtiyaç duyulmaktadır. 

2.3.5. Apolipoprotein E ve Tau patolojisi 

Hiperfosforile edilmiş tau protein agregatları nörofibril yumaklar (NFT) oluşturmaktadır 

ve bu da Alzheimer hastalığının ayırt edici özelliklerinden birisidir. NFT'ler, Alzheimer 

hastalığında gözlemlenen bilişsel eksikliklerle ilişkilendirilmiştir, ancak bu yapıların Alzheimer 

hastalığı patolojisine yol açıp açmadıkları hala tartışma konusudur [85]. İlk histopatolojik kanıtlar 

Alzheimer hastalığı olan bireylerin beyinlerinde APOE proteini ve NFT'ler arasında bir ilişki 

olduğunu göstermiştir [86]. Tau patolojisinin, nöron içindeki nörofibril yumakların agregasyonu 

sonucu toksik bir fonksiyon kazandığı ve bunun nörodejenerasyonla yakından bağlantılı olduğu 

kabul edilmektedir [96]. Tau patolojisi entorhinal korteksten kaynaklanarak hipokampus, temporal 

ve kortikal bölgelere kadar yayılmakta, cerebellum (beyincik) en az etkilenen bölge olmaktadır. 
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Buna rağmen, beyin bölgelerinin tau patolojisine karşı savunma değişikliği hala bilinmemektedir 

[87]. APOE-ε4 taşıyıcılarında, tau patolojisi daha ciddi ve tipik bir medial ve temporal yayılımı 

ile güçlü bir amnestik fenotip sergilemektedir [88]. Öte yandan, APOE-ε4 taşıyıcısı olmayanlar, 

entorhinal korteksten'de daha düşük ve neokortekste daha yüksek seviyelerle bir tau alımı pozitron 

emisyon tomografisi (PET) göstermekte; bu, Aβ birikiminin aracılık ettiği varsayılan bir bulguyu 

göstermektedir [89]. Beyinde yayılan fosforile edilmiş tau için çok sayıda teori bulunmaktadır. 

Bazı çalışmalar bunun mikroglia tarafından yönlendirilen bir süreç olduğuna işaret ederken, diğer 

çalışmalar tau yayılmasının nöronal iletişim yollarıyla ilgili olduğu öne sürmüştür [90]. Alzheimer 

hastalığında mikroglianın tau patolojisindeki rolü Aβ'dan bağımsız olarak incelenmiş ve 

APOE’nın, bu fenomen için ana düzenleyicisi olduğu raporlanmıştır [91]. APOE-ε4 genotipine 

bağlı olarak, çok sayıda klinik öncesi tau aracılı patogenez modelinde, nörotoksisite 

nöroenflamasyonun ve nörodejenerasyonun alevlendiği saptanmıştır [88]. Bir çalışmada, APOE-

ε4'ün, monoamin taşıyıcı 2'yi bağlayarak, nörotransmitterlerinin sinaptik veziküllere aktif 

taşınmasını inhibe ediği böylece Locus Coeruleus dejenerasyonuna yol açarak tau nörotoksisitesini 

güçlendirdiğini gözlenmiştir [92]. Önceki bulgular doğrultusunda, tauopatinin P301S fare 

modelinde, APOE-ε4 betimleyen fareler, diğer iki izoforma kıyasla en güçlü tau kaynaklı 

nörodejenerasyon gösterirken, APOE nakavt farelerin bu etkiden korunduğu gösterilmiştir [93].  

İnsan iPSC'lerinden türetilen nöron ve glial hücrelerde APOE-ε4 ile tau patolojisi arasında 

bir ilişki olduğu saptanmıştır [94]. Ayrıca astrosit türevli APOE-ε4'ün seçici olarak 

uzaklaştırılmasının tau aracılı nörodejenerasyona karşı koruma sağladığı belgelenmiştir [95]. 

APOE insan izoformlarının astrositlerde adeno-associated virus aracılı aşırı ifade edilmesi üzerine 

yapılan çalışmalarda, APOE-ε4'ün astrositik aşırı ifadesinin hem in vitro ortamda hem de P301L 

fare modelinde tau fosforilasyonunu ve birikimini arttırdığı tespit edilmiştir [96]. 

Beyin görüntüleme kanıtları açısından, bilişsel performansta normal bireylerde, MCI veya 

Alzheimer hastalarında Aβ'dan bağımsız olarak medial temporal tau ile APOE-ε4 arasında ilişki 

olmadığını gösteren çelişkili sonuçlar raporlanmıştır [97]. Tau çalışmalarında,18F-MK6240 ve 18F-

flortaucipir kullanımı, medial temporal tau birikimi ile Aβ'dan bağımsız olarak APOE-ε4 arasında 

bir ilişki ortaya çıkarmıştır [98]. Ayrıca, PET çalışmaları, APOE-ε4 aleli ile cinsiyet arasında bir 

bağlantı tanımlanmıştır, aleli taşıyan kadınların, erkeklere kıyasla daha yaygın bir tau patolojisi 

sergilediği gözlenmiştir [99]. Alzheimer hasta ve control örneklerinden alınan BOS analiz 

sonuçları, APOE-ε3 ve APOE-ε4'ün toplam tau ve fosforile Tau konsantrasyonları ile pozitif 

ilişkili olduğunu göstermektedir [49]. Hafif bilişsel bozukluk (MCI) ve Alzhemier hasta 
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gruplarında benzer bulgular bildirilmiştir, ancak bu bulgular yalnızca APOE-ε4 taşıyıcılarına özgü 

olup,  tau ve APOE düzeyleri arasındaki ilişkiyi karşılaştırmaya odaklanmıştır [100]. Başka bir 

çalışma, APOE-ε4 taşıyan Alzheimer hastalarının BOS örneklerinde tau düzeylerinin bozulmuş 

kortikal plastisite, bilişsel gerileme ve astrosit sağkalımı ile ilişkili olduğunu göstermiştir [101]. 

Genel olarak, BOS numunelerinde APOE ve tau seviyelerini ilişkilendirmek karmaşıktır ve 

APOE'yi Aβ seviyelerine bağlamak kadar belirgin değildir. Bununla birlikte bulguların çoğu 

çelişkili ve büyük ölçüde hastalığın evresine bağlı olmaktadır [102]. Ayrıca, tau PET 

görüntülemenin NFT'lerin yalnızca spesifik bölgesel dağılımı hakkında bilgi verirken, BOS tau 

ölçümünün tüm beyindeki küresel çözünebilir tau hakkında bilgi sağlamaktadır [97].  

Apolipoprotein E-ε2'nin Aβ yükü üzerindeki koruyucu etkisi, tau patolojisi ile doğrudan 

ilişkilendirilmemiştir, çünkü bu taşıyıcılarda BOS tau seviyelerinde önemli bir değişiklik 

gözlenmemiştir. Sadece bir çalışmada, düşük fosforile tau seviyeleri rapor edilmiştir [103]. Tau 

PET çalışmaları, APOE-ε2'nin Alzheimer hastalığının gelişimindeki koruyucu etkisinin öncelikle 

Aβ birikimine karşı dirençle bağlantılı olduğunu kanıtlayan benzer bulgular ortaya koymuştur 

[97]. Bununla birlikte, APOE-ε2 homozigotluğunun tau patolojisini güçlendirdiği ve Alzheimer 

vakalarının aksine yaşa bağlı birincil tauopati riskini artırdığını göstermiştir [104]. 

Bu verilere rağmen, in vivo olarak APOE ve tau arasında doğrudan bir etkileşim rapor 

edilmemiştir ve APOE'nin çoğu zaman ortamda bulunsa bile tau'nun intranöronal ve aksonal 

bölgelere lokalize olma eğiliminde olduğu bildirilmiştir, ancak kanıtlar bunun hücre dışı 

boşluğunda da bulunabileceğini göstermektedir [105]. APOE genotipinin tau birikimini nasıl 

etkilediği mekanizma bilinmemektedir, ancak APOE lipoproteinlerinin temizlenmesinde rol 

oynayan LDL reseptörü ve LRP1 reseptörlerinin, tau yayılmasını birbirine zıt şekillerde 

düzenlediği gösterilmiştir [106]. Bu durum, APOE genotiplerinin etkisi hakkında, özellikle 

APOE-ε4'ün tau yükünü nasıl etkilediği konusunda önemli tartışmaların devam ettiğini 

göstermektedir.   

2.4. Doğal Öldürücü (NK) Hücreler  

Doğal bağışıklık sisteminin önemli bir bileşeni olan doğal lenfoid hücrelerin (ILC) bir alt 

kümesidir [107]. NK hücreleri kemik iliği kökenli, büyük granüllü lenfositlerdir bu hücreler 

periferik kan lenfositlerinin %5-15’ini oluşturmakta ve karaciğer, peritoneal kavite, plasenta gibi 

periferik dokularda bulunmaktadır [108]. 
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 NK hücreleri patojenlere karşı erken konak savunmasını sağlayan hedef hücrelerin (örn. 

enfekte, stresli veya kanserli hücreler) uyarımı üzerine aktive olabilme ve sitotoksik fonksiyonlar 

sergilemenin yanında doğal ve edinsel immün yanıtları düzenleyen çeşitli sitokinler ve kemokinler  

[interlökin (IL) -2, IL-12, IL-15 ve IL-18 gibi, interferon gama, IFN-γ, Granülosit-makrofaj koloni 

uyarıcı faktör, GM-CSF ve TNF-α) salgılama kabiliyetinde hücrelerdir [109-112]. 

 T helper (Th)1 ve Th2 hücrelerine benzer şekilde insan NK hücre alt gruplarının da NK1 

ve NK2 olarak iki gruba ayrıldığı in vitro ve in vivo çalışmalarda gösterilmiştir. Çalışmalar 

dolaşımdaki NK hücrelerinin farklı sitokin profillerine sahip efektör NK hücre alt gruplarına 

dönüşebileceğini ve farklı enflamatuvar özellikler kazanabileceğini desteklemektedir. İn vitro 

koşullarda IL-12 varlığında kültüre edilen NK hücreleri IFN-γ ve IL-10 üretirken (NK1), IL-4 

varlığında kültüre edilen NK hücreleri ise IL-5 ve IL-13 üretmektedirler (NK2). NK1 ve NK2 

hücre grupları sitotoksik aktivite bakımından benzer olmakla beraber, NK1 hücreleri hücre yüzey 

Fas [CD95 (farklılaşma kümesi - CD)] antijenini NK2 hücrelerinden daha yüksek oranda eksprese 

ederler ve antijen veya kimyasal indüklü apoptozise karşı daha duyarlıdırlar [113, 114]. 

CD56 (nöral hücre adezyon molekülü olarak da adlandırılan) doğal öldürücü hücrelerin 

fenotipik belirtecidir ancak aslında alfa beta T hücreleri, gama delta T hücreleri, dendritik hücreler 

ve monositler dahil olmak üzere çok daha fazla bağışıklık hücresi tarafından ifade 

edilebilmektedir. CD56 molekülünün üç ana izoformu mevcuttur (NCAM-120, NCAM-140 ve 

NCAM-180), hepsi tek bir genden alternatif birleştirme yoluyla üretilir ve hücre içi alan 

uzunlukları farklılık gösterir. Kemik iliğinde hematopoezin meydana geldiği bölgede mezenkimal 

stromal hücreler, diğerlerinin yanı sıra, CD56 içeren yapışma moleküllerinin ekspresyonu yoluyla 

hematopoietik kök hücreler için nişler sağlar ve uzun süreli hematopoezi korur. Tüm bu CD56 

eksprese eden hücre tiplerinde ortak olan, T yardımcı 1 sitokin üretimi ve etkili sitotoksik kapasite 

dâhil olmak üzere güçlü immün sistemi uyarıcı işlevlerdir [115]. 

Fcγ reseptör III (FCγRIII) olarak da bilinen CD16 molekülü, hedef hücre yüzeyinede 

bulunan immünoglobulinlerin Fc bölgesini bağlayabilir, bu da NK hücresinin aktivasyonuna ve 

ardından degranülasyona ve perforinin salgılanmasına yol açmakta böylece antikora bağımlı 

hücresel sitotoksisite adı verilen bir süreçte hedef hücrenin parçalanmasıyla sonuçlanmaktadır 

[116, 117]. CD16 molekülü, doğal öldürücü hücrelerin, nötrofillerin, monositlerin, makrofajların 

ve bazı T hücrelerinin yüzeyinde bulunan bir farklılaşma molekülü kümesidir [118]. CD16, sinyal 

iletimine katılan FcγRIIIA (CD16a) ve FcRIIIB (CD16b) Fc reseptörleri olarak tanımlanmıştır 

[119]. FcyRIIIa mast hücrelerinde, makrofajlarda ve doğal öldürücü hücrelerde transmembran 
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reseptör olarak eksprese edilirken, FcRIIIB yalnızca nötrofillerde eksprese edilmektedir. 

FcRIIIA ve FcRIIB birlikte degranülasyonu, fagositozu ve oksidatif patlamayı aktive edebilir, 

bu da nötrofillerin opsonize patojenleri temizlemesine olanak tanımaktadır [120]. CD16 molekülü 

CD56dim periferik kan NK hücrelerinde eksprese edilmektedir [121]. NK hücrelerinin sitokin 

aktivasyonu ve hedef hücre uyarımından sonra yüzey CD16 ekspresyonunda belirgin düşüşlere 

yol açtığı gözlemlenmiştir. CD16'nın antikorlarla çapraz bağlanması sonucu CD56dim NK hücre 

aktivasyonuyla sonuçlanmıştır; bu, artan IFN-γ üretimiyle korele bulunmuştur [121]. 

İnsan NK hücreleri, CD3 negatif hücrelerdir, CD56 (nöral hücre yapışma molekülü) ve 

CD16 (Fc Reseptör III) proteinlerinin ekspresyonuna bağlı olarak sınıflandırılırlar. NK hücreleri 

esas olarak CD56brightCD16− ve CD56dimCD16+ NK alt gruplarına ayrılmaktadır [122, 123]. 

Genellikle iki farklı alt grup olarak kabul edilmelerine rağmen, CD56dim NK hücreleri NK hücre 

olgunlaşmasının farklı aşamalarını temsil etmekte, bu da CD56bright NK hücrelerinin daha az olgun 

olduğunu göstermektedir [124, 125]. NK hücrelerinin küçük bir kısmını oluşturan CD56bright 

CD16+ NK hücreleri, CD56brightCD16− ve CD56dimCD16+ hücre alt gruplarının farklılaşmasında 

aracılık etmektedir [126]. Ayrıca NK hücrelerinin küçük bir kısmı CD56dimCD16− biyolojik 

fonksiyonlarının yanı sıra diğer alt gruplarla gelişimsel ilişkileri henüz belirlenmemiştir [127]. Son 

olarak, NK hücreleri de CD56 ekspresyonundan tamamen yoksun olabilir, ancak bu hücreler esas 

olarak kronik viral enfeksiyonlarda tanımlanmıştır [128]. CD56bright ve CD56dim NK hücreleri 

insan vücudunda farklı şekilde dağılmıştır [129, 130]. CD56bright NK hücreleri öncelikle ikincil 

lenfoid dokuları ve bağırsak, rahim, karaciğer ve böbrekler gibi diğer çeşitli dokuları işgal ederken, 

CD56dim NK hücreleri periferik kan, kemik iliği, dalak ve akciğerlerde baskındır [122, 129]. Her 

iki alt grubun lokalizasyonundaki bu farklılık, NK hücrelerinin göç kapasitesi bağlı kemokin 

reseptörlerinin diferansiyel ekspresyonundan kaynaklanmaktadır [131, 132]. 

2.4.1. NK hücre fonksiyonları  

NK hücreleri, sitotoksik aktivitelerini 2 farklı yolla iletebilirler. Perforin ve granzimler 

içeren sitotoksik granüller salabilirler veya hedef hücrelerin yüzeyinde sırasıyla TRAIL-R1/-R2 

veya CD95/Fas'ı etkilemek için TRAIL ve/veya Fas ligandını (FasL) ifade ederek ölüm reseptörü 

aracılı apoptozu indükleyebilirler [133]. Granül salgılama yolunda NK hücreleri, plazma zarındaki 

perforin kaynaklı gözenekler yoluyla veya endositoz yoluyla hedef hücreye girebilen litik 

granülleri serbest bırabilmektedir. NK hücre yüzeyindeki bu ölüm ligandlarının hedef hücre 
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üzerindeki karşılık gelen reseptörleri ile etkileşimi, kaspaz 8 aktivasyonunu içeren dışsal yol adı 

verilen yol ile hedef hücrenin apoptozuna neden olmaktadır[134, 135].  

Degranülasyon meydana geldiğinde, salgılayıcı lizozomlar serbest bırakılır ve lizozomla 

ilişkili zar proteini-1 (LAMP-1, CD107a) NK hücresinin yüzeyine taşınır ve antikor bağlanması 

için erişilebilir hale gelir, böylece degranülasyon için aktive edilmiş NK hücrelerinin tanımlanması 

mümkün olur [136]. NK hücrelerinin sitotoksik aktivitesini tahmin etmek için çeşitli yöntemler 

vardır; 5-(ve-6-)-karboksifluorescein süksinidimil ester (CFSE) etiketli K562 hücrelerinin lizi, NK 

aracılı litik kapasitenin belirlenmesi için iyi bir yöntemdir[137]. 

Enfekte hücreler rutin olarak bağışıklık hücreleri tarafından tespit edilmek üzere 

antikorlarla opsonize edilir. Antijenlere bağlanan antikorlar, NK hücrelerinde ifade edilen FcγRIII 

(CD16) reseptörleri tarafından bağlanabilir ve bu da NK aktivasyonu, sitolitik granüllerin 

salınması ve buna bağlı hücre apoptozu ile sonuçlanır [138]. 

CD56dim NK hücreleri yüksek CD16, KIR, granzim ve perforin ekspresyonu nedeniyle 

CD56bright alt gruba göre sitotoksik etkilidirler [129, 139-141]. NK hücreleri tarafından lizizi 

tetiklemede rol oynayan en iyi araştırılmış membran reseptörü olan CD16, ADCC yer alan 

immünoglobulin süper ailesinin bir molekülüdür. Uyarılmamış CD56bright NK hücreleri, CD56dim 

NK hücrelerine kıyasla bu sitotoksik molekülleri daha düşük seviyelerde eksprese etse de, 

aktivasyon üzerine bunlar aynı zamanda sitotoksisite sergileme kapasitesine de sahiptir. Örneğin, 

CD56bright NK hücrelerinin IL-12 ve IL-15 gibi sitokinlerle in vitro aktivasyonu, aktive edici 

reseptör NKG2D, lenfosit fonksiyonuyla ilişkili antijen 1 ve TRAIL yolu aracılığıyla otolog aktive 

edilmiş CD4+ T hücrelerinin degranülasyonunu ve öldürülmesini indükleyebilmektedir [142-144]. 

Ek olarak, IL-15 ile uyarıldığında, CD56bright NK hücrelerinin büyük bir kısmı, CD56dim alt 

grublarına benzer şekilde granzim B'yi eksprese edmektedir [140].  

Bu sonuçlar CD56dim NK hücrelerinin CD56bright NK hücrelerinden genellikle daha 

sitotoksik olduğunu göstermekte, ancak her iki alt grubun sitotoksisitesi hücrelerin uyarıldığı 

mekanizmalardan etkilenmektedir [145].  

Bu iki tamamlayıcı sitotoksik yolun yanı sıra, NK hücreleri aynı zamanda IFN-γ, TNF-α 

ve diğer sitokinleri üretir [134, 135], bu durum NK hücrelerinin yalnızca sitotoksik hücreler değil, 

aynı zamanda önemli immünomodülatör fonksiyonlara sahip olduğunu da göstermektedir [146]. 

Genel olarak CD56bright NK hücreleri, aktivasyon üzerine IFN-γ ve TNF-α gibi sitokinleri yüksek 

seviyelerde salgılamakta dolayısıyla hem doğal hem de kazanılmış bağışıklık hücreleri üzerinde 

daha güçlü immün düzenleyici etkileri bulunmaktadır [147-149]. IFN-γ, viral replikasyonun 
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engellenmesi ve tümör hücrelerinin baskılanmasının yanı sıra doku makrofajlarında 

proenflamatuvar ve mikrobisidal yanıtların uyarılması gibi immünolojik savunmada rol oynar 

[150, 151]. Diğer yandan TNF-α, immün modülasyon, ateş, enflamatuvar yanıt, tümör 

oluşumunun inhibisyonu ve virüs replikasyonunun inhibisyonu gibi farklı biyolojik süreçlerde 

önemli roller oynamaktadır [152]. Diğer yandan NK hücreleri, Dönüştürücü büyüme faktörü 

(TGF)-β sitokinin önemli bir kaynağıdır ve viral enfeksiyona yanıt olarak IL-10'un güçlü 

üreticisidir. TGF-β ve IL-10, insan immün yetmezlik virüsü (HIV) enfeksiyonunda meydana gelen 

immün düzensizlikle potansiyel olarak ilişkili olan önemli immünosüpresif sitokinlerdir[153]. 

Transforme edici büyüme faktör-beta üç farklı izoformunu (TGFB1, TGFB2, TGFB3) 

bulunan çok işlevli bir sitokindir. TGF- proteinleri tüm beyaz kan hücresi soyları tarafından 

üretilmektedir [154]. TGF-β reseptörleri hem tip 1 hem de tip 2 reseptör alt birimlerinden 

oluşmaktadır. TGF-β'nın bağlanması üzerine reseptör kinaz tip 2 fosforile olmakta ve reseptör 

kinaz tip 1'in aktive edilmesine ve sinyalleşme kaskadını başlatılmasına yol açmaktadır [155]. Bu, 

birçok bağışıklık hücresinin farklılaşmasında, kemotaksisinde, çoğalmasında ve aktivasyonunda 

işlev gören farklı hedef genlerin transkripsiyonunu indüklenmesi ile farklı alt substratların ve 

düzenleyici proteinlerin aktivasyonuna neden olmaktadır [155, 156]. Plazmin gibi serum 

proteinazları aktif TGF-β'nın kompleksten salınmasını katalize edmektedir[157]. TGF-β, önemli 

hücresel aktivitelerin düzenlenmesinde önemli olmasına rağmen, şu anda yalnızca birkaç TGF-β 

aktive edici yol bilinmektedir ve önerilen aktivasyon yollarının arkasındaki tam mekanizma henüz 

iyi anlaşılmamıştır. Bilinen aktive edici yollardan bazıları hücre veya dokuya özgüdür, bazıları ise 

birden fazla hücre tipi ve dokuda görülmektedir [158, 159]. Proteazlar, integrinler, trombospondin-

1, pH ve reaktif oksijen türleri, TGF-β'yı aktive edebilen şu anda bilinen faktörlerden sadece 

birkaçını oluşturmaktadır [160-163].   

Bu aktive edici faktörlerdeki bozulmaların, enflamasyon, otoimmün bozukluklar, fibrozis, 

kanser ve katarakt gibi çeşitli komplikasyonlara neden olabilecek düzensiz TGF-β sinyal 

seviyelerine yol açabileceği iyi bilinmektedir [164, 165] Bağışıklık baskılayıcı fonksiyonlarının 

düzensizliği de otoimmün hastalıkların patogenezinde rol oynamaktadır [166, 167].  

2.4.2 NK hücre aktivasyon mekanizmaları 

NK hücreleri üzerinde ifade edilen aktive edici ve inhibitör reseptörler ile hücre yüzeyine 

bağlı ligandlar arasındaki hassas etkileşim aktive edici ve inhibitör sinyaller gelişmesine neden 
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olur. NK hücrelerinin fonksiyonu, sitotoksisitesi ve sitokin üretimi, bu gelişen sinyallerin 

arasındaki dengeye bağlıdır[168]. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

    Şekik 5. NK hücre aktive edici ve inhibitör reseptörler [169] 

 

NK hücre reseptörleri yapılarına göre immünoglobulin süper ailesi (Ig-SF) ve C tipi lektin 

süper ailesi (CL-SF) olarak sınıflandırılabilir. Ig-SF, öldürücü hücre immünoglobulin 

reseptörlerini (KIR'ler) [170, 171], lökosit immünoglobulin benzeri reseptörleri (LILR'ler/LIR'ler) 

[172] ve doğal sitotoksik reseptörleri (NCR'ler) içerir [173]. CL-SF esas olarak öldürücü hücre 

lektin benzeri reseptörleri (KLR'ler) içermektedir [174]. 

NK hücre reseptörleri fonksiyonel sınıflandırmaya göre iki türe ayrılabilir: aktive edici 

reseptörler ve inhibitör reseptörler. Aktive edici reseptörler üç gruba ayrılmaktadır: immünreseptör 

tirozin bazlı aktivasyon motifini (ITAM) taşıyan adaptörlerle birleşen reseptörler [öldürücü 

immünoglobulin benzeri reseptörleri (KIR), CD16 ve NCR, NKG2D ve farklı yollardan sinyal 

veren diğer reseptörler (CD2, 2B4, DNAM-1 (CD226) ve NKp80] [175]. İnhibitör reseptörler esas 

olarak KIR-2DL, KIR-3DL, CD94/NKG2A ve TIGIT'i içermektedir[176].  

NK hücrelerinde ifade edilen aktive edici reseptörler [NKG2D ve doğal sitotoksisite 

reseptörleri (NCR) NKp30, NKp44 ve NKp46] genellikle sağlıklı hücrelerde bulunmayan (UL16 
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bağlayıcı proteinler gibi) stres kaynaklı öz moleküllere bağlanmakta böylece bu hücrelerin 

uyarılmasını tetiklemektedir [177-180].  

2.4.3. KAR (Killer-cell Activating Receptor) 

NK hücrelerin plazma membranında (hücre zarında) çok sayıda öldürücü Aktivasyon 

Reseptörü (KAR) bulunmaktadır. Konakçı veya dönüştürülmüş hücrelerde NK hücre 

fonksiyonunu düzenlemek amacıyla, öldürücü inhibitör reseptörler (KIR), KAR'ları etkisiz hale 

getirerek işlev görmektedir.  Çoğu sağlıklı hücrelerde genellikle ifade edilmeyen ligandları tanır, 

ancak hücrelerin enfeksiyon veya onkojenik dönüşüm gibi stresli koşullara maruz kalması bu 

reseptörlerin ifade artışlarına neden olur. Dikkat çekici örnekler arasında farklı patolojik 

durumların kontrolünde önemli bir rol oynayan NKG2D, NKp46 (NCR1) ve DNAM-1 

bulunmaktadır[181]. 

2.4.3.1 NKG2D reseptörü 

Öldürücü hücre lektin benzeri reseptör K1 geni tarafından kodlanan NKG2D, C tipi lektin 

benzeri tip II transmembran proteinleri ailesine ait, immün aktive edici bir reseptördür. Doğal 

öldürücü (NK) hücreler, değişmeyen doğal öldürücü T hücreleri, γδ T hücreleri ve CD8+ T 

hücrelerinde eksprese olarak hem doğal hem de kazanılmış bağışıklık yanıtlarda ayrıca bağışıklık 

sürveyansda görev yapmaktadır [182]. CD4+  T hücreleri genellikle NKG2D eksprese etmez, ancak 

ekspresyonu romatoid artrit [183] ve kanser [184] dahil olmak üzere patolojik koşullar altında 

uyarılabilmektedir. Diğer birçok C tipi lektin reseptörü gibi, NKG2D de bir dizi hücre stresi olayı 

tarafından indüklenen çoklu ligandlara (NKG2DL) bağlanır [185]. İnsanlarda, NKG2DL ailesi iki 

MHC sınıf I ilişkili polipeptitten (MIC), yani MICA ve MICB'den ve UL16 bağlayıcı protein 

ailesinin altı üyesinden oluşmaktadır (1-6) [186].  

NKG2D reseptörü, sinyalleme özelliklerine sahip olmayan çok kısa hücre içi alanlara 

sahip, iki disülfit bağlı transmembran proteininin bir homodimerinden oluşur. İnsanlarda NKG2D 

sinyalini iletmek için yalnızca DAP10 adaptör molekülleri ile birleşmektedir [187]. İnsan NK 

hücrelerinde NKG2D, CD16 sinyal yoloağını ve antikor bağımlı hücresel sitotoksisite (ADCC)'yi 

teşvik etmekte; NKG2D reseptörlerinin bloke edilmesi, NK hücrelerinin anti-HIV-1 antikoruna 

bağlı hücresel sitotoksisiteye aracılık etme yeteneğinin azalmasıyla sonuçlanmıştır [188]. Diğer 

yandan NKG2D, CD16, NKp46 veya 2B4 yoluyla eşzamanlı olarak uyarıldığında insan NK 

hücrelerini sinerjistik olarak aktive edebildiği gösterilmiştir [189, 190].  
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2.4.4. Toll benzeri reseptör  

NK hücreleri farklı TLR eksprese etmekte ve TLR ligandları, NK hücrelerini doğrudan 

veya dolaylı olarak aktive edebilmektedir. Özellikle 1990'ların ortalarında TLR'lerin keşfi, doğal 

bağışıklık sistemi tarafından patojen tanımanın aslında patern tanıma reseptörlerlere (PRR) bağlı 

olduğunu göstermiştir [1]. TLR'ler, patojenle ilişkili moleküler kalıpları (PAMP) tanıyan ve doğal 

bağışıklık tepkilerinin başlatılmasında kritik rol oynayan en iyi tanımlanmış PRR'lerdir. TLR'ler 

hücre yüzeyinde (TLR1, 2, 4, 5 ve 6) veya endozomların içinde (TLR3, 7, 8 ve 9) eksprese 

edilmektedir [4-6]. Farklı PAMP'ların aynı kökenli TLR'lerle etkileşimi, çok sayıda hücre içi 

sinyal transdüksiyonunu indükleyerek, enflamatuvar sitokinleri, yardımcı uyarıcı molekülleri, 

adezyon moleküllerini ve antimikrobiyal medyatörleri kodlayanlar dahil olmak üzere, doğal 

bağışıklıkla ilgili genlerin aktivasyonuyla sonuçlanmaktadır [6]. 

İnsan NK hücrelerinde TLR1-TLR9 mRNA ekspresyonunu inceleyen çalışmalarda, TLR1 

mRNA seviyelerinin zirve yaptığı, bunu orta seviyelerde TLR2, TLR3, TLR5 ve TLR6 mRNA 

ekspresyonunun takip ettiği, TLR9 mRNA ekspresyon seviyelerinin ise düşük veya tespit 

edilemediği rapor edilmiştir [191-193]. Farklı NK hücre popülasyonları TLR ekspresyonları 

açısından incelendiğinde, CD56bright NK hücre alt grubunda TLR2, CD56dim NK hücre alt 

grubunda ise TLR3 ekspresyonu yüksek bulunmuştur [194]. 

 

2.4.4.1. Toll benzeri reseptör 9 

Toll benzeri reseptör 9, TLR ailesinin bir üyesidir [195], patojenden türetilmiş CpG DNA 

veya yapay sentetik metillenmemiş CpG içeren oligodeoksinükleotidler tarafından aktive edilebilir 

[196] ve doğrudan veya dolaylı olarak aşağı yöndeki sinyalleme yoluyla bağışıklık tepkisini 

başlatarak patojen istilasına karşı direnç göstermektedir [197]. Uzun zamandır TLR9'un yalnızca, 

hücre dışından gelen DNA'nın bir otoimmün yanıtın başlatılmasını engellenmeside rol aldığı ve 

endolizozomlarda yer alan bir hücre içi DNA sensörü olduğu düşünülmektedir [198]. Ancak 

çalışmalar, nötrofiller [199], B hücreleri [200] ve hatta eritrositler [201] gibi hücre zarlarının 

yüzeyinde de TLR9 ekspresiyonu göstermiş ve ‘yüzey TLR9’ adı verilmiştir. Hücrenin hem içinde 

hem de dışında bulunan TLR9 bölgesi, hücresel immün yanıtları başlatılabilmektedir. Ayrıca 

TLR9'un hücre zarına lokalizasyonu, ‘endozomal TLR9’ aracılı sinyal yolaklarının aktivasyonuna 

katkıda bulunmaktadır [202]. endozomal TLR9'un hücre içi bölgesi endozomda bulunur ve N- ve 

C-terminalleri sırasıyla TLR9-N ve TLR9-C olarak adlandırılan 25 lösin bakımından zengin 
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tekrardan oluşmaktadır. Eritrositler, yüzey TLR9 vasıtasıyla makrofajlar gibi doğal bağışıklık 

hücrelerinin aktivasyonuna aracılık edebilir böylece enflamatuvar durumlarda kendisinin 

temizlenmesini hızlandırabilmektedir [203]. 

Endozomlarda lokalize olan hücre içi metillenmemiş CpG DNA ek olarak dsRNA, ssRNA 

gibi viral nükleik asitler TLR9 tarafından tanınmaktadır [15]. TLR9−/− farelerde, azalan 

enflamatuvar yanıtın yanı sıra, akciğerde daha yüksek ve uzun süreli bir grip yükünün varlığı ve 

bozulmuş viral klirens gösterilmiştir [204]. Bu nedenle, TLR9'un varlığı belirli hücre tiplerinde 

ve/veya organlarda konakçı tepkilerine fayda sağlayabilmektedir.  

2.4.5. Killer-cell immünoglobulin benzeri reseptör (KIR) 

Öldürücü immünoglobulin benzeri reseptörler (KIR) ve NKG2A, majör histokompatibilite 

kompleksi (MHC) sınıf-I moleküllerini tanıyan en önemli inhibitör reseptörlerdir. Bu inhibitör 

reseptörler, sağlıklı hücreleri NK hücresi aracılı sitotoksisiteden koruyan sensörler gibi davranır. 

Bu nedenle, MHC sınıf-I ekspresyonunun kaybı, virüsle enfekte olmuş hücrelerde ve tümör 

hücrelerinde sıklıkla gözlemlenir ve NK hücrelerinin bu dönüştürülmüş hücreleri tanımasına 

olanak tanır. NK hücreleri ayrıca MHC sınıf-I moleküllerinden başka ligandları tanıyan inhibitör 

reseptörleri de ifade eder. PD-1, TIGIT, LAG-3 ve TIM-3 gibi bu inhibitör reseptörleri, kansere 

karşı immünoterapötik stratejiler için yeni kontrol noktalarını temsil edmektedir [10]. 

2.4.6. T hücresi immünoglobulin ve müsin içeren protein 3 (TIM3) reseptörü 

NK hücre reseptörleri arasında, hepatit A virüsü hücresel reseptörü 2 olarak da bilinen T 

hücresi immünoglobulin ve TIM3, olgun veya tükenmiş bir NK fenotipini karakterize etmenin 

yanı sıra [205] hem inhibitör hem de aktive edici fonksiyonlara sahiptir [3 ,4]. Olgunlaşmanın bir 

belirteci olarak, TIM-3 ekspresyonunun olgun CD56dimCD16+ NK fenotipi ile korele olduğu 

gösterilmiştir [206].  

TIM3'ün önemli bir özelliği, sitoplazmik kuyruğunda bilinen inhibitör sinyal motiflerinin 

bulunmamasıdır. Programlanmış hücre ölümü 1 (PD-1) ve immünreseptör tirozin bazlı inhibitör 

motifi (TIGIT) gibi daha 'klasik' kontrol noktası reseptörlerinin aksine, sitoplazmik kuyruğu, 

insanlar ve fareler arasında korunan beş tirozin içermektedir. TIM-3 ekspresyonu NK hücrelerine 

özgü değildir, çünkü bu reseptör sitotoksik T lenfositleri, makrofajlar, dendritik hücreler ve mast 

hücrelerinde de eksprese edilir [207, 208].  

TIM3'ün, hücre dışı immünoglobulin V alanı üzerindeki farklı bölgelere bağlanan birden 

fazla farklı liganda (galektin 9, fosfatidilserin, antijenle ilişkili hücre yapışma molekülü 1 ve 
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yüksek hareketli grup proteini B1) sahip olduğu rapor edilmiştir [209]. TIM-3, ligandları Galektin-

9 ve CD66a bağlandıktan sonra NK hücresinde baskılıyıcı fonksiyonun gelişimine neden 

olmaktadır [210, 211]. Çalışmalar, kronik viral enfeksiyonlar ve farklı kanserlerde NK 

hücrelerinde artan Tim-3 ekspresyonunun NK hücre tükenmesi ile ilişkili olduğunu göstermiştir 

[212-214].  

Klinik olarak, farklı kanser (akciğer kanseri [215], mesane kanseri [216], mide kanseri 

[217], özofagus kanseri [218], endometrial kanseri [219] ve melanom [220]) örneklerinde NK 

hücrelerinde TIM-3 ekspresyonu, hastalığın ilerlemesi ve kötü prognoz ile ilişkilendirilmiştir. 

Kanserdeki bulgular, örneğin otoimmün bozukluklar gibi diğer hastalıklarla mutlaka ilişkili 

değildir; burada NK hücrelerinde azalan TIM-3 ekspresyonunun daha iyi prognozla ilişkili olduğu 

gösterilmiştir [221]. 

Çalışmalar, TIM-3'ün NK hücre sitotoksisitesini bozabileceğini [206] veya IFN-γ üretimini 

artırabileceğini göstermektedir [222]. İn vitro koşularında IL-2 ile uyarılan sağlıklı donörlerden 

alınan NK hücreleri aşırı TIM-3 ekspresyonu, yüksek IFN-γ üretimi ve oldukça sitotoksik 

hücrelere yol açtığı gösterilmiştir [213]. Ayrıca TIM-3 yüksek ifade eden NK hücreleri, K562 

hedeflerine maruz bırakıldığında CD107a üretiminin artmasına yol açtığını göstermiştir [223]. 

Aşağı seviyede ifade edilmiş TIM-3'e sahip NK hücrelerinin daha az sitotoksik olduğunu ve TIM-

3 blokajının bozulmuş fonksiyonu geri getiremediğini göstermişler [224]. 

TIM-3 blokajının, T hücre kaynaklı IFN-γ üretiminde artışa neden olduğu gösterilmiş 

olmasına rağmen [225], PD-1 inhibisyonu ile birleştirildiğinde üstün bir terapötik etkiye sahip 

olduğu gösterilmiştir [226]. TIM-3 ve PD-1 ekspresyonunun çeşitli tümörlerde, tümöre bölgesine 

infiltre olan lenfositlerin üzerinde pozitif korelasyon gösterdiği bulgularını desteklemektedir 

[227]. Benzer bulgular, çeşitli kanser hastalarından alınan örneklerde NK hücrelerinde PD-1 ve 

TIM-3'ün birlikte ekspresyonunu gösteren çalışmalarla desteklenmektedir [228, 229]. 

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

Lenfosit aktivasyon geni 3 (LAG-3, aynı zamanda CD223 olarak da bilinir), çeşitli 

biyolojik etkileri olan immünoglobulin reseptör ailesinin bir üyesidir ve aaktive insan NK 

hücrelerinde ve T hücrelerinde tanımlanmıştır [230, 231]. Ek olarak LAG-3, B hücreleri ve 

dendritik hücreler dahil olmak üzere diğer bağışıklık hücreleri tarafından da ifade edilmektedir 

[232, 233]. LAG-3, dört hücre dışı immünoglobulin süper ailesi benzeri alana sahip, 498 amino 

asitli tip I bir transmembran proteini olarak tanımlanmıştır. Bir bağışıklık kontrol noktası reseptörü 
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olarak Lag-3, Sitotoksik T-lenfosit ilişkili protein 4 ve PD-1’e [234, 235] benzer şekilde T hücresi 

proliferasyonunu, aktivasyonunu ve homeostazisini negatif olarak düzenlemektedir [231]. LAG-

3, T hücresi reseptörü-CD3 kompleksi ile ilişkilidir ve antijen sunan hücrelerde eksprese edilen 

ana doku uyumluluk kompleksi sınıf-II moleküllerine bağlanmaktadır [236, 237].  

Yapısal olarak LAG-3, CD4'e benzer, ancak MHC sınıf II moleküllerine CD4'ten daha 

yüksek bir bağlanma afinitesi göstermektedir [238]. LAG-3 ayrıca Galektin-3 ve karaciğer 

sinüzoidal endotelyal hücre lektini dâhil olmak üzere tümör hücrelerinde eksprese edilebilen diğer 

moleküllere de bağlanmaktadır [237, 239]. Hodgkin lenfoma, akut miyelositik lösemi ve kronik 

lenfositik lösemi hastalarında yüksek düzeyde LAG-3 ekspresyonu bulunmaktadır [240-242]. 

Sitoplazmik kuyruğu, farelerde ve insanlarda üç benzersiz ve korunmuş bölgeden oluşmaktadır. 

Sakin bir fosforilasyon bölgesi, bir glutamik asit prolin tekrarı ve bir KIEELE motifi içermektedir. 

Üçü arasında KIEELE motifi, CD4+ T hücrelerinde LAG-3'ün inhibitör fonksiyonu olarak görev 

yapmaktadır [243]. T hücrelerinin efektör işlevi, LAG-3'ün devreye girmesiyle inhibe edildiği ve 

LAG-3 blokajıyla güçlendiği saptanmıştır [243, 244]. LAG-3, patofizyolojik süreçlerin bir sonucu 

olarak T hücresi tükenmesinde rol oynamakta; dolayısıyla PD-1 ile kombinasyonu, T hücre 

fonksiyonunu eski haline getirmek için sinerji oluşturmaktadır [245, 246]. 

LAG-3, aktive efektör CD4 T hücrelerinde [247] ve özellikle aktive doğal ve indüklenebilir 

düzenleyici T hücrelerinde (sırasıyla nTregs ve iTregs) eksprese edilmektedir. Foxp3-CD25low IL-

10+ tip 1 düzenleyici T hücreleri aynı zamanda LAG-3'ü yüksek düzeyde eksprese etmektedir [248, 

249] ve bunun CD49b+ ile birlikte ekspresyonu, tanımlayıcı bir tip 1 düzenleyici T hücre özelliği 

olarak kullanılmıştır [249, 250]. Diğer yandan IL-27 ile Treg'lerin uyarması, LAG-3'ün 

ekspresyonunu indükleyerek Treg baskılayıcı fonksiyonu arttırdığı gösterilmiştir [251]. Genel 

olarak kanıtlar, Treg hücrelerin maksimum baskılama fonksiyonları için LAG-3 ekspresyonunun 

gerekliliğini desteklemektedir [252, 253]. 

LAG-3'ün NK hücre fonksiyonunu düzenlemedeki rolü henüz net değildir ve bu nedenle 

daha fazla araştırma ve inceleme gerektirmektedir. LAG-3 eksikliği olan farelerden alınan NK 

hücrelerinde, spesifik kanser hücrelerinin öldürülmesinde herhangi bir kusur görülmemiştir [254]. 

LAG-3 antikorları veya çözünebilir LAG-3'ün kullanımıyla LAG-3 yolağının bloke edilmesi, 

insan NK hücrelerinin sitotoksisitesi üzerinde herhangi bir etkisinin olmadığını göstermektedir 

[231, 255]. 
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2.4.8. İmmünoglobulin (Ig) ve tirozin bazlı inhibitör motif (ITIM) alanlarına sahip T 

hücresi immünoreseptörü (TIGIT)  

WUCAM [256], Vstm3 [257], VSIG9 [258] olarak da bilinen TIGIT, immünoglobulin 

süper ailesine ait ortak bir inhibitör reseptördür [259]. Bir IgV alanı, bir transmembran alanı ve bir 

immünreseptör tirozin bazlı inhibitör motif içermekedir [260]. Fare modellerinde yapılan 

çalışmalara göre, TIGIT'in monoklonal antikorlarla bloke edilmesi, NK hücrelerinin ve T 

hücrelerinin antitümör ve antiviral aktivitesini arttırmaktadır [261, 262]. TIGIT' ekspresyonunun 

NK hücre aktivasyonunda ve olgunlaşmasının baskılanmasında hayati bir rolü bulunmaktadır 

[260, 263, 264]. TIGIT, farklı mekanizmalar ile doğal ve edinsel bağışıklık üzerinde; T/NK 

hücresinin baskılanması, immünosüpresif dendritik hücrelerin (DC’lerin) indüklenmesi, CD226 

sinyalinin inhibe edilmesi, Treg'lerin immünosüpresyonunun arttırılması ve Fap2 kaynaklı T/NK 

hücrelerinin inhibisyonunun teşvik edilmesi gibi engelleyici etkiler göstermektedir [265]. 

İlk başta, T hücreleri üzerindeki TIGIT, T hücresi reseptörü (THR) kaynaklı aktivasyon 

sinyallerini zayıflatarak doğrudan T hücreleri üzerinde etki gösterebilmektedir. Spesifik olarak 

TIGIT, TCR- zincirinin ve THR kompleksini oluşturan moleküllerin aşağı regülasyonunu 

indükleyerek THR'nin ekspresyonunu inhibe edebilmekte, böylece CD8+ T hücrelerinin 

çoğalmasını ve aktivasyonunu inhibe etmektedir [266]. Ek olarak TIGIT, CD8+ T hücrelerinde 

THR'nin indüklediği p-ERK sinyalini azaltmaktadır [267]. 

TIGIT reseptörünü, nektin benzeri ligandlar için DNAM-1 ile rekabet etmesi nedeniyle 

immünosüpresif etkileri bulunmaktadır. Nektin benzeri ligandın mükemmel bir örneği, TIGIT 

molekülünün birincil ligandı CD155'tir. CD155 birçok kanser hücresi türünde eksprese 

edilmektedir [268]. TIGIT'in CD155 ile birleşmesi, bağışıklık hücresi fonksiyonunu modüle 

ederek Fosfoinozitid 3-kinazlar, Mitojenle aktive olan protein kinazlar ve Nükleer faktör kappa B 

(NF-κB) sinyal yollarını aşağı doğru düzenlemektedir [260, 269, 270]. Böylece insan NK 

sitotoksisitesini ve sitokin üretimini önlemekte ve DNAM-1 aracılı aktivasyonu için zemin 

hazırlamaktadır [271, 272].  

T hücrelerini doğrudan inhibe etmenin yanı sıra, T hücreleri üzerindeki Tigit, DC'ler 

üzerindeki CD155'e de bağlanarak T hücrelerinin aktivasyonunu dolaylı olarak inhibe etmektedir. 

TIGIT, DC'ler üzerinde CD155'in fosforilasyonunu indükler, böylece IL-10 üretimini arttırarak 

DC’ler tarafından üretilen IL-12 miktarı azaltmakta [273]. 

TIGIT, CD155 ligandları için CD226 ile rekabet ettiğinden, CD226 aracılı T hücrelerinin 

ve NK hücrelerinin ortak uyarılmasının bloke edilmesi, TIGIT tarafından immünosupresyonun 
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gerçekleşmesine yardımcı olmaktadır [274]. Sitotoksik T lenfositlerin TIGIT yukarı 

regülasyonunun ve CD226 aşağı regülasyonunun, tümör uyarımı ile indüklendiğini bildirilmiştir. 

Bu bulgular, antitümör Sitotoksik T lenfositlerin yanıtının efektör fazında T hücresi 

baskılanmasının yeni bir mekanizması olduğunu ileri sürmüştür [264]. 

Treg'ler, TIGIT de dâhil olmak üzere inhibitör fonksiyonlarını destekleyen çeşitli inhibitör 

reseptörleri eksprese edmektedir. TIGIT, insanlarda çoğu Treg hücreleri tarafından yüksek 

düzeyde eksprese edilmektedir [275-277]. Melanom hastalarında Treg'lerin, CD4+ efektör T 

hücreleriyle karşılaştırıldığında TIGIT ekspresyonunun arttığını ve rekabetçi ortak uyarıcı reseptör 

CD226 ekspresyonunun azaldığını gösterilmiştir [276].  

Fusobacterium nucleatum gibi bakteriler, melanom da dahil olmak üzere çeşitli kanserlerin 

tümör mikroçevresinde bulunmaktadırlar [278]. F. nucleatum'un, NK hücresi sitotoksisitesini 

inhibe etmek ve T hücresi aktivitesini baskılamak için Fap2 proteini aracılığıyla NK ve T 

hücrelerinde TIGIT ile doğrudan etkileşime girdiği gösterilmiştir [279]. Bu mekanizmanın 

melanomda immün kaçışta rol oynayıp oynamadığı kanıtlanmamış olsa da, melanomda F. 

nucleatum'un varlığı nedeniyle böyle bir mekanizmanın olasılığı dışlanmamaktadır. 

Çalışmalar, TIGIT'in çocuk felci virüsü ayrıca CD112, Nektin-2 reseptörü ve PRR2 olarak 

da adlandırılan çocuk felci virüsü reseptörü benzeri 2 ile etkileşiminin, NK hücre sitotoksisitesini 

doğrudan inhibe ettiğini göstermiştir [260, 280, 281].  

  TIGIT'in blokajı, NK hücrelerini miyeloid-türevli baskılayıcı hücrelerin inhibisyonuna 

karşı dirençli hale getirmiştir [261, 282]. 

2.5. Yaşlanma Sürecinde NK Hücreleri 

NK hücre popülasyonunun özellikleri yaşlanma sürecinden etkilenmektedir. Bazı 

tutarsızlıklar mevcut olmasına rağmen çalışmalar, yaşlanma sırasında dolaşımdaki NK 

hücrelerinin toplam sayısında bir artış olduğunu bildirmektedir [283, 284]. CD56bright NK hücre 

yüzdesinde azalmasına karşılık CD56dim NK hücre yüzdesinde bir artış görülmektedir. Ayrıca, IL-

2 veya IL-12 ile uyarımı takiben, sağlıklı yaşlıların dolaşımdaki NK hücre popülasyonunda belirli 

kemokin ve sitokinlerin üretimi, genç kontrollere kıyasla azalmaktadır [283]. Ancak bu 

çalışmalarda CD56bright ve CD56dim NK hücreleri arasında herhangi bir ayrım yapılmamıştır. Bu 

nedenle yaşlılardaki NK hücrelerinin uyarıya yanıt olarak daha az sitokin ve kemokin salgılayıp 

salgılamadığı veya bu etkinin CD56bright NK hücrelerinin azalan oranından kaynaklanıp 

kaynaklanmadığı belirsizliğini korumaktadır. Ayrıca, CD56bright NK hücrelerinin IL-15 uyarımı 
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genç bireylerle karşılaştırıldığında yaşlı bireylerde IFN-γ ekspresyonunu önemli ölçüde 

arttırmaktadır [285].  

Sitokin ve kemokinlerin değişen üretiminin yanı sıra, çeşitli NK hücre reseptörlerinin 

ekspresyonu da yaşlanmadan etkilenmektedir. Hem dolaşımdaki CD56bright hem de CD56dim NK 

hücrelerinde, CD94 reseptörünün ve doğal sitotoksisite reseptörleri NKp30 ve NKp46'nın 

ekspresyonu yaşlı kişilerde azalırken, KIR ekspresyonu yalnızca CD56bright NK hücrelerinde arttığı 

gösterilmiştir. DNAM-1 ekspresyonunun çoğunlukla CD56dim NK hücrelerinde yaşla birlikte 

azaldığı görülmektedir [286-288]. Bu fenotipik değişiklikler yaşlanma sırasında gözlemlenen 

azalmış hedef hücre tanıma ve sitotoksisiteyi açıklayabilmektedir [283]. Sadece hücre içi 

değişiklikler değil aynı zamanda mikro ortamdaki değişiklikler örneğin NK hücre fonksiyonunun 

sürdürülmesi için hayati olduğu bilinen IL-2 ve IL-15 seviyelerinde azalma, yaşlanma sırasında 

NK hücrelerinin işlevselliğini etkileyebilmektedir [283]. 

 

2.6. NK Hücrelerinin Beyne Göçü 

İnsan beyin parankiminde NK hücrelerinin varlığı hakkında çok fazla şey bilinmese de, 

sağlıklı fare beyin parankiminde çoğunluğu olgunlaşmamış CD27yüksek NK hücreleri 

tanımlanmıştır [289, 290]. Bugüne kadar NK hücrelerinin beyne nasıl girebileceği belirsizliğini 

korumaktadır. İn vitro deneyler, sağlıklı donörlerin NK hücrelerinin az bir kısmının, uyarılmamış 

koşullarda bir KBB modeli olarak kullanılan insan beyni mikrovasküler endotel hücrelerini 

geçebildiği gözlemlenmiştir. Bu, NK hücrelerinin sağlıklı insan KBB geçerek beyninin farklı 

bölgelerinde yer alabileceğini göstermektedir. Özellikle, CD56bright NK hücrelerinin bu modelde 

KBB geçme kapasitesine sahip olduğu gösterilmiştir [149]. CD56bright NK hücrelerinin çoğunlukla 

periferik dokularda baskın olduğu ve CD56dim NK hücrelerine kıyasla CD62L gibi göç 

belirteçlerinin daha yüksek ekspresyonuna sahip olduğu gösterilmiştir. Bu bulgular, fare beyninde 

CD27yüksek NK hücre popülasyonunun mevcut olduğu bulgusuyla uyum göstermektedir [149, 289]. 

Ayrıca CD56bright NK hücreleri tarafından salgılanan granzim K, endotel yüzeyindeki hücreler 

arası adezyon molekülü (ICAM)-1 ekspresyonunu dolaylı olarak indükleyerek NK hücrelerinin 

göçünü kolaylaştırabilmektedir [291]. 

  NK hücreleri BOS'a BCSFB yoluna ilaveten kan-meningeal bariyer aracılığıyla ulaştığı 

gözlemlenmiştir, meninkslerde ise NK hücrelerinin varlığına ilişkin sınırlı bilgi bulunmaktadır. 

Tek çekirdekli RNA dizilimi yoluyla insan leptomeninglerinde NK hücrelerinin varlığı gösterilmiş 
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ancak NK hücre alt grupları arasında ayrım yapılmamıştır [292]. Fare beyin parankiminde 

çoğunlukla olgunlaşmamış NK hücrelerinin varlığıyla tutarsız olarak, insan koroid pleksusunun 

çoğunlukla CD56dim NK hücrelerinden oluştuğu görülmektedir, ancak bu aynı zamanda dokuya 

kan sızıntısının bir sonucu olarak gelişebilmektedir [293].  

Enflamatuar koşullar altında, lökositlerde integrinlerin ve KBB'deki adezyon 

moleküllerinin ifadesi artar ve yapısal değişiklikler sonucunda integrinlerin adezyon moleküllerine 

olan afinitesi çoğalır bu da lökositlerin KBB boyunca göçünü kolaylaştırır [294, 295]. İn vitro 

şartlarda insan beyin mikrovasküler endotel hücreleri IFN- ve TNF-α ile uyarıldığında, sağlıklı 

donörlerden alınan NK hücrelerinin daha yüksek bir oranda yukarıda bahsedilen KBB modeli 

üzerine göç etikleri tespit edilmiştir [149]. Benzer şekilde, BCSFB'nin bariyer özellikleri 

nöroenflamasyon sırasında bozulur ve epitel hücreleri tarafından kemokin üretimi artar, bu da 

lökositlerin BCSFB üzerinden göçünü kolaylaştırır, ancak bu çoğunlukla hayvan modelleri 

kullanılarak incelenmiştir [295, 296]. Ancak, bildiğimiz kadarıyla, NK hücrelerinin BCSFB 

modellerine göre göç süreçlerini tanımlayan herhangi bir araştırma bulunmamaktdır. 

Nöroenflamasyon aynı zamanda işlevsiz bir kan-meningeal bariyer ve bu bariyerde bağışıklık 

hücrelerinin artmasıyla da ilişkilendirilmiştir [293, 297]. Her bir beyin bariyerinin bariyer 

özellikleri ve hücresel yapışma moleküllerinin ekspresyonu, çeşitli nörodejeneratif koşullardan 

farklı şekilde etkilendiğinden, NK hücrelerinin farklı bariyerler üzerinden migrasyonu, hastalığa 

özgü özelliklere bağlı olabilmektedir. 

2.7. Alzheimer Hastalığında Nöroenflamasyon  

Nöroenflamasyon olarak da adlandırılan CNS'deki iltihaplanma, zararlı bir uyarana karşı 

kısa süreli bir vücut reaksiyonudur. Nöroenflamasyon, beyin hasarını onarmayı ve beyin 

homeostazını düzeltmeyi amaçlamaktadır. Bu nedenle, kısa vadeli yararlı etkileri bulunmakta, 

ancak aşırı ve kontrolsüz nöroenflamasyon zararlı olabilmektedir [298]. Başta travmatik beyin 

hasarı, inme, yüksek yağlı diyet, kötüye kullanılan ilaçlara maruz kalma veya yaşlanma gibi birçok 

faktör nöroenflamasyonu tetikleyebilmektedir [299]. Kronik nöroenflamasyon, kronik 

nöroenflamasyonun patogenezinin üçüncü ayırt edici özelliği haline geldiği Alzheimer hastalığı 

da dahil olmak üzere birçok nörodejeneratif hastalığın ortak bir özelliğini oluşturmaktadır [300]. 

Nöroenflamasyon sırasında, proenflamatuvar sitokinlerin anormal üretimi, çoklu sinyal yolaklarını 

tetiklemektedir [301]. Merkezi sinir sistemi (MSS) nöroenflamasyonu yönlendiren iki anahtar 

hücre tipi, mikroglial hücreler ve astrositleri teşkil etmektedir [302]. Mikroglial hücreler, MSS'nin 
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yerleşik makrofajlarını oluşturmaktadır. MSS'deki hücre popülasyonunun %10'unu temsil etmekte 

ve patojenik ajanlara veya beyin hasarına karşı birinci basamakta savunmada etkili hücrelerdir. 

Mikroglial aktivasyon, uyaranın türüne, yoğunluğuna ve içeriğine bağlı olarak değişmekte ve 

fizyolojik koşullar altında, geniş bir protein ve reseptör dizisi aracılığıyla mikro ortamı oldukça 

dinamik bir şekilde sürekli olarak izlemektedir [303]. Mikroglianın dahil olduğu bazı fizyolojik 

roller nörojenez, sinaptik bağlantıların ortadan kaldırılması ve şekillendirilmesi veya sinaptik 

plastisiteyi kapsamaktadır [304].  

Mikrogliaların in vivo karışık profiller gösterebileceğine ve ayrıca bölgesel olarak 

heterojen olabileceğine dair kanıtlar mevcuttur [305]. Bir uyarana yanıt olarak, mikroglia bir dizi 

morfolojik değişikliğe maruz kalarak ve yüzey reseptör ekspresyonunda ve proenflamatuvar 

sitokinlerin salınımında bir artışa neden olmaktadır. Bu enflamatuvar sürecin uzaması, KBB 

bütünlüğünün korunması dahil olmak üzere mikroglial hücrelerin homeostatik fonksiyonlarını 

tehlikeye atabilmektedir [306].  

Aβ plaklarının birikmesi, nöronal hasara ve ölüme yol açabilecek kompleman sisteminin 

aktivasyonunu indüklemektedir. Böylece nöronlar, Aβ'yı bağlayan ve mikroglia üzerindeki C1q 

reseptörünü aktive eden ve Aβ'nın fagositozunu tetikliyen C1q'yu salgılamaktadır. Ek olarak 

astrositler, enflamatuvar sinyallerle uyarılarak Kompleman C3b ve C3a'ya bölünen C3'ü 

salgılamaktadır. C3a peptidi, periferik bağışıklık hücrelerinin beyne toplanmasına ve 

nöroenflamatuvar kaskadların başlatmasına aracılık edmektedir [307].  

Nöroenflamatuvar kaskadlar, mikroglial ‘NLR ailesi pyrin alanı içeren 3’ (NLRP3) 

enflamatuvarının aktivasyonuna dayanmaktadır. Aβ birikimlerinin NLRP3 aktive edebildiği ve 

bunun da Alzheimer hastalığının patogenezine katkıda bulunabilen ve bilişsel bozukluğa neden 

olabilen IL-1β ve IL-18 üretimine yol açabildiği gösterilmiştir [308, 309]. Aβ birikimlerinin aynı 

zamanda Alzheimer hastalarında enflamatuvar aktivasyonun bir sonucu olabileceği de göz ardı 

edilemez. NLRP3 enflamatuvar aktivasyonunun plakla ilişkili mikroglia ile sınırlı olması, 

Alzheimer hastalığı patogenezindeki rolünü daha da desteklemektedir [308]. 

Kanıtlar, doğal bağışıklık sisteminin Alzheimer hastalığının patogenezinde ve 

ilerlemesinde kritik bir rol oynadığını göstermiştir. Aβ birikintilerinin, TLR'ler gibi yüzey 

reseptörleri ile etkileşime girerek mikroglia'yı aktive ettiği öne sürülmüştür. TLR'ler, sırasıyla 

TLR2 ve TLR4 tarafından tanınan bakteriyel peptidoglikanlar ve lipopolisakkarit gibi patojenle 

ilişkili moleküler modelleri tanımaktadır [310]. TLR2 ve TLR4'ün aynı zamanda Aβ'yı tanıdığı da 

gösterilmiştir [311, 312]. Mikroglial hücreler aktive edildikten sonra proenflamatuvar sitokinler 
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ve kemokinler üretmektedir. TLR4 ve IFN-γ reseptörlerinin ortak aktivasyonu, büyük sinirsel işlev 

bozukluğu ve nöronların ölümü ile sonuçlanmaktadır. Bu nedenle, TLR4'ün mikroglia'da in situ 

aktivasyonu, nörodejenerasyonu indüklemek için diğer konakçı bağışıklık hücrelerinden 

eşzamanlı IFN- sinyalini gerektirmektedir [313]. Alzheimer hastalığının erken evresinde 

mikroglia, Aβ'nın fagositozunda ve temizlenmesinde rol oynamakta, ancak Alzheimer hastalığı 

ilerledikçe mikroglia fonksiyonu, fagositik kapasitenin azalması, düşük TLR4 ekspresyonu ve 

anti-enflamatuvar sitokinlerin yüksek üretimi ile bozulmaktadır [314]. 

Enflamatuvar aktivasyon ve enflamatuvar sitokinlerin üretimi ile birlikte granülositler, 

monositler, NK ve T hücreleri gibi bağışıklık sisteminin hücresel bileşenleri de nöroenflamasyon 

patogenezine katılabilmektedir [4, 5]. Dolayısıyla hem doğal hem de kazanılmış bağışıklık 

sistemindeki değişiklikler Alzheimer hastalığı ile ilişkilendirilmiştir. Hastalık ilerledikçe, 

Alzheimer hastalarında bağışıklık sistemi ciddi şekilde etkilenmekte [315], T ve B hücre 

oranlarında ve fonksiyonlarında azalma [316] ve proenflamatuvar sitokin üretiminde bozulma 

görülmektedir [317].  

Alzheimer hastalığında NK hücrelerinin rolü ilk olarak, Alzheimer gibi nörolojik 

anormalliklere karşı etkili bir ilaç olan Tacrine’nin, Alzheimer hastalarındaki NK hücre 

proliferasyonu ve sitotoksik fonksiyonları üzerinde baskılayıcı bir etkisi olduğunun 

gösterilmesiyle ortaya konulmuştur. Bu bulgular sonucunda, NK hücrelerinin Alzheimer 

hastalarında zararlı etkilerinin olabileceği öne sürülmüştür [7]. Ek olarak, Alzheimer hastalarının 

klinik öncesi ve prodromal aşamaları üzerindeki çalışmalar hastalığın başlangıcından 2 ay önce 

NK hücrelerinin yüzdesinde ve sitotoksik aktivitesinde değişiklikler olduğunu bildirmiştir. Bu 

periferik NK hücrelerindeki fonksiyon değişikliklerin, hastalığın erken periferik belirteçleri 

olabileceğini düşündürmektedir [318].  

Amiloid beta temizlenmesinde önemli bir rol oynayan mikroglia fonksiyon bozukluğunun 

hastalığın ilerlemesinde rol oynadığı kabul edilmektedir. NK hücreleri makrofajlar ve dendritik 

hücrelerinin aktivasyonunu ve fonksiyonunu düzenleyebilmektedir [319]. IL-12, IL-15 veya IL-

18 gibi çeşitli sitokinler, NK hücrelerinin aktive edilmesi ve IFN-γ gibi birçok sitokinin üretimini 

tetikleyebilmektedir [145]. TNF- ve IFN- sitokinlerinin işlev bozukluğu, oksidatif stresin, hücre 

hasarının ve doku hasarının artmasına katkıda bulunarak nöroenflamasyonu tetiklemektedir [320]. 

TNF-α bu patolojik sürecin her adımında önemli bir rol oynamaktadır. TNF-, uyarıcı ve 

engelleyici sinyaller arasındaki dengeyi değiştirerek nöronlarda eksitotoksik nöron ölümüne 

katkıda bulunmakta ve hücrelere kalsiyum akışının artmasına neden olmaktadır [321, 322]. Nöron 
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ölümü, lokal bir enflamatuvar yanıtı başlatarak TNF-α ifadesini yükseltir ve pozitif bir geri 

bildirim döngüsü oluşturmaktadır [320]. TNF-α ayrıca astrositlerde glutamat salınımını ve yeniden 

alımını da düzenlemektedir [323]. Glutamat, mGlutR2 reseptör etkileşimiyle mikroglialardan 

TNF- üretimini uyarmaktadır [320]. TNF-α, kan-beyin bariyerinin bozulmasında ve 

enflamatuvar hücrelerin ve moleküllerin beyine sızmasında önemli bir rolü bulunmaktadır. Kan-

beyin bariyerinde TNF reseptörü-1, ICAM-1 ve vasküler hücre adezyon molekülü (VCAM)-1'in 

artan ekspresyonu hücresel hasar ve bozulmuş bariyer fonksiyonu ile ilişkilendirilmiştir [324, 

325].  

Bununla birlikte, IL-12 ve K562 hücreleri ile uyarılan NK hücrelerinin TNF- ve IFN-

γsitokin üretimi, sağlıklı donörler ve orta evre Alzheimer hastalarına kıyasla hafif evre Alzheimer 

hastalarında arttığını [15] ve sitokinle uyarılan NK hücrelerinin sitotoksik kapasitesinin daha 

yüksek olduğunu gösterilmiştir [10]. NK hücreleri tarafından salgılanan TNF-α ve IFN-γ 

sitokinlerinin, hastaların bilişsel işlevleriyle olumsuz yönde ilişkili olduğu bulunmuştur [326]. Ek 

olarak IFN-γ'nın, nöronal kök hücrelerin azalmış proliferasyonuyla ilişkili olduğu [11] ve TNF-

α'nın farmakolojik stratejilerle potansiyel inhibisyonu, Alzheimer hastalığının önlenmesine ve 

demans riski taşıyan kişilerde bilişsel işlevlerin iyileşmesine yol açtığı belirtilmiştir [12]. Ayrıca 

veriler sitotoksisiteye bağımlı Granzim B ve CCR7 bağımlı kemotaksis ifadesinin hafif evre 

Alzheimer hastalarında arttığını ancak orta evre Alzheimer hastaları hastlarında artmadığını 

göstermiştir. Bu durum erken evre Alzheimer hasta periferik kan örneklerinde NK hücrelerinde 

gözlenen değişikliklerin NK hücre aktivasyonuna işaret ettiğini düşündürmektedir [15]. 

NK hücreleri ayrıca immün baskılayıcı işlevlere sahip olan sitokinler (IL-10 ve TGF- β) ve 

başka kemokinler de üretebilmektedir [327, 328]. Kontrol denekleriyle karşılaştırıldığında 

Alzheimer hastalığı olan hastaların kanında ve beyin omurilik sıvısında daha yüksek TGF-β 

konsantrasyonları bulunmuştur [329]. Alzheimer hastalığı semptomlarına ve patolojisine yol açan 

nörodejeneratif süreçte olası bir rol olduğu düşünülmektedir. TGF-β'nın nöronal fonksiyon 

bozukluğundaki rolü aktif bir araştırma alanı olmaya devam etmektedir [330]. Çözünür TGF-β, 

NK hücrelerinin yüzeyindeki TGF-βRII ve TGF-βRI heterodimer kompleksi ile etkileşime 

girebilmektedir. Bu etkileşim Smads 2 ve 3'in fosforilasyonuna yol açarak [331], sitolitik 

fonksiyonun azalmasına ve aktive edici reseptörlerin ekspresyonunun bozulmasına neden olan 

düzenleyici bir kademeyi tetiklemektedir [332].  

Bağışıklık kontrol noktası proteinleri veya inhibitör düzenleyici olarak da bilinen bu 

reseptörler, iki ucu keskin kılıç gibi işlem yapabilir; öncelikle bağışıklık tepkisi sırasında bağışıklık 
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homeostazisini koruyarak bağışıklık sisteminin aşırı reaksiyonunu ve doku hasarını önlemektedir. 

Tersine, bazı hastalıklar örneğin kanser hücrelerinde, bağışıklık denetiminden kaçmak için 

bağışıklık kontrol noktalarının ligandlarını taklit edebilmektedir [333]. Ayrıca bazı kronik 

hastalıklarda yol açan mikrobiyal hücreler, kontrol noktası moleküllerinin aşırı bitimlenmesi 

indükleyerek, immün sistemin baskılanmasıyla hastalığın ilerlemesini [334] veya bu 

moleküllerinin düşük bitimlenmesi ile immün sistemin daha etkin ve zarar verici tepkisine yol 

açabilmektedir [335]. Bildiğimiz kadarıyla TIGIT, LAG-3 ve TIM-3 reseptörlerinin AH'dakı etkisi 

şu ana kadar analiz edilmemiştir.  

Lenfosit popülasyonu içindeki CD3−CD56+, CD56+CD16− ve CD56+CD16+ NK 

hücrelerinin yüzdeleri, sağlıklı bireylerle karşılaştırıldığında hafif evre ve orta evre olan alzheimer 

hastalar ile benzer bulunmuştur [15]. Yaşlanmayla birlikte CD16 betimlenmesinde herhangi bir 

değişiklik bildirilmezken, CD16 ekspresyonunun orta evre alzheimer hastalarında arttığı ancak 

hafif evre alzheimer hastalarında korunduğu gösterilmiştir [15].  

Alzheimer hastalarında viral etiyoloji ile tutarlı olan NK hücre disfonksiyonu 

kaydedilmiştir. Aktive edici reseptör KIR2DS2 ve inhibitör reseptör KIR2DL2 ve KIR ligandı 

olan İnsan lökosit antijeni (HLA)-C1'in kombinasyonu, Alzheimer hastalarında kontrollere göre 

daha sık bulunmuştur. Ayrıca aktive edici bir reseptör olan KIR3DS1’in daha düşük bir frekansı 

saptnmıştır. Birlikte, bu sonuçlar Alzheimer hastalarındaki NK hücrelerinin genel olarak sağlıklı 

bireylerdekinden daha az aktif olabileceğini ve klinik olarak daha düşük Mini-Mental muayene 

puanları ile de ilişkilendirilmiştir[336].   

Hem yaşın hem de kalıcı sitomegalovirüs (CMV) enfeksiyonunun, yaşlılarda gözlenen NK 

hücre fenotipik ve fonksiyonel değişikliklerine yol açtığı belirtilmiştir. Diğer yandan yaşlı 

donörlerin NK hücrelerinde CD57'nin betimlenmesi artmaktadır [10]. Bunlunla birlikte CD57+ 

uzun ömürlü NK hücrelerinin birikimi CMV ile ilişkili olduğu ileri sürülmüştür [284].  

Yapılan bir çalışmada, aktifleştirilmiş NK hücrelerinin Aβ plaklarını ortadan kaldırdığını 

ve bunun AH'li farelerde davranışta belirgin bir iyileşme sağladığını bulunmuştur. Bu iyileşme, 

fagositik aktivite ve otofaji genlerinin düzenlenmesi nedeniyle mikroglial fonksiyondaki iyileşme 

ile ilişkili olduğu düşünülmektedir [337]. Diğer yandan başka bir çalışmada 3xTg-AH farelerinde 

NK hücrelerinin bloke edmesi mikroglia hücrelerinde, homeostatik benzeri bir morfoloji 

sergilemesi ile proliferatif yanıtın ve nöro-yıkıcı pro-enflamatuvar sitokinlerin ekspresyonununda 

azalmına yol açmıştır. Bu çalışmada amiloid beta konsantrasyonlarını etkilenmediği ancak 
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nöroenflamasyonun gerilemesi ile farelerin bilişsel işlevi ve nörojenez fonksyonunda gelişmine 

neden olmuştur[8].  

2.8. Apolipoprotein E ve Lenfosit Aktivasyonu 

Apolipoprotein E, lenfositlerde eksprese edilmemektedir [338]. Bununla birlikte miyeloid 

kökenli hücrelerden sentezlenen APOE, lenfosit aktivasyonunun ve adaptif immün yanıtın 

düzenleyicileridir. Çalışmalar, APOE ve APOE içeren lipoproteinlerin T lenfosit proliferasyonunu 

inhibe ettiğini ve in vitro IL-2 aktivitesini azalttığını göstermiştir [339].  Makrofajlar ve dendritik 

hücreler dahil olmak üzere miyeloid kökenli hücrelerde ifade edilen APOE, antijen sunumunun 

düzenlenmesi yoluyla adaptif bağışıklığa katılmaktadır. Özellikle, APOE eksikliği veya APOE-ε4 

ifade eden dendritik hücreler, artmış MHC-II bağımlı antijen sunumu ve proenflamatuvar CD4+ 

Th1 lenfositlerin aktivasyonunu göstermektedir. Miyeloid hücrelerde endojen APOE-ε4 ifadesi 

MHC-II antijen sunumunu hangi mekanizmayla arttırdığı tam olarak açıklanamamıştır. Potansiyel 

bir mekanizma, APOE-ε3'e kıyasla APOE-ε4'ün hücre içi kolesterolü mobilize etme yeteneğinin 

azalmasıyla ilgili olduğunu ileri sürmüştür, bu da HLA-DR tarafından antijen sunumunun 

artmasına ve CD4+ naif T hücrelerinin artan polarizasyonuna yol açmaktadır [340]. Hücre zarında 

kolesterol fazlalığı, makrofajlarda TLR4 sinyalini arttırmaktadır, bu da NFkB'yi aktive ederek 

enflamatuvar gen yanıtını indüklemektedir [341]. 

Apolipoprotein E-ε4'ün aksine APOE-ε2, LDL reseptörü ile kusurlu etkileşimi nedeniyle 

CD1d aracılı lipid antijen sunumunu parakrin bir şekilde bozmaktadır [342]. Ayrıca, APOE-ε2'nin 

makrofajlar tarafından kusurlu salgılanmasının antijen sunumunun baskılanmasına neden olduğu 

gösterilmiştir [343]. Veriler makrofajlarda enflamasyon arttışın, APOE-ε2'nin, bozulmuş 

kolesterol akışı ve enflamasyon aktivasyonu bağlı olduğunu oysa APOE-ε4'ün yüksek oksidatif 

stres nedeniyle ortaya çıktığını göstermektedir [344]. Ayrıca APOE, Th1 hücre aracılı bağışıklık 

yanıtını aşağı doğru düzenleyebilirmektedir [345]. İn vitro çalışmalar hem APOE içeren 

lipoproteinlerin hem de sentetik APOE peptitlerin, T hücrelerinde DNA sentezi ve fosfolipid 

hacmini azaltarak mitojenle uyarılan T lenfosit proliferasyonunu inhibe edebildiğini 

göstermektedir [339]. Ayrıca IL-2 reseptörünün işlevini modifiye etme veya hücre içi sinyal 

yollarını değiştirdiği saptanmıştır [346].  

Apolipoprotein E-nakavt fareler anormal hümoral ve hücresel bağışıklık yanıtlar 

göstermektedir [347]. APOE eksikliği olan farelerde eksojen antijenler tarafından uyarılan 

makrofajlara karşı T hücre IFN- salınımının arttığı, MHC sınıf II ve CD80 moleküllerinin yukarı 
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doğru düzenlediği gösterilmiştir [348]. Şiddetli hiperkolesterolemi, aterosklerotik APOE 

taşımayan farelerde otoimmün yanıtların Thl'den Th2 efektör tipe geçişini indükleyebilmektedir 

[349]. APO-E-nakavt farelerde, Th17 ile ilişkili sitokinlerin (IL-17 ve IL-6) salgılanmasında ve 

transkripsiyon faktörü ‘retinoid-related orphan receptor gamma’ seviyelerinde önemli ölçüde artış, 

buna karşı Treg hücrelerinda azalma, Treg ile ilişkili sitokinler TGF-β1 salgılanması ve 

transkripsiyon faktörü ‘Foxp3’ ifadesinde azalma saptanmıştır. APO-E nakavt farelerinde 

Th17/Treg hücrelerinin fonksiyonunda düzensizlik görünmüştür, bu da APOE işlevinin Th17/Treg 

dengesizliği üzerinde bir rolü olduğunu düşündürmektedir [350]. Ayrıca IL-17A'nın APOE'si 

olmayan farelerin plazma ve dokularında da yükseldiği bulunmuştur [351]. 

Fare çalışmalarında APOE eksikliği belirli sitokin profillerinde değişikliğe yol açmaktadır. 

IL-1ß, IL-2, IL-6, IFN-γ, ICAM-1, VCAM-1, monosit kemoatraktan protein-1, NF-κB (p65) ve 

inhibitör (I)κBα mRNA düzeylerinde artış ve IL-4, IL-10 ve GM-CSF mRNA seviyelerinde 

azalma saptanmıştır [352]. IL-1β, birincil glial hücreler ile kültür edildiğinde, hücre dışı APOE 

proteininde belirgin bir artışa neden olmakta [353], bununla birlikte, IFN-γ, post-translasyonel 

modifikasyon yoluyla hücre içinde APOE'nin bozulmasını önemli ölçüde artırmakta ayrıca insan 

makrofajlarının ve insan akut monositik lösemi hücre hattı hücrelerinin süpernatanlarında APOE 

birikimini inhibe ettiği gösterilmiştir [354]. 

Apolipoprotein E 'nin CD1 molekülleri tarafından NKT hücrelerine lipid antijen sunumunu 

kolaylaştırdığı için otoimmün hastalıklarda önemli role sahip olduğu düşünülmektedir [355]. CD1 

molekülleri (insanlarda CD1a-d ve farelerde CD1d), yapısal olarak MHC sınıf I moleküllerine 

benzer iken işlevsel olarak MHC sınıf II moleküllerine benzemekte böylece APOE molekülleri 

etkili olduğu bir süreçte lipid antijenlerini NKT hücrelerine sunabilmektedir. TCR vasıtasıyla 

CD1'e bağlandıktan sonra, naif NKT hücreleri, yüksek miktarlarda IFN-γ ve IL-4 salgılamakta ve 

bağışıklık yanıtlarının düzenlenmesinde kritik bir rol oynamaktadır [356]. Başka bir çalışmada, B 

hücrelerinin, lipid antijen sunumu için APOE-aracılı yolaklarını dendritik hücrelerden daha 

verimli şekilde kullandığı gösterilmiştir [342]. 

Apolipoprotein E'nin TLR4 ve TLR3 aracılı sinyallemeyi ve IL-12 üretimini seçici olarak 

düzenlediği ve IL-12 üretimini modüle ederek Th1 immün yanıtı baskılayabildiği gösterilmiştir  

[357]. Ayrıca, APOE, lipopolisakkariti (LPS) nötralize edebilmekte böylece enflamatuvar yanıtları 

azaltarak LPS'nin toksik etkisini düşürebilmektedir [358]. Bu gözlemlerin fizyolojik önemi, APOE 

eksikliği olan farelerde endotokseminin indüklenmesiyle Klebsiella pneumoniae enfeksiyonuna ve 

yaygın kandidiyazın artan duyarlılığını gösteren çalışmalarla vurgulanmaktadır [359]. Ayrıca 
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APOE eksikliği olan farelerde Listeria monocytogenes'e [360] ve ayrıca tüberküloza [361] karşı 

bozulmuş bağışıklık yanıtlar saptanmıştır. İmmünoregülasyonda APOE izoformu tercihi belirgin 

olmamakla birlikte, APOE-ε4'ün herpes simpleks virüsü ile enfekte bireylerde daha fazla 

bulunması [362] ve APOE-ε4 aleline sahip HIV-pozitif hastalarda fırsatçı organizma 

enfeksiyonuna karşı artan duyarlılık, APOE-ε4'ün in vivo olarak lenfosit immün yanıtın 

baskılamasında daha az etkili olduğunu düşündüren kanıtlar sağlamıştır [363]. Birlikte ele 

alındığında, in vitro ve in vivo veriler, APOE'nin enflamasyona karşı lenfosit yanıtlarını 

baskılamada etkili olduğunu göstermektedir.  

Apolipoprotein E-nakavt farelerde, tümör gelişimi ve metastaz üzerine inhibitör etkisi, NK 

hücrelerinin enfiltrasyonunun artmasıyla ilişkilendirilmiştir. Bu APOE–nakavt farelerin NK 

hücrelerinde, diğer kontrol grubundaki APOE içeren farelere göre daha fazla sitotok etki, daha 

yüksek Granzyme B, Fas Ligand, IFN-γ, TNF-α, NKG2D, NKp46 ve DNAM-1 betimlenmesi 

gösterilmiştir. TREM-1, NK hücreleri üzerinde betimlenen bir proenflamatuvar aracıdır ve 

sitotoksisite işlevi ile ilişkili olduğu bilinmektedir. APOE-nakavt farelerde, NK hücrelerinin 

TREM-1'e bağlı anti-tümör aktivitesinin arttığı gösterilmiştir [364]. APOE izoformlarının 

bağışıklığı etkilediği kesin mekanizmalar belirsizdir ve bu mekanizmaları doğrulamak için daha 

fazla çalışmaya ihtiyaç vardır. 

2.9. Apolipoprotein E İzoformlarının Nöroenflamasyon Üzerindeki Rolü 

Mikroglia ve astrositler beyindeki enflamasyonun ana modülatörleri olmakla birlikte, aynı 

zamanda beyinde ana APOE kaynaklarıdır. Glial kültürlerde APOE eklenmesi, LPS karşı glial 

aktivasyonun baskılanmasına yardımcı olduğu ve APOE'nin koruyucu bir anti-enflamatuvar yanıt 

sağladığı gösterilmiştir [365]. Çalışmalar, bu anti-enflamatuvar yanıtın c-Jun N-terminal kinaz’ın 

kademeli inhibisyon yoluyla etkili olduğunu desteklemektedir [366].  

APP'nin APOE-ε4 varlığında mikroglia'yı aktive edebildiğini ve nörotoksik moleküller 

üretebildiğini, ancak APOE-ε3'ün bu aktivasyonu önleyebildiği de gösterilmiştir [367]. Amiloid 

beta temizlemede en az etkili olan ve Alzhemier hastalığı riskini artıran APOE'nin ε4 alel ile 

KIR2DS2/KIR2DL2/C1 kombinasyonunun ilişkili olduğu ve genel olarak Alzhemier hastalarında 

(%40,4) kontrollere (%14) kıyasla daha sık bulunduğu saptanmıştır. Ek olarak 

KIR2DS2/KIR2DL2/C1 kombinasyon varlığında, HHV-6A enfeksiyonu APOE-ε4 mRNA 

sentezini arttırdığı gözlemlenmiştir [336].  
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Hayvan çalışmalarında, izoformların yanı sıra bir bütün olarak APOE'nin 

nöroenflamasyonu nasıl etkilediği araştırılmıştır [368]. İnsan APOE-ε4 izoformunu (ε4/3-ε4/4) 

betimleyen fareler APOE-ε3 izoformunu (ε3/3) veya APOE-ε2 izoformunu (ε2/3-ε2/2) ifade 

edenlere karşılaştırıldığında, aktive T hücrelerinin dolaşımda arttığı gözlenmiştir. Bu artışın, 

APOE-ε4 betimleyen dendritik hücrelerin artan antijen sunumundan kaynaklandığı bildirilmiştir 

[340]. 

APOE içeren ve APOE içermeyen APP fare modellerine aralıklı olarak LPS uygulandığı 

çalışmada, APOE varlığında farelerde gliozis ve Aβ birikimi saptanmış ve böylece APOE'nin 

nöroenflamasyon arttışında bir rolü olduğu iler isürülmüştür [368]. APOE izoformlarına ve 

enflamatuvar yanıt üzerindeki spesifik etkinin incelendiği çalışmada, insanlaştırılmış APOE-ε3 ve 

APOE-ε4 pozitif farelere aralıklı ve kronik olarak LPS uygulanmış bunun sonucunda APOE-ε4 

farelerinin beyinlerinde bulunan TNFα ve IL-6'da önemli bir artış gözlenmiştir. Araştırmacılar 

daha sonra küçük bir APOE-benzeri peptidin enflamasyon üzerindeki etkisini incelemişler ve 

enflamasyonda önemli bir azalma saptamışlardır. Bu sonuçlar APOE izoformlarının beyindeki 

enflamasyonu etkilediği ve eksojen APOE'nin bu etkileri tersine çevirme potansiyeline sahip 

olduğunu göstermektedir [369]. Ayrıca APOE, makrofajlar tarafından TNF-α ve IL-1β gibi 

proenflamatuvar sitokinlerin üretimini izoforma özgü bir şekilde (E2 > E3 > E4) baskılamaktadır 

[370]. İnsan rekombinant APOE ile nöronglial hücrelerin birlikte inkübasyonu ve doza bağlı  LPS 

uyarımına yanıt olarak TNF-'nın glial sekresyonunu bloke etmiştir (APOE-ε3 > APOE-ε4) [365]. 

Makrofajların GM-CSF ve IFN-γ gibi sitokinler ile uyarımı sonucu, APOE sekresyonunda 

3-5 kat azalma gözlenirken, TNF-α ve IL-1β için bu oran 2 kat düşüş şeklinde sonuçlanmıştır. Bu 

sitokinler tarafından APOE sekresyonundaki azalmanın aksine, TGF-β ile uyarılan makrofajlar, 

kontrollerden 3 kat daha fazla miktarda APOE salgıladı gözlemlenmiştir [371]. TGF-β1, APOE 

ile benzer yapı içerir ve APOE-ε3 izoformunu içeren lipoproteinler, APOE-ε4 içerenlere göre daha 

yüksek TGF-β seviyelerine ve biyoaktiviteye sahip olduğu belirtmiştir. TGF-β'nın farklı 

lipoprotein tipleri ile bağlantısı, ateroskleroz ve Alzhemier hastalığı gibi hastalıklara faydalı 

etkileri olabileceği düşünülmektedir [372].  

İnsanlaştırılmış APOE-ε3 ve APOE-ε4 fare modellerini kullanan başka bir çalışma, APOE 

izoformlarının mikrogliadan üretilen nitrik oksit üzerinde düzenleyici rol oynadığını göstermiştir. 

APOE-ε4 pozitif mikroglianın APOE-ε3 taşıyan mikroglia’ya göre önemli ölçüde daha fazla nitrik 

oksit saldığını ve bunun APOE-ε4 fare beyinlerinde zararlı etkilere neden olabileceğini 

göstermişlerdir [373].  
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Çok sayıda çalışma kemirgen modelleri, insan kaynaklı iPS hücreleri ve birincil kemirgen 

kültürleri dâhil in vitro modelleri ve ayrıca insan biyolojik örneklerinden alınan veriler APOE ile 

ilişkili patolojileri tasvir etmek için kullanılmıştır. Çalışmaların çoğu, bu deneysel paradigmalar 

arasında izotipe özgü uyumunu göstermektedir (Şekil 6). 
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Şekil 6. Alzhemier hastalığı insan olguları, fare modelleri ve in vitro hücre kültür modeli. APOE, 

Alzheimer hastalığında rol oynayan birçok faktörün etkinliğini izoform bağımlı bir şekilde etkilemektedir. Fare ve in 

vitro modellerde mevcut araştırma verileri insan hasta klinik çalışmaları ile karşılaştırılmıştır.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

3. GEREÇ VE YÖNTEM 

 

3.1. Çalışma Grupları 

Hasta ve kontrol gruplarına ait heparinli periferik kan örnekleri, İstanbul Üniversitesi 

İstanbul Tıp Fakültesi Nöroloji Anabilim Dalı, Davranış Nörolojisi polikliniğinden takipli gönüllü 

Alzheimer hastalarından (n=17) ve cinsiyet, yaş uyumlu sağlıklı bireylerden (n=8) seçilmiştir. 

BOS biyobelirteçleri ile Alzheimer patolojisi gösterilmiş hafif ve orta evre Alzheimer hastaları 

klinik demans ölçeği kutu toplam skorları (CDR=3 ve altında olan hastalar) hesaplanarak 

çalışmaya dâhil edilmiştir. Çalışmaya dâhil edilen tüm olgular; bilgilendirilmiş onam formunu 

imzalamış, 60 yaş üzeri ve son 2 ay içerisinde COVID-19 geçirmemiş ve/veya son aşılanma tarihi 

üzerinden en az 2 ay geçmiş bireyler arasından seçilmiştir.   

 

3.2. Dahil Edilme Kriterleri  

Alzheimer hasta grubunun dâhil edilme kriterleri; 

BOS biyobelirteçleri ile Alzheimer patolojisi gösterilmiş olan hastalar klinik demans 

derecelendirme ölçeğine (CDR) göre 2 alt gruba ayrılmıştır. Hafif (n=7) ve orta-ileri derecede 

bilişsel bozukluğu olan hastalar (n=10) çalışmaya dahil edilmiştir.  

 60 yaş üzerinde olmak, 

 Gönüllülük esasını kabul eden kişiler çalışmaya dâhil edilmiştir. 

Sağlıklı kontrol grubunun dâhil edilme kriterleri; 
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 60 yaş üzerinde olmak, 

 Gönüllülük esasını kabul eden kişiler çalışmaya dâhil edilmiştir.  

 

3.3. Gruplara Göre Dışlanma Kriterleri 

Alzheimer demansı olan hasta grubu için dışlama kriterleri, 

 Bilinen başka bir nörolojik/psikiyatrik hastalığının olması, 

 Geçirilmiş ciddi kafa travması veya beyin ameliyatı öyküsü olması, 

 Hastanın çalışmaya katılmasını engelleyecek ciddi bilişsel bozukluğu, mental retardasyonu 

veya afazisi olması, 

 Alzheimer hastalığı dışında bir demans tanısı almış olması (Vasküler bilişsel 

bozukluk/demans, Lewy cisimcikli demans, karma demans gibi), 

 Hipertansiyon, hiperlipidemi, tip 2 diyabet ve yağlı karaciğer hastalığı haricinde kronik 

hastalıklarının (tip1diyabet, karaciğer sirozu, kalp yetersizliği, kronik böbrek yetersizliği, 

malignite, otoimmünite, kronik enflamatuvar hastalıklar, kronik obstrüktif akciğer 

hastalıkları, immünsupresif ilaç kullananlar) olması, 

 Sistemik hastalığı olması, 

 Son 3 ay içerisinde immünsüpresif ilaç almış olması, 

 Son 3 ay içerisinde enfeksiyöz hastalık geçirmiş olmasıdır. 

 

Sağlıklı gönüllülerin dâhil edilmeme kriterleri, 

 Sistemik ve nörolojik hastalığı olmak, 

 Son 3 ay içerisinde immünsüpresif ilaç almış olmak, 

 Son 3 ay içerisinde enfeksiyöz hastalık geçirmiş olmasıdır. 

 

3.4. Gereçler  

3.4.1. Cihazlar  

İstanbul Üniversitesi, Aziz Sancar DETAE İmmünoloji Anabilim Dalı’nda bulunan ve 

çalışma sırasında kullanılan cihazların listesi Tablo 3.1’de verilmiştir. 

 

Tablo 3.1: Cihaz listesi 

Cihaz Marka Menşe 

Akan Hücre Ölçer NovoCyte (ACEA-D3005) ABD 
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Buz Dolabı  Beko Türkiye 

Santrifüj Nüve Türkiye 

İnvert Mikroskop Zeiss Almanya 

Kan Sayım Cihazı Rayto Çin 

Pipet - 1000μl Gilson ABD 

Pipet - 100μl Gilson ABD 

Pipet - 10μl Gilson ABD 

İnkübatör (Etüv)  Thermo Fisher ABD 

Steril Kabin  Nüve Türkiye 

 

3.4.2. Kimyasallar  

Hücre kültürü çalışmalarında kullanılan reaktif ve çözeltiler markaları belirtilerek Tablo 

3.2’de listelenmiştir. Hücre besiyeri olarak zenginleştirilmiş-RPMI-1640 kullanılmıştır.  

 

Tablo 3.2: Reaktif ve çözeltiler listesi 

 

Reaktif ve çözeltiler Marka Menşe 

Fikol Solüsyonu  eBioscience ABD 

Lizis Çözeltisi  BD Bioscience ABD 

PBS (Fosfat Tampon Tuz Çözeltisi)  Sigma-Aldrich ABD 

RPMI-1640  Gibco Life 

Technologies 

Birleşik Krallık 

Intracellular Staining Perm Wash Buffer 

(10X) 

BD Bioscience ABD 

Cell Stimulation Cocktail Biolegend ABD 

L-Glutamin  Gibco Life 

Technologies 

Birleşik Krallık 

Recombinant Human TGF-β1 Biolegend ABD 

Streptomisin ve penisilin  Gibco Life 

Technologies 

Birleşik Krallık 

 

3.4.2.1. RPMI-1640 

Kültür deneylerinde besi yeri ortamı olarak kullanılan Roswell Park Memorial Institute 

kültür ortamı (RPMI-1640) (Gibco, Life Technologies, UK) antibiyotik, antimikotik ve 

zenginleştirme maddeleri eklenerek in vitro deneylerde kullanılmıştır. RPMI-1640 (500 ml, Gibco, 

Life Technologies, UK) üzerine, 56oC su banyosunda 30 dakika süreyle inaktive edilmiş steril 

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

karışımı (Gibco, Life Technologies, UK), 5 ml 100X kanamisin çözeltisi (Gibco, Life 

Technologies, UK), 5 ml 100X MEM vitamin çözeltisi (Gibco, Life Technologies, UK), 5 ml 200 

mM L-glutamin çözeltisi (Gibco, Life Technologies, UK), 5 ml 100X MEM non esansiyel amino 
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asit çözeltisi (Gibco, Life Technologies, UK), 5 ml 100 mM sodyum piruvat MEM çözeltisi 

(Gibco, Life Technologies, UK) eklenen RPMI-1640 zenginleştirilmiş RPMI-1640 olarak 

isimlendirilmiştir. 

3.4.2.2. PBS (Fosfat tampon tuz çözeltisi) 

PBS (Sigma-Aldrich, ABD), izotonik bir çözelti (pH=7.4) olma özelliğinden dolayı, hücre 

süspansiyonu hazırlama ve hücre yıkama gibi işlemlerde kullanıldı. 

3.4.2.3. Lizis çözeltisi  

Eritrositlerin patlatılması amacıyla kullanılmaktadır. 10X konsantrasyona sahip olan ve          

< %15 formaldehit ve < %50 dietilen glikol içeren FACS Lysing solüsyonu (BD Bioscience, San 

Jose, ABD) 1:10 oranında distile su ile dilüe edilerek kullanıma hazır hale getirilir ve oda 

sıcaklığında muhafaza edilir. 

3.4.2.4. Hücre kültür uyaranları: aktivasyon kokteyli ve rekombinant insan TGF-β 

Periferik kan CD3+ T, NK ve NK hücre alt gruplarında hedef hücre reseptör profili ve hücre 

içi sitokin seviyelerini saptamak amacıyla kültür ortamında rekombinant insan TGF-β ve hücre 

aktivasyon kokteyli uyaran olarak kullanılmıştır.  

Optimize edilmiş hücre uyarım kokteyli (Biolegend, San Diego, California, ABD) DMSO 

içinde (500X) forbol-12-miristat 13-asetat 40,5 µM (25 ug/mL) ve ionomisin 669,3 µM (500 

ug/mL) içermektedir. Hücre içi sitokin seviyeleri normal şartlarda düşük seviyelerde olduğu için 

hücreler PMA ve iyonomisin ile uyarılmaktadır. 

Rekombinant insan TGF-β uyaranı (Biolegend, San Diego, California, ABD), Ala279-

Ser390 amino asidi, Çin hamster yumurtalık hücrelerinde sentezlenmiştir. TGF-β hücre büyümesi 

ve sağ kalımı, hücre farklılaşması ve doku gelişimi, enflamasyon, bağışıklık, hematopoez ve doku 

yeniden şekillenmesi ve onarımı dahil olmak üzere çeşitli biyolojik süreçlerde önemli roller 

oynaymaktadır. TGF-β sitokininin daha önce NK hücre çoğalmasını, reseptör ekspresyonunu ve 

sitotoksik aktiviteyi azalttığı bildirilmiştir. Diğer yandan, Alzhemier hastalığında NK hücrelerinin 

bloke etmesi gibi çalışmalar veya bu hastalıkta kullanılan ilacların NK hücre fonksyonlarının 

azalımı ile korele bulunması çalışmamızda, Alzheimer hastalarında NK hücre inhibitör 

reseptörlerinin hangi yönde düzenlendiğini değerlendirmek ve olası ekspresyon bozukluğunun 

hücre fonksiyonu ve hastalık prognozu üzerine etkisini saptamak amacıyla inhibitör etkisi olan 

TGF-β sitokini seçilmiştir. 
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3.4.3. Antikorlar 

Hücre yüzey ve hücre içi proteinlerin saptanması ve hücre gruplarını belirlemek için 

kullanılan antikorlar Tablo 3.3 ve 3.4 de özetlenmiştir. Hücrelerin fenotipik profilinin 

belirlenmesinde kullanılan florokrom işaretli antikorlar farklı konsantrasyonlarda denenerek her 

antikor için uygun titrasyon miktarı belirlenmiştir. Bunun için her antikorun data sheatinde 

belirtilen miktar baz alınmış, miktarlar kademeli olarak azaltılarak (örn: 5 µl, 2,5 µl, 1 µl) tüplere 

eklenmesini takiben birer damla pozitif ve negatif BD Facs comp beads (cat:552843) solüsyonu 

eklenerek titrasyon tüpleri hazırlanmıştır. On dakika inkübasyonu takiben akan hücre ölçer 

cihazında değerlendirilerek MFI değerlerine göre kullanılacak antikor miktarları saptanmıştır. Bu 

amaçla, üç doz şeklinde belirlenen antikorlar miktarları akan hücre ölçer cihazında hazırlanan 

kompanzasyon panelinde tek tek okutularak pozitif mean değeri saptanır. En düşük dozdaki 

antikorların pozitif mean değerleri, en yüksek antikor dozuna sahip olanla karşılaştırılır ve yüksek 

antikor dozuna göre mean pozitif değeri %30'un altında olan antikor miktarı en düşük ve en kabul 

edilebilir antikor değeri olarak seçilmiştir ve proje süresince kullanılacak antikorların 

kompanzasyon matrix hesaplaması yapılmıştır (Şekil 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



43 
 

 

 

 

 

 

 

 

  Şekil 7. Antikor titrasyonunda MFI % değerleri (LAG-3) 

Tablo 3.3: Hücre yüzey boyamasında kullanılan antikorlar 

Monoklonal 

Antikor  

Renk Klon Firma Her test 

için 

kullanılan 

miktar 

     

CD366 (TİM-3) Brilliant 

Violet 510™ 

F38-2E2 BIOLEGEND 2,5 μL 

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

CD16 Brilliant 

Violet 421™ 

B73.1 BIOLEGEND 2,5 μL 

CD56 (NCAM) Brilliant 

Violet 650™ 

5.1H11 BIOLEGEND 2,5 μL 

CD3 PE/Cyanine5 UCHT1 BIOLEGEND 3 μL 

CD289 (TLR9) APC S16013D BIOLEGEND 2,5 μL 

TIGIT(WUCAM) BV711 741182 BD 3 μL 

CD314 (NKG2D) BV786 1D11  BD 3 μL 

 

Tablo 3.4: Hücre içi sitokin boyamada kullanılan antikorlar 

Monoklonal 

Antikor 

Renk Klon Firma Her test için 

kullanılan 

miktar 

IFN-γ PE/Cyanine7 4S.B3 BIOLEGEND 2,5 μL 

TNF-α Alexa Fluor® 700 MAb11 BIOLEGEND 3 μL 
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3.5. Periferik Kan Mononükleer Hücre (PKMH) İzolasyonu   

Heparinli tüplere alınan 10 ml periferik venöz kan örneği, 1:1 oranında PBS ile 

seyreltildikten sonra, 50 ml'lik konik tabanlı bir falcon tüpüne, oda sıcaklığındaki steril fikol 

(Biochrom AG, Berlin, Germany; yoğunluk: 1,077 g/ml) üzerine, pastör pipeti kullanılarak 1:1 

oranında dikkatlice eklenmiştir. Bu işlem sırasında, Biocoll ile seyreltilmiş kan örneğinin 

karışmamasına ve iki sıvının ayrı katmanlar halinde kalmasına özen gösterilmiştir. 

Örneklerin 2000 devirde, 20 dakika ve +200C'de santrifüjünü takiben, kan-PBS karışımının 

en üstte kalan plazma kısmı pastör pipeti ile uzaklaştırıldıktan sonra PKMH'lerin bulunduğu, fikol 

ile plazma arasında ince bir tabaka halinde gözlenen beyaz bulutsu katman pastör pipeti ile 

toplanarak 15 ml'lik konik tabanlı steril falcon tüpüne alınmıştır. Üzerine 15 ml'ye tamamlanacak 

şekilde steril PBS çözeltisi eklendikten sonra tüpler, 2000 devirde 10 dakika ve +80C'de santrifüj 

edilmiştir. Santrifüj sonrası üst sıvının uzaklaştırılması ile elde edilen PKMH'lerin üzerine tekrar 

15 ml steril PBS eklenerek 5 dakika 1250 devirde ve +40C'de ikinci kez yıkama işlemi yapılmıştır. 

Yıkama sonrası üst sıvıları uzaklaştırılan PKMH'lerin üzerine 2 ml zenginleştirilmiş 

RPMI-1640 medyumu eklenerek hücre sayımı aşamasına geçilmiştir. Bu amaçla, 20 μl PKMH 

hücre süspansiyonu, 20 μl tripan mavisi boyasıyla karıştırıldıktan sonra, tripan mavisinin yalnız 

ölü hücreleri boyama özelliğinden yararlanılarak Neubauer Sayma Kamarası yardımıyla ışık 

mikroskobunda 1 ml'de bulunan canlı PKMH sayısı hesaplanmıştır. 

3.5.1 Hücre yüzey molekülleri ve hücre içi sitokin tayini 

PKMH’ler, 24 saat süreyle rekombinant insan TGF-β uyaranı (Biolegend, San Diego, 

California, ABD) 200 µg/mL stok konsantrasyondan 1:100 kullanılarak 500 µl hacim için 5 µl 

olarak (2 µg/mL) kullanılmıştır.  

Bu doz için öncelikle PKMH’ler farklı 2 doz TGF-β ile (1 µg/mL ve 2 µg/mL) 24 ve 48 

saat uyarılmıştır. Kontrol olarak uyarımsız PKMH kullanılmıştır. 48 saat TGF-β uyarım 

sonucunda NK hücrelerin ölümü diğer uyarımsız ve 24 saat uyarım koşuluna göre arttığını ve NK 

hücre immünprofillerin düşük ifade düzeyleri gösterdiği saptanmıştır. Ancak 24 saat süreyle TGF-

β uyarımı koşulunda NK hücre sağ kalımı ve immünprofil ifade düzeylerinin uyarımsız koşuluna 

göre benzer bulunmasıdan ötür TGF-β uyarım dozunun artırılmasına karar verilmiştir. 500 µl 

hacim için 5 µl olarak (2 µg/mL) kullanılan TGF-β uyarımı konrol koşuluna göre hedef reseptörler 

ve hücre içi sitokinlerde belirgin ekspresyon değişimlerine yol açtığı saptanmıştır. Farklı iki doz 
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uyarımı karşılıştırıldığında 2 µg/ml TGF-β uyarımının 24. saatte etkili olduğu saptandı ve bütün 

deneylerde bu doz ve zaman kullanılmıştır (Şekil 8).  

 

 

Şekil 8. Kültür koşulları  

1. PKMH  

2. PKMH + rekombinant TGF-β  

3. PKMH + hücre uyarım kokteyli 

 

Her mL hücre süspansiyonu başına 2 µL (1/500 dilüsyon) hücre uyarım kokteyli eklenerek 

4 saat boyunca kültür edildikten sonra uyarılan hücreler tüplere alınıp üzerlerine 2 ml PBS 

eklenerek 1800 devirde 10 dakika santrifüj edildi, üst sıvılar uzaklaştırıldıktan sonra tüplere 1 ml 

PBS eklenerek 2x106/ml üstünde PKMH hücre süspansiyonu elde edilmiştir.  

PKMH süspansiyonunda önce hücre yüzey boyaması yapılarak CD3-CD16+CD56+ ve 

CD3-CD16-CD56+ NK hücreleri ve takiben hücre içi IFN-γ ve TNF-α sitokin seviyeleri akan hücre 

ölçer cihazı ile saptanmıştır (FACSCalibur, Becton Dickinson, San Jose, USA). Bu amaçla 

PKMH’ler (5x105 hücre/mL) 3 farklı şekilde kültüre edilmiştir.  

1. PKMH: Farklı donör gruplarının spontan NK reseptör ve sitokin profilini belirlemek için 

kontrol amacıyla kullanılmıştır. 

2. PKMH + rekombinant TGF-β: NK hücre profil ve hücre içi sitokin yanıtını incelemek için 

ortama TGF-β eklenmiştir. 

3. PKMH + hücre uyarımı kokteyli: NK hücre profil ve hücre içi sitokin yanıtını incelemek 

için ortama hücre uyarımı kokteyli eklenmiştir. 

Kültür plakları %5 CO2 içeren 37°C etüvde, 24 saat inkübe edildikten sonra, kültürün son 

4 saatinde, uyarılmamış 3. ortamaın üzerine hücre aktivasyon kokteyli (2 µl) (BioLegend, San 

Diego, California) ilave edilerek tekrardan inkübasyon için etüve kaldırılmıştır. İnkübasyonu 

takiben PBS solüsyonu eklenerek yıkama işleminden sonra üst sıvı uzaklaştırılarak hücreler 100 

µl PBS sıvısı eklenmıştır. Ardından NK hücrelerinde yüzey moleküllerin ve hücre içi sitokinlerin 

ölçümü için boyama aşamasına geçilmiştir.  

3.5.2. Hücre Yüzey Boyaması  
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Sitokin uyarımı yapılmayan, hücre uyarım kokteyli ve TGF-β uyarımı yapılan (2.5x105 

hücre/ml) hücre süspansiyonuna 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™ işaretli monoklonal antikorlar eklenerek 20 

dakika karanlıkta, oda sıcaklığında inkübasyonu takiben üzerlerine 2 ml PBS eklenen tüpler, 1800 

devirde 10 dk santrifüj edilerek hücre içi boyama aşamalarına geçilmiştir. 

3.5.3. Hücre İçi Boyama  

Hücre içi sitokin seviyelerini saptamak için Fiksasyon & Permeabilizasyon kiti 

(eBioscience Inc., San Diego, ABD) kullanılmıştır. Bu amaçla öncelikle uyarım sonrası hücre üst 

sıvıları uzaklaştırıldıktan sonra, hücre pelleti üzerine 100 μl 1X fiksasyon sıvısı eklenip vorteks 

ile karıştırıldıktan sonra 20 dakika karanlıkta oda sıcaklığında inkübe edilmiştir. Fiksasyon 

işlemini takiben, tüplere 2 ml 1X permeabilizasyon sıvısı eklenip ve 1800 devirde 5 dakika 

santrifüj edildikten sonra, üst sıvı uzaklaştırılarak tüplere 100 μl 1X permeabilizasyon sıvısı ve 

PE/Cyanine7 işaretli anti-IFN-γ (BioLegend, San Diego, California, ABD), Alexa Fluor® 700 

işaretli anti-TNF-α (BioLegend, San Diego, California, ABD) monoklonal antikorları eklenerek 

oda sıcaklığında 20 dakika inkübe edilmiştir. İnkübasyonu takiben tüplere 2 ml 1X 

permeabilizasyon sıvısı eklenerek 1800 devirde 5 dk santrifüj edilip, üst sıvılar uzaklaştırıldıktan 

sonra üzerlerine 300 μl FACS flow sheat sıvısı eklenen tüplerin değerlendirilmesi için ‘NovoCyte 

(ACEA-D3005)’ (ACEA, Biosciences, ABD) akan hücre ölçer cihazı ve Novo Express v.1.2.4 

(ACEA, Biosciences, ABD) yazılımı kullanılmıştır. 

3.5.4. CD107a ekspresyonu ve sitotoksik aktivite 

Çalışmaya hafif (n=4) ve orta-ileri derecede bilişsel bozukluğu olan (n=5) toplam 9 

Alzheimer hastası ve 6 sağlıklı birey (15 kadın, ortalama yaş; 60 ± 3) dâhil edildmiştir. Helsinki 

bildirgesine uygun olarak yerel etik komite onayı ve sağlıklı deneklerin bilgilendirilmiş onamı 

alınmıştır. Stimülasyon adımları için, hafif düzeyde (CDR<1) ve orta-ileri derece (CDR>1) 

Alzheimer hasta gruplarının PKMH örnekleri 24 saat süreyle stimülasyonsuz ve rekombinant insan 

200 µg/ml TGF-β (Biolegend, San Diego, California, ABD) varlığında kültür edildikten sonra 

hücreler toplanarak, 5:1 efektör/hedef oranında ile 37oC'de 5 saat boyunca K562 hücreleri ile anti 

human-CD107a-PECy7 varlığında inkübe edilmiştir. Tek başına uyarılmamış PKMH örnekleri 

(US) kontrol olarak kullanılmış, inkübasyon sonrası hücreler anti-human-CD16+56- PE  
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monoklonal antikoru (BD Bioscience, San Jose, ABD) ile boyanmıştır. Yüzey boyaması sonrası 

tüplere %1 paraformaldehit li PBS ilave edilerek, CD3-CD16+56+ NK hücre alt grubunda CD107a 

ekspresyonu NovoCyte (ACEA-D3005) (ACEA, Biosciences, ABD) akan hücre ölçer cihazıında 

ve NovoExpress yazılımı kullanılarak değerlendirilmiştir. 

3.5.5. Apolipoprotein E izoformlarının belirlenmesi  

3.5.4.1. Periferik kandan DNA izolasyonu 

Periferik kandan DNA materyali tuzla çöktürme yöntemi ile izole edilmiştir. Sırasıyla 

aşağıdaki basamaklar izlenmiştir. 

1. 10 ml EDTA’lı periferik kan, 50 ml’lik falkon tüpüne aktarıldı. Üzerine 30 ml (1:3 

oranında) RBL (Eritrosit Parçalama Çözeltisi) eklendi. RBL ile karıştırılan kan 20 dakika, +40C 

sıcaklıkta bekletildi ve 10 dakika, 1500 devir/dakika santrifüj edilmiştir. 

2. Santrifüj sonrasında süpernatant uazaklaştırıldı ve pellet homojenize edilerek üzerine 20 

ml RBL eklendi. 1500 devir/dakika 10 dakika santrifüj edilmiştir. 

3. Süpernatant uzaklaştırılarak pellet homojenize edildi. Üzerine 500 μl SDS (10%), 50 μl 

proteinaz K (20 mg/ml) ve 10 ml WBL (Lökosit Parçalama Çözeltisi) eklenerek gece boyu 

560C’de inkübe edilmiştir. 

4. İnkübasyonun ardından örneklere 4 ml 9.5M NH4Ac çözeltisi eklenerek homojen bir 

görünüm alana kadar iyice karıştırılmıştır. 

5. Örnekler -200C’de 20 dakika bekletildikten sonra +40C’de 45 dakika 4700 devir/dakika 

santrifüj edilmıştır. 

6. Santrifüj sonrasında süpernatant steril bir falkon tüpüne aktarılarak üzerine 1:2 oranında 

≥99.8 etanol absolüt ekleyerek ve DNA’nın toplanması beklenmiştir. 

7.  Toplanan DNA steril 1.5 ml’lik mikrosantrifüj tüpe aktarıldı ve üzerine %70’lik etanol 

eklenerek 5 dakika 14.000 devir/dakika santrifüj edilerek DNA çöktürülmüştür. Santrifüj sonrası 

üst faz pipet yardımıyla uzaklaştırıldı ve tüpler oda ısısında bekletilerek alkolün uçması 

sağlanmıştır. 

8. Elde edilen DNA büyüklüğüne göre 100-400 μl Tris-EDTA tampon çözeltisi eklenerek 

DNA çözüldü. Çözülen DNA örenekleri +40C’de saklanmıştır. 
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3.5.4.2. DNA konsantrasyonu ve saflığının ölçümü 

İzole edilen DNA örneklerinin konsantrasyon ve saflıkları spektrofotometrede (NanoDrop-

2000 belirlenmiştir. Stok DNA örneğinden 1 μl alınarak 260 ve 280 nm dalgaboylarındaki emilim 

(absorbsiyon) değerleri ölçülmüştür. DNA; OD260/OD280 ≈1.8 ise saf,  OD260/OD280 < 1.8 ise 

protein, fenol yada diğer kirleticilerin kontaminasyonu olarak değerlendirilmiştir. 

3.5.4.3. APOE genotiplemesi 

APOE geni kodon 112 ve kodon 158 bölgelerinde yer alan polimorfizmler gerçek zamanlı 

polimeraz zincir reaksiyonu (RT-PZR) yöntemi ile çoğaltılarak hasta ve kontrol grubunda APOE 

ε2/ ε3 /ε4 allel taşıyıcılıkları belirlenmiştir. DNA örneklerinin genotiplemeleri florasan hidroliz 

probları kullanılarak ‘Light Cycler 480’ cihazında yapıldı. Çalışmada kullanılan hidroliz probları 

ve primer dizileri Tablo 3-5 ve Tablo 3-6’de verilmektedir. 

Tablo Hata! Belgede belirtilen stilde metne rastlanmadı.-5: APOE112 ve APOE158 için primer 

dizileri ve erime sıcaklıkları 

Primer Adı Primer Dizisi Erime Sıcaklığı°C (Tm) 

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 rastlanmadı.-6: APOE112 ve APOE158 için prob 

dizileri 

Prob Adı Prob Dizisi 

APOE 112 Fam ATGGAGGACGTGCGCGGCC 

APOE 112 Yak ATGGAGGACGTGTGCGGCC 

APOE 158 Fam ACACTGCCAGGCACTTCTGCA 

APOE 158 Yak ACACTGCCAGGCGCTTCTGCA 

 

PZR için karışımın içeriği Tablo 3-7’de belirtilmiştir. 
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1. Hazırlanan PZR karışımından 9 μl alınarak, 96 kuyuluk PZR pleytinin tüm kuyularına 

dağıtılmıştır. 

2. Daha sonra kuyularda bulunan karışımın üzerine 50 ng konsantrasyona ayarlanan DNA 

örneklerinden 1 μl eklenmiştir. 

3. 96 kuyuluk PZR pleytinin üzeri şeffaf koruyucu film ile kaplandıktan sonra 2 dakika 

1500 x g’de santrifüj edilmiştir. 

4. PZR pleyti ‘Light cycler 480’ cihazına yerleştirilerek program başlatıldı. Kullanılan 

programın sıcaklık döngüleri Tablo 3-8’de verilmektedir. 

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

karışımının içeriği 

Bileşen Miktar (μl) 

dh20 1.9 

DMSO 0.7 

Prob Master Karışımı 4 

10 μM Primer F 0.2 

10 μM Primer R 0.2 

1 μM Probe Fam  1 

1 μM Probe Yak 1 

DNA 1 

 

Tablo Hata! Belgede belirtilen stilde metne rastlanmadı.-8: APOE112 ve APOE158 için kullanılan RT-

PZR programının sıcaklık döngüleri 

Sıcaklık (°C) Süre  Sıcaklık değişim 

oranı (°C/saniye) 

Pre-Pre-İnkübasyon (1x)   

50 2 dakika 4.4 

Pre-İnkübasyon (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 

Soğutma (1x)   

40 10 saniye 2 

 

 

 

3.6. Sonuçların Değerlendirilmesi ve İstatiksel Analiz  

Verilerin istatistiksel hesaplamaları IBM SPSS 17.0 istatistik programı ile yapılmıştır. 

Grupların normal dağılıma uygunluklarının belirlenmesinde Kolmogorov-Smirnov testi 

kullanılmıştır. Normal dağılıma uyan (parametrik) üçlü gruplar arası karşılaştırmalar için ANOVA 

ve post-hoc analiz için Tukey testi uygulanmıştır. Parametrik olmayan değerler için ANOVA testi 

ve post-hoc Dunnett testi kullanılmıştır. Parametrik olmayan değerler için ikili grupların 

karşılaştırılması ise Bağımsız Örneklem Mann–Whitney U testi ile yapılmıştır. İstatistiksel 

anlamlılık sınırı (p<0.05) kabul edilmiştir. Verilerin grafiksel çizimleri için GraphPad 7.0 

programı kullanılmıştır.  

 

Çalışmamızda Proje kapsamında çalışılması planlanan klinik spektruma sahip tip 2 

diyabetli hastalarının temininde yaşanan sorunlar nedeniyle, bu hasta popülasyonunun 

çıkarılmasına ve çalışmalara Apolipoprotein E4 pozitif olan ve olmayan olgular şeklinde 

devam edilmesine karar verildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. Klinik ve Demografik Veriler  

Çalışma grubuna ait klinik ve demografik veriler Tablo 4.1’de gösterilmiştir. Alzhemir 

hastaları klinik demans derecelendirme ölçeğine (CDR) göre 2 alt gruba ayrılmıştır. Hafif (n=7) 

ve orta-ileri derecede bilişsel bozukluğu olan hastalar (n=10) çalışmaya dahil edilmiştir. 

Tablo 4-1: Klinik ve demografik veriler 

 Hafif AH 

(CDR<1)  

Orta/İleri AH  

(CDR>1) 

Sağlıklı Kontrol 

Cinsiyet (E, K /(n) K/7 K/10 K/10 

Yaş (yıl, ort ± ss) 
73.57 ± 9.54 71.5 ± 7.8 64.70 ± 7.86 

Hastalık süresi 

(yıl, ort ± ss) 

3.86 ± 1.68 6.5 ± 2.3 - 

İzleme süresi  

(yıl, ort ± ss) 

2.14 ± 1.57 3.3 ± 1.4 - 

CDR (ort ± ss) 
0.50 ± 0.00 2 ± 0.6 - 

AH, Alzheimer hastaları; E, erkek; K, kadın; ort, ortalama; CDR, demans derecelendirme ölçeği; SS, standart sapma 

4.2. Periferik Kan Mononükleer Hücre Örneklerinin İmmünfenotipik Değerlendirilmesi 
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Alzheimer hasta gruplarında immün sistem hücrelerinin rolünü saptamak amacıyla hafif 

ve orta-ileri derecede Alzheimer hastalığı olan bireyler ile sağlıklı kişilerin periferik kan  

immünfenotipik değerlendirilmesi akan hücre ölçer sistemi ile değerlendirilmiştir. Ayrıca, 

Alzheimer hastalarının taşıdığı apolipoproten izoformuna göre immün hücreler incelenmiştir. 

İmmünfenotipleme öncesinde periferik kan örneklerinde kan sayımı yapılmış ve 

kullanılacak örnek miktarı WBC sayısı dikkate alınarak belirlenmiştir. Çalışmaya dâhil edilen 

Alzheimer hastaları ve kontrol gruba ait kan sayım değerleri Tablo 4.2’de verilmiştir. Kan sayım 

değerleri istatistiksel olarak karşılaştırıldığında; Alzheimer hastalarına ait periferik kan lenfosit, 

monosit ve granülosit sayılarında kontrol grubuna göre fark saptanmamıştır. 

 

 

 

 

Tablo 4-2: Periferik kan örneklerinin kan sayım değerleri  

 CDR<1                      CDR>1 Sağlıklı Kontrol 

 
Ortalama değer (x103/l) 

(minimum-maksimum) 

Ortalama değer (x103/l) 

(minimum-maksimum) 

Ortalama değer (x103/l) 

(minimum-maksimum) 

# WBC 10,59 

(7,15-14,57) 

10,50 

(4,11-19,78) 

6,72 

(2,7-10,28) 

# Lenfosit 8,21 

(6,37-10,55) 

8,07 

(3,95-15,73) 

4,94 

(2,09-8,35) 

# Monosit 0,79 

(0,25-1,34) 

0,83 

(0,23-1,91) 

0,44 

(0,3-0,74) 

# Granülosit 1,77 

(0,53-2,68) 

1,65 

(0,29-3,44) 

1,34 

(0,24-4,89) 

% Lenfosit 77,47 

(72,4-89,6) 

77,6 

(62,6-88,9) 

74,55 

(37,6-92,1) 

% Monosit 6,95 

(3,3-9,2) 

7,35 

(4,3-10,2) 

7,57 

(3,5-11) 

% Granülosit 15,57 

(7,1-18,7) 

15,04 

(5-29,5) 

17,87 

(4,4-55,7) 

 

NK ve NK hücre alt gruplarını saptamak için, SSC (Side Scatter)/FSC (Forward Scatter) 

grafiğinde CD45+ lenfosit populasyonu kapılanmıştır. SSC-Alan (SSC-A)/SCC-Yükseklik (SSC-

H) grafiği oluşturularak lenfosit kapısı içindeki hücrelerden tek hücre populasyonu kapılanarak 

doublet hücreler uzaklaştırılmıştır. Bu hücre populasyonunu tanıyan SSC/CD3 dot plot grafiği 

oluşturulmuştur. CD3+ T hücreler kapılanarak total CD3+ T hücre oranları ve CD3- hücreler 
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kapılanarak CD3- NK hücreleri saptanmıştır. CD3- NK hücre populasyonunda CD16 ve CD56 

ekspresyon seviyeleri incelenmiştir. CD3+ T hüreleri ve CD3-CD56+CD16- ve CD3-CD56+CD16+ 

NK populasyonlarında NKG2D, TLR9, TİGİT, LAG-3 ve TİM-3 reseptör ekspresyonları, hücre 

içi IFN-γ ve TNF-α seviyeleri ve sitotoksik aktivite seviyeleri belirlenmiştir (Şekil 9). 
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Şekil 9. Sağlıklı kontrol periferik kan örneğinde CD3+ T, CD3- NK ve CD3- NK hücre alt gruplarının 

akan hücre ölçerde kapılama stratejisi  

4.2.1. CD3+ T, NK ve NK hücre alt grupları 

Hafif düzeyde (CDR<1) ve orta-ileri derece (CDR>1) Alzheimer hasta grupları ve sağlıklı 

kontrol grubunun periferik kan örnekleri üç farklı koşulda (uyarımsız - US, TGF-β uyarımı ve 

hücre uyarım kokteyli - SC) kültüre edildikten sonra CD3+ T, CD3- NK, CD3-CD56+CD16- ve 

CD3-CD56+CD16+ NK hücre yüzey molekül ekspresyonları karşılaştırıldığında gruplar arasında 

anlamlı fark saptanmamıştır (Şekil 10). 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 10. CD3+ T, CD3- NK, CD3-CD56+CD16- NK, CD3-CD56+CD16+ NK hücre ekspresyon seviyeleri   

4.2.2. NK hücre yüzey molekül ekspresyon düzeyleri 

Akan hücre ölçer cihazında SSC ve FSC grafiğinde lenfosit populasyonu kapılanmıştır. 

Lenfosit populasyonunda CD3+ ve CD3- hücre populasyonları kapılandıktan sonra, CD3- NK 

hücre popolasyonu içerisinde CD3-CD56+CD16- NK ve CD3-CD56+CD16+ NK hücreleri 
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kapılanarak bu iki popolasyonda NKG2D, TLR9, TİGİT, LAG-3 ve TİM-3 yüzey molekülleri, 

Alzheimer hasta grupları (CDR<1 ve CDR>1) ve kontrol grubu arasında karşılaştırılmıştır. TGF-

β ile uyarım sonrası LAG-3 reseptör ekspresyonu orta-ileri derece (CDR>1) Alzheimer hasta 

grubunda kontrol grubuna göre anlamlı derecede yüksek bulunmuştur (p=0.039). Benzer şekilde 

hücre uyarımı kokteyli ile uyarım sonrası LAG-3 ekspresyonu orta-ileri derece (CDR>1) hasta 

grubunda hafif düzey (CDR<1) (p=0.040) ve kontrol (p=0.042) grubuna göre anlamlı derecde 

yüksek saptanmıştır (Şekil 11).  
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Şekil 11. NK hücrelerinde NKG2D, TLR9, TİGİT, LAG-3 ve TİM-3 reseptör ekspresyon seviyeleri  

4.2.3. NK hücre içi sitokin seviyeleri 

CD3- NK hücre populasyonu içerisinde CD3-CD56+CD16- NK ve CD3-CD56+CD16+ NK 

hücre içi IFN-γ ve TNF-α seviyeleri uyarımsız, TGF-β ve SC ile uyarım sonrası Alzheimer hasta 

grupları (CDR<1 ve CDR>1) ve kontrol grubu arasında karşılaştırıldığında gruplar arasında 

istatistiksel olarak anlamlı bir fark saptanmamıştır (Şekil 12). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 12. NK hücre içi IFN-γ ve TNF-α sitokin seviyeleri  

 

4.2.4. NK hücre alt gruplarında yüzey molekül ekspresyonları 

Uyarımsız, TGF-β ve SC ile kültür sonrası CD3- NK hücre popolasyonu içerisinde CD3-

CD56+CD16- ve CD3-CD56+CD16+ NK hücre alt gruplarında NKG2D, TLR9, TİGİT, LAG-3 ve 

TİM-3 yüzey molekül ekspresyonları Alzheimer CDR<1 ve CDR>1 hasta grupları ve tüm 

Alzheimer hasta grubunda (CDR<1+CDR>1) kontrol grubu ile karşılaştırılmıştır.  

Uyarımsız koşulda, CD3-CD56+CD16+ NK hücrelerinde LAG-3 reseptör ekspresyonu 

Alzheimer hastalarında sağlıklı kontrol grubuna göre anlamlı derecede yüksek (p=0.037) 

saptanmıştır. CD3-CD56+CD16- NK hücrelerinde ise TLR9 reseptörü orta-ileri derece (CDR>1) 

US TGF-β SC US TGF-β SC US TGF-β SC

0

5

10

15

%
 I

F
N

-γ
 

US TGF-β SC US TGF-β SC US TGF-β SC

0

5

10

15

%
 T

N
F

-α
 



57 
 

Alzheimer hasta grubunda hafif düzey (CDR<1) hasta grubuna göre uyarımsız koşulda istatistiksel 

olarak anlamlı derecede yüksek (p=0.013) bulunmuştur (Şekil 13). 
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Şekil 13. NK hücre alt grublarında NKG2D, TLR9, TİGİT, LAG-3 ve TİM-3 reseptör ekspresyonu 

 

 4.2.5. CD3-CD56+CD16- NK ve CD3-CD56+CD16+ NK hücre içi sitokin seviyeleri 

Uyarımsız, TGF-β ve SC ile uyarımı sonrası CD3-CD56+CD16- NK ve CD3-CD56+CD16+ 

NK hücre içi IFN-γ ve TNF-α seviyeleri Alzheimer CDR<1 ve CDR>1 hasta grupları ve tüm 

Alzheimer hasta grubunda (CDR<1+CDR>1) kontrol grubu ile karşılaştırılmıştır.   

CD3-CD56+CD16+ NK hücre içi IFN-γ seviyeleri Alzheimer hasta grubunda sağlıklı 

kontrol grubuna göre hücre uyarım kokteyli koşulunda anlamlı derecede yüksek (p=0.022) tespit 

edilmiştir. NK hücre alt grublarında hücre içi IFN-γ ve TNF-α seviyeleri hafif ve orta-ileri 
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Alzheimer hasta gruplarında kontrol grubu ile karşılaştırıldığında anlamlı fark saptanmamıştır 

(Şekil 14). 
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  Şekil 14. NK hücre içi IFN-γ ve TNF-α sitokin seviyeleri  

4.2.6. CD107a ekspresyonu ve sitotoksik aktivite 

Hafif (CDR<1) ve orta-ileri derecede bilişsel bozukluğu olan (CDR>1) Alzheimer hasta 

gruplarında CD3-CD16+56+ NK hücrelerinde CD107a ekspresyonu sağlıklı kontrol grubu ile 

kıyaslanmıştır (Şekil 15). CD3-CD16+56+ NK hücre CD107a ekspresyonu Alzheimer hasta 

grubunda sağlıklı kontrol grubuna göre TGF-β uyarımı sonrasında anlamlı derecede yüksek 

(p=0.021) saptanmıştır. Ek olarak TGF-β uyarımı sonrası hafif düzeyde (CDR<1) Alzheimer 

hastalarında CD107a ekspresyonu sağlıklı kontrol grubuna göre istatistiksel olarak anlamlı derece 

(p=0.032) artmıştır (Şekil 16). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 15. CD3- NK hücre CD107a ekspresyonu kapılama stratejisi  
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Şekil 16. CD3- NK hücreleinde CD107a ekspresyonu  

 

 

4.2.7. Apolipoprotein E izoformları 

Alzheimer hastalarında farklı Apolipoprotein E izoformlarının varlığında NK hücre 

reseptörlerini ve sitokin seviyelerini hangi yönde düzenlendiğini incelemek için Apolipoprotein E 

geni kodon 112 ve kodon 158 bölgelerinde yer alan polimorfizmler gerçek zamanlı polimeraz 

zincir reaksiyonu (RT-PZR) yöntemi ile çoğaltılarak hasta ve kontrol grubunda APOE ε2/ ε3 /ε4 

allel taşıyıcılıkları belirlenmiştir. DNA örneklerinin genotiplemeleri florasan hidroliz probları 

kullanılarak ‘Light Cycler 480’ cihazında gerçekleştirilmiş (Şekil 17), Apolipoprotein E 

İzoformlarının genotipleme verileri Tablo 4-3 de verilmiştir. 

Tablo 4-3: Apolipoprotein E izoformları genotipleme verileri 

 

 Hafif AH 

(CDR<1)  

Orta/İleri AH 

(CDR>1) 

Sağlıklı Kontrol 

Cinsiyet E, K/(n) K/7 K/10 K/10 

APOE ε3 (n) 4 4 5 

APOE ε4 (n) 3 6 5 

 

Çalışmamızda ileri ve orta Alzheimer hastalarıın %60 APOE-ε4 alleli taşıriken hafif düzey 

Alzheimer hastaları %57 APOE-ε3 alleline sahip olduğu saptanmıştır.  
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Şekil 17. Apolipoprotein 112 allelinin allelik diskriminasyon analizi ile elde edilen genotipleme 

sonuçları 

 

 

4.2.8. Apolipoprotein E izoformlarına göre CD3+ T, NK ve NK hücre alt grupları 

Apolipoprotein E izoformlarını taşıyan Alzheimer hastaları, CDR<1 ve CDR>1 hasta 

grupları ve kontrol grubunda, CD3+ T, CD3- NK, CD3-CD56+CD16- ve CD3-CD56+CD16+ NK 

hücre yüzey molekül ekspresyonları, uyarımsız, TGF-β ve SC ile uyarım sonrası karşılaştırılmıştır.  

Sağlıklı kontrol grubu ile karşılaştırıldığında, SC koşulunda: APOE-ε3 allelini taşıyan 

Alzheimer hasta olgularında, CD3- NK hücrelerinde istatistiksel olarak anlamlı derecede azalma  

(p=0.020) saptanmıştır. APOE-ε3 taşıyan tüm Alzheimer hastaları kontrol grubu ile 

kıyaslandığında hücre uyarım kokteyli koşulunda CD3-CD56+CD16- NK hücre popülasyonunun 

anlamlı derecede azaldığı (p=0.028), bunun benzer olarak APOE-ε3 taşıyan CDR>1 hasta 

grubunda CD3- NK ve CD3-CD56+CD16- NK hücrelerinde anlamlı dercede düşük (p=0.048, 

p=0.032, sırasıyla) saptanmıştır (Şekil 17). APOE-ε4 taşıyan CDR<1 hasta grubunda ise kontrol 

grubuna göre CD3- NK, CD3-CD56+CD16-  NK hücrelerinin uyarımsız koşulda anlamlı dercede 

arttığı (p=0.045, p=0.035) saptanmıştır (Şekil 18).  

 

 

 

 

 

 

 



63 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Apolipoprotein E-

ε3 
Apolipoprotein E-ε4 

0

20

40

60

80

100

%
 C

D
3

+
 

T

0

20

40

60

80

100

0

2

4

6

0,048

0

2

4

6

8 0,045

%
 C

D
3

-  

N
K

0

2

4

6

8
0,035

0

1

2

3

4

5

0,032

%
 C

D
3

- C
D

5
6

+
C

D
1
6

-  

N
K

US TGF-β SC US TGF-β SC US TGF-β SC

0.0

0.5

1.0

1.5

2.0

US TGF-β SC US TGF-β SC US TGF-β SC

0

2

4

6

%
 C

D
3

- C
D

5
6

+
C

D
1
6

+
 



64 
 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 18. Apolipprotein E-ε3 ve E-ε4 izoformuna göre CD3+ T, CD3- NK, CD3-CD56+CD16- NK ve 

CD3-CD56+CD16+ NK hücre düzeyleri   

 

4.2.9. Apolipoprotein E izoformlarının göre NK hücre yüzey molekül ekspresyon düzeyleri  

Uyarımsız, TGF-β ve SC ile uyarım sonrası Apolipoprotein-ε3 ve -ε4 alleli taşıyan toplam 

Alzheimer hasta grubu, Alzheimer CDR<1 ve CDR>1 hasta grupları ve kontrol grubunda, CD3- 

NK hücrelerinde NKG2D, TLR9, TİGİT, LAG-3 ve TİM-3 yüzey molekül ekspresyonları 

incelenmiştir.  

Kontrol grubu ile karşılaştırıldığında, NK hücrelerinde TİGİT reseptör ekspresyonu 

APOE-ε3 taşıyan tüm Alzheimer hastalarında,  TGF-β ve SC ile uyarım sonucu yüksek düzeyde 

(p=0.006, p=0.046, sırasıyla) saptanmıştır.   Hücre uyarım kokteyli koşulunda APOE-ε3 taşıyan 

CDR>1 hasta grubunda NK hücrelerinin LAG-3 reseptör ekspresyonu kontrol grubuna göre 

anlamlı derecede (p=0.038) yüksek saptanmıştır (Şekil 19). 
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Şekil 19. Apolipprotein E-ε3 ve E-ε4 izoformuna göre NK hücrelerinde NKG2D, TLR9, TİGİT, 

LAG-3 ve TİM-3 reseptör ekspresyonu 

 

4.2.10. Apolipoprotein E izoformlarına göre NK hücre içi sitokin seviyeleri 
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Apolipoprotein-ε3 ve -ε4 alleli taşıyan tüm Alzheimer hastaları, CDR<1 ve CDR>1 hasta 

grupları ve kontrol grubunun uyarımsız, TGF-β ve SC ile uyarımı sonrası CD3- NK hücre içi IFN-

γ ve TNF-α seviyeleri arasında istatistiksel olarak anlamlı fark saptanmamıştır (Şekil 20). 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Şekil 20. Apolipoprotein E-ε3 ve E-ε4 izoformuna göre NK hücre içi IFN-γ ve TNF-α sitokin seviyeleri 
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4.2.11. Apolipoprotein E izoformlarına göre NK hücre alt grublarında yüzey molekül 

ekspresyon düzeyleri 

Apolipoprotein E-ε3 ve ε4 izoformunu taşıyan tüm Alzheimer hastaları ve kontrol 

gruplarında CD3-CD56+CD16- ve CD3-CD56+CD16+ NK hücre alt grubunun NKG2D, TLR9, 

TİGİT, LAG-3 ve TİM-3 reseptör ifade düzeyleri karşılaştırılmıştır. APOE-ε3 taşıyan Alzheimer 

hastaları sağlıklı kontrol grubu ile karşılaştırıldığında, uyarımsız koşulda CD3-CD56+CD16+ NK 

hücrelerinde LAG-3 ekspresyonunun anlamlı derecede arttığı (p=0.028) görülmüştür. APOE-ε3 

taşıyan tüm Alzheimer hastalarında CD3-CD56+CD16+ NK hücrelerinde TİGİT reseptör 

ekspresyonu sırasıyla, TGF-β ve hücre uyarım kokteyli ile uyarımda kontrol grubuna göre anlamlı 

derecede arttığı (p=0.013, p=0.040, sırasıyla) bulunmuştur. CD3-CD56+CD16+ NK hücrelerinde 

TİGİT reseptörü APOE-ε3 taşıyan orta-ileri derece (CDR>1) Alzheimer hastalarında kontrol 

grubuna göre TGF-β ile uyarım sonucu istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek (p=0.043) 

bulunmuştur (Şekil 21).  
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Şekil 21. Apolipprotein E-ε3 ve E-ε4 izoformuna göre NK hücre alt gruplarında NKG2D, TLR9, 

TİGİT, LAG-3 ve TİM-3 reseptör ekspresyonu 

4.2.12. Apolipoprotein E izoformlarına göre NK hücre alt gruplarında hücre içi sitokin 

seviyeleri 

Apolipoprotein-ε3 ve -ε4 alleli taşıyan tüm Alzheimer hastaları, CDR<1 ve CDR>1 hasta 

grupları ve kontrol grubunun uyarımsız, TGF-β ve SC ile uyarımı sonrası CD3-CD56+CD16- ve 

CD3-CD56+CD16+ NK hücre alt grubunun hücre içi IFN-γ ve TNF-α seviyeleri arasında 

istatistiksel olarak anlamlı fark saptanmamıştır (Şekil 22). 
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Şekil 22. Apolipoprotein E-ε3 ve E-ε4 izoformuna göre NK hücre alt gruplarında hücre içi IFN-γ ve 

TNF-α sitokin seviyeleri 

4.3. Korelasyon Analizleri 
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Alzheimer hastalarında yaş ve cinsiyet ile NK hücre reseptör ekspresyon düzeyleri ve 

sitokin seviyeleri arasında anlamlı bir ilişki saptanmamıştır. Hastalığın evresi ve Apolipoprotein 

E alelleri ile CD3⁻ NK hücreler ve NK alt gruplarının reseptör ekspresyon düzeyleri ile sitokin 

seviyeleri arasındaki korelasyon analizleri aşağıda sunulmuştur 

4.3.1. Alzheimer hastalarında CD3- NK hücre korelasyon bulguları 

Uyarımsız koşulda Alzheimer hastalarında CD3- NK hücreleri NKG2D, TLR9, TİGİT, 

LAG-3 ve TİM-3 reseptör ekspresyon, IFN-γ ve TNF-α sitokin seviyeleri arasındaki ilişki Pearson 

korelasyon analizi ile saptanmıştır. 

Uyarımsız koşulda,  Alzheimer hastalarında, CD3- NK hücre NKG2D reseptörü ve IFN-

γ seviyeleri arasında güçlü düzeyde pozitif (r=0.895) ve anlamlı (p<0.05) ilişki bulunmuştur. NK 

hücre NKG2D reseptörü ve IFN-γ seviyeleri güçlü bir ilişki ve anlamlı olarak artmaktadır (Şekil 

23).  

 

 

 

 

 

 
Şekil 23. CD3- NK hücre NKG2D reseptörü ve IFN-γ sitokin seviyeleri arasında korelasyon analizi 

*p<0.05 düzeyinde anlamlıdır. 

4.3.2. CD3-CD56+CD16- NK hücre alt grubu korelasyon bulguları 

Uyarımsız koşulda Alzheimer hastaların CD3-CD56+CD16- NK alt grubunda NKG2D, 

TLR9, TİGİT, LAG-3 ve TİM-3 reseptör ekspresyon seviyeleri, IFN-γ ve TNF-α sitokin seviyeleri 

arasındaki ilişkiyi Pearson korelasyon analizi ile saptanmıştır. 

Uyarımsız koşulda, Alzheimer hastalarında, CD3-CD56+CD16- NK hücre alt grubunda LAG-

3 ve TLR-9 reseptör seviyeleri arasında güçlü düzeyde pozitif (r=0.886) ve anlamlı (p<0.05) bir 

ilişki bulunmuştur. NK hücre LAG-3 ve TLR-9 reseptör seviyeleri güçlü bir ilişki ve anlamlı 

olarak birlikte artmaktadır (Şekil 24).  

Alzheimer hastaları CD3-CD56+CD16- NK hücre alt grubunda LAG-3 ve TİGİT reseptör 

seviyeleri arasında güçlü düzeyde pozitif (r=0.852) ve anlamlı (p<0.05) bir ilişki bulunmuştur. NK 
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hücre LAG-3 ve TİGİT reseptör seviyeleri güçlü bir ilişki ve anlamlı olarak birlikte artmaktadır 

(Şekil 24).   

        A                     B 

 

 

 

 

 

                                                                                 
Şekil 24. CD3-CD56+CD16- NK hücre alt grubunda A. LAG-3 ve TLR9, B. LAG-3 ve TİGİT reseptör 

seviyeleri arasında korelasyon analizi *p<0.05 düzeyinde anlamlıdır. 

 

 

4.3.3. Alzheimer hastaları CD3-CD56+CD16+ NK hücre alt grubu korelasyon bulguları 

Uyarımsız koşulda Alzheimer hastaları CD3-CD56+CD16+ NK hücre alt grubunda 

NKG2D, TLR9, TİGİT, LAG-3 ve TİM-3 reseptör ekspresyon seviyeleri ve IFN-γ, TNF-α sitokin 

seviyeleri arasındaki ilişki Pearson korelasyon analizi ile saptanmıştır. 

Uyarımsız koşulda,   Alzheimer hastalarında, CD3-CD56+CD16+ NK hücre alt grubunda 

NKG2D reseptörü ve IFN-γ sitokin seviyeleri arasında güçlü düzeyde pozitif (r=0.946) ve anlamlı 

(p<0.05) bir ilişki saptanmıştır. Alzheimer hastaları NK hücre NKG2D reseptörü ve IFN-γ sitokin 

seviyeleri güçlü bir ilişki ve anlamlı olarak birlikte artmaktadır (Şekil 25).    

Alzheimer hastalarında, CD3-CD56+CD16+ NK hücre alt grubunda LAG-3 ve TLR9 

reseptör seviyeleri arasında güçlü düzeyde pozitif (r=0.918) ve anlamlı (p<0.05) bir ilişki 

bulunmuştur. NK hücre LAG-3 ve TLR9 reseptör seviyeleri arasında anlamlı ve güçlü bir pozitif 

korelasyon bulunmaktadır (Şekil 25). 

            A                      B  
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Şekil 25. CD3-CD56+CD16- NK hücre alt grubunda A. IFN-γ ve NKG2D reseptör, B. LAG-3 ve 

TLR9 reseptör seviyeleri arasında korelasyon analizi *p<0.05 düzeyinde anlamlıdır. 
 

4.3.4. Klinik demans derecelendirme ölçeğine (CDR) göre CD3- NK hücrelerinde 

korelasyon analizi 

Uyarımsız koşulda Alzheimer demanslı hastalarının klinik demans derecelendirme 

ölçeğine (CDR) göre hafif düzey (CDR<1) ve orta-ileri derece (CDR>1) hasta gruplarında CD3- 

NK hücrelerinin NKG2D, TLR9, TİGİT, LAG-3 ve TİM-3 reseptör ekspresyon seviyeleri ve IFN-

γ ve TNF-α sitokin seviyeleri arasındaki ilişkiyi tespit etmek amacıyla Pearson korelasyon analizi 

kullanılmıştır.  

Uyarımsız koşulda,  Hafif düzey (CDR<1) Alzheimer hastalarında, CD3- NK hücre LAG-

3 ve TLR9 reseptör seviyeleri arasında güçlü düzeyde pozitif (r=0.972) ve anlamlı (p<0.05) bir 

ilişki bulunmuştur. CDR<1 Alzheimer hastalarında, NK hücre LAG-3 ve TLR9 reseptörlerinin 

güçlü bir ilişki ve anlamlı olarak birlikte arttığını göstermektedir (Şekil 26). 

 Hafif düzey (CDR<1) Alzheimer hastalarında, CD3- NK hücre LAG-3 ve NKG2D 

reseptör seviyeleri arasında güçlü düzeyde pozitif (r=0.934) ve anlamlı (p<0.05) bir ilişki 

bulunmuştur. CDR<1 Alzheimer hastalarında, NK hücre LAG-3 ve NKG2D reseptör seviyeleri 

güçlü bir ilişki ve anlamlı olarak birlikte artmaktadır (Şekil 26).        

 Hafif düzey (CDR<1) Alzheimer hastalarında, CD3- NK hücre LAG-3 reseptörü ve IFN-

γ sitokin seviyeleri arasında güçlü düzeyde pozitif (r=0.904) ve anlamlı (p<0.05) bir ilişki 

bulunmuştur. CDR<1 Alzheimer hastalarında, NK hücre LAG-3 reseptörü ve IFN-γ sitokin 

seviyeleri güçlü bir ilişki ve anlamlı olarak birlikte artmaktadır (Şekil 26).        

Hafif düzey (CDR<1) Alzheimer hastalarında, CD3- NK hücre TİGİT reseptörü ve TNF-α 

sitokin seviyeleri arasında güçlü düzeyde pozitif (r=0.905) ve anlamlı (p<0.05) bir ilişki 

bulunmuştur. CDR<1 Alzheimer hastalarında, NK hücre TİGİT reseptörü ve TNF-α sitokin 

seviyeleri güçlü bir ilişki ve anlamlı olarak birlikte artmaktadır (Şekil 26).      

Hafif düzey (CDR<1) Alzheimer hastalarında, CD3- NK hücre NKG2D reseptörü ve IFN-

γ sitokin seviyeleri arasında güçlü düzeyde pozitif (r=0.804) ve anlamlı (p<0.05) bir ilişki 

bulunmuştur. CDR<1 Alzheimer hastalarında, NK hücre NKG2D reseptörü ve IFN-γ sitokin 

seviyeleri güçlü bir ilişki ve anlamlı olarak birlikte artmaktadır (Şekil 26).    
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Şekil 26. Hafif düzey (CDR<1) Alzheimer hastaların CD3- NK hücre A. LAG-3 ve TLR9, B. LAG-3 

ve NKG2D, C. TNF-α ve TİGİT, D. IFN-γ ve LAG-3, E. IFN-γ ve NKG2D marker seviyeleri arasında 

korelasyon analizi *. p<0.05 düzeyinde anlamlıdır.  

 

 

 

Orta-ileri derece (CDR>1) Alzheimer hastalarında, CD3- NK hücre NKG2D reseptörü ve 

IFN-γ seviyeleri arasında güçlü düzeyde pozitif (r=0.947) ve anlamlı (p<0.05) bir ilişki 

bulunmuştur. CDR>1 Alzheimer hastalarında, NK hücre NKG2D reseptörü ve IFN-γ sitokin 

seviyeleri güçlü bir ilişki ve anlamlı olarak birlikte artmaktadır (Şekil 27).  

 

 

 
 

 

 

 

 
 

Şekil 27. Orta-ileri derece (CDR>1) Alzheimer hastaların CD3- NK hücre IFN-γ sitokin ve NKG2D 

reseptör seviyeleri arasında korelasyon analizi*. p<0.05 düzeyinde anlamlıdır. 

4.3.5. Apolipoprotein-ε3 ve -ε4 alleli taşıyan tüm Alzheimer hastalarında CD3- NK 

hücrelerinin korelasyon analizi 

Uyarımsız koşulda Apolipoprotein-ε3 ve -ε4 alleli taşıyan Alzheimer demanslı hastalarının 

CD3- NK hücrelerinde NKG2D, TLR9, TİGİT, LAG-3 ve TİM-3 reseptör ekspresyon seviyeleri 

ve IFN-γ ve TNF-α sitokin seviyeleri arasındaki ilişkiyi tespit etmek amacıyla Pearson korelasyon 

analizi kullanılmıştır.  
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Uyarımsız koşulda,  Apoe-ε3 taşıyan Alzheimer hastalarında, CD3- NK hücre LAG-3 ve 

NKG2D reseptör seviyeleri arasında güçlü düzeyde pozitif (r=0.987) ve anlamlı (p<0.05) bir ilişki 

bulunmuştur NK hücre LAG-3 ve NKG2D reseptör seviyeleri güçlü bir ilişki ve anlamlı olarak 

birlikte artmaktadır (Şekil 28).       

Apoe-ε3 taşıyan Alzheimer hastalarında, CD3- NK hücre LAG-3 ve TLR9 reseptör 

seviyeleri arasında güçlü düzeyde pozitif (r=0.970) ve anlamlı (p<0.05) bir ilişki bulunmuştur. NK 

hücre LAG-3 ve TLR9 reseptör seviyeleri güçlü bir ilişki ve anlamlı olarak birlikte artmaktadır 

(Şekil 28). .      

Apoe-ε3 taşıyan Alzheimer hastalarında, CD3- NK hücre NKG2D ve TLR9 reseptör 

seviyeleri arasında güçlü düzeyde pozitif (r=0.945) ve anlamlı (p<0.05) bir ilişki bulunmuştur. NK 

hücre NKG2D ve TLR9 reseptör seviyeleri güçlü bir ilişki ile ve anlamlı olarak birlikte artmaktadır 

(Şekil 28). .      

Apoe-ε3 taşıyan Alzheimer hastalarında, CD3- NK hücre NKG2D reseptörü ve IFN-γ 

sitokin seviyeleri arasında güçlü düzeyde pozitif (r=0.837) ve anlamlı (p<0.05) bir ilişki 

bulunmuştur. , NK hücre NKG2D reseptörü ve IFN-γ sitokin seviyeleri güçlü bir ilişki ve anlamlı 

olarak birlikte artmaktadır (Şekil 28).       

Apoe-ε3 taşıyan Alzheimer hastalarında, CD3- NK hücre LAG-3 ve TİGİT reseptör 

seviyeleri arasında güçlü düzeyde pozitif (r=0.790) ve anlamlı (p<0.05) bir ilişki bulunmuştur. NK 

hücre LAG-3 ve TİGİT reseptör seviyeleri güçlü bir ilişki ve anlamlı olarak birlikte artmaktadır 

(Şekil 28).      

Apoe-ε3 taşıyan Alzheimer hastalarında, CD3- NK hücre LAG-3 reseptörü ve IFN-γ sitokin 

seviyeleri arasında güçlü düzeyde pozitif (r=0.786) ve anlamlı (p<0.05) bir ilişki bulunmuştur. NK 

hücre LAG-3 reseptörü ve IFN-γ sitokin seviyeleri güçlü bir ilişki ve anlamlı olarak birlikte 

artmaktadır (Şekil 28).           

Apoe-ε3 taşıyan Alzheimer hastalarında, CD3- NK hücre TİGİT reseptörü ve IFN-γ sitokin 

seviyeleri arasında güçlü düzeyde pozitif (r=0.785) ve anlamlı (p<0.05) bir ilişki bulunmuştur. NK 

hücre TİGİT reseptörü ve IFN-γ sitokin seviyeleri güçlü bir ilişki ve anlamlı olarak birlikte 

artmaktadır (Şekil 28).            

 Apoe-ε3 taşıyan Alzheimer hastalarında, CD3- NK hücre TİGİT reseptörü ve TNF-α 

sitokin seviyeleri arasında güçlü düzeyde pozitif (r=0.784) ve anlamlı (p<0.05) bir ilişki 

bulunmuştur. NK hücre TİGİT reseptörü ve TNF-α sitokin seviyeleri güçlü bir ilişki ve anlamlı 

olarak birlikte artmaktadır (Şekil 28).           
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Şekil 28. Apoe-ε3 taşıyan Alzheimer hastaların CD3- NK hücre A. LAG-3 ve NKG2D, B. LAG-3 ve 

TLR9, C. TLR9 ve NKG2D, D. IFN-γ ve NKG2D, E. LAG-3 ve TİGİT, F. IFN-γ ve LAG-3, G. IFN-

γ ve TİGİT, H. TNF-α ve TİGİT marker seviyeleri arasında korelasyon analizi *. p<0.05 düzeyinde 

anlamlıdır. 

Apoe-ε4 taşıyan tüm Alzheimer hastalarında, CD3- NK hücre NKG2D reseptörü ve IFN-γ 

sitokin seviyeleri arasında güçlü düzeyde pozitif (r=0.918) ve anlamlı (p<0.05) bir ilişki 

bulunmuştur. , NK hücre NKG2D reseptörü ve IFN-γ sitokin seviyeleri güçlü bir ilişki ve anlamlı 

olarak birlikte artmaktadır (Şekil 29).              

Apoe-ε4 taşıyan tüm Alzheimer hastalarında, CD3- NK hücre TNF-α ve IFN-γ sitokin 

seviyeleri arasında güçlü düzeyde pozitif (r=0.750) ve anlamlı (p<0.05) bir ilişki bulunmuştur. NK 

hücre TNF-α ve IFN-γ sitokin seviyeleri güçlü bir ilişki ve anlamlı olarak birlikte artmaktadır 

(Şekil 29).           

Apoe-ε4 taşıyan tüm Alzheimer hastalarında, CD3- NK hücre TİGİT reseptörü ve TNF-α 

sitokin seviyeleri arasında güçlü düzeyde pozitif (r=0.741) ve anlamlı (p<0.05) bir ilişki 

bulunmuştur. NK hücre TİGİT reseptörü ve TNF-α sitokin seviyeleri güçlü bir ilişki  ve anlamlı 

olarak birlikte artmaktadır (Şekil 29).           

                 A                     B 
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Şekil 29.  Apoe-ε4 taşıyan Alzheimer hastaların CD3- NK hücre A. IFN-γ ve NKG2D, B. IFN-γ ve 

TNF-α, C. TNF-α ve TİGİT marker seviyeleri arasında korelasyon analizi *. p<0.05 düzeyinde 

anlamlıdır. 

5. Tartışma   

Günümüzde yapılan birçok çalışma, Alzheimer hastalığında gözlenen nöropatolojik 

değişikliklerin ilerlemesinde nöroenflamasyonun temel bir rol oynadığına işaret etmektedir.  

Alzheimer hastalığında NK hücrelerinin rolü konusunda ilk işaret, Alzheimer hastalığı gibi 

nörolojik anormalliklere karşı güçlü bir ilaç olan Tacrine’in, Alzheimer hastalarındaki NK hücre 

proliferasyonu ve sitotoksik fonksiyonları üzerinde baskılayıcı etkiye sahip olduğunun 

gösterilmesidir. Bu bulguya dayanarak NK hücrelerinin Alzheimer hastalarında zararlı 

fonksiyonları olabileceği öne sürülmüştür [7]. 

Yaşlı bireylerin beyinlerinin Hipokampal Dentat Girusunda nötrofillerden, monositlerden 

ve adaptif T ve B lenfositlerinden daha bol miktarda NK hücre popülasyonu gözlemlenmiştir [6]. 

Transgenik Alzheimer fare modelinde NK hücre deplesyonunun mikroglia homeostatik 

benzeri bir morfoloji, azalmış proliferatif yanıt ve azalmış proenflamatuvar sitokin ekspresyonu 

neden olarak nöroenflamasyonu hafiflettiği, nörogenezi uyardığı ve bilişsel işlevi geliştirdiği 

gösterilmiştir [8].  

Alzheimer hastalığının gelişmesinde birçok genetik risk faktörleri arasında en yaygın gen, 

APOE geninin APOE-ε4 alleli ilişkilisi saptanmıştır [374]. Mikroglia ve astrositler beyindeki 

enflamasyonun ana modülatörleri olmakla birlikte, aynı zamanda beyindeki ana ApoE 

kaynaklarıdır [365]. Amiloid prekürsör proteinin ApoE4 varlığında mikroglia'yı aktive edebildiği 

ve nörotoksik moleküller üretebildiği, ancak ApoE3'ün bu aktivasyonu önleyebildiği saptanmıştır 
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[367]. Ayrıca klinik çalışmalarda kullanılan birçok ilacın, sadece APOE-ε4 alelini taşımıyan 

Alzheimer hastaların tedavisinde faydalı olabileceği gösterilmiştir [375-377].  

FDA onaylı NK hücre terapisi - SNK01 çalışmasında, Alzheimer hastalığında amiloid-β 

ve α-sinüklein protein agregatlarını parçalayarak, anti-enflamatuvar sitokinlerin üretimini 

tetiklediği ve aktive olmuş T hücrelerini ortadan kaldırarak bilişsel işlevi 11 haftaya kadar 

iyileştirdiği ileri sürülmüştür [378]. 

Çalışmamızda, Alzheimer demanslı hastaların klinik demans derecelendirme ölçeğine göre 

hafif düzey ve orta-ileri derece olmak üzere iki alt grubunun periferik kan örnekleri üç farklı 

koşulda kültüre edildikten sonra CD3+ T, CD3- NK, CD3-CD56+CD16- ve CD3-CD56+CD16+ NK 

hücrelerinde NKG2D, TLR9, TİGİT, LAG-3 ve TİM-3 yüzey molekül ekspresyonları ve hücre içi 

IFN-γ ve TNF-α sitokin seviyeleri araştırılmıştır. Ayrıca, Alzheimer hastalarında farklı 

Apolipoprotein E izoformlarının varlığına göre NK hücre reseptörleri ve sitokin seviyelerindeki  

değişiklikler genotipleme sonrası incelenmiştir. 

 Alzhemir ile ilişkili sendromlarda farklı evrelerde NK hücre sayıları sağlıklı yaşlı bireyler 

ile karşılaştırıldığında, CD3−CD56+, CD3−CD56+CD16− ve CD3−CD56+CD16+ NK hücrelerinin, 

hafif evre ve orta-ileri evre Alzheimer hastalarında benzer bulunmuştur [15]. Benzer şekilde, başka 

bir çalışmada Alzheimer hastalarında CD3−CD56+CD16+ NK hücre sayılarında fark 

saptanmamıştır [316]. 

 Çalışmamızda, CD3+ T, CD3- NK, CD3-CD56+CD16- ve CD3-CD56+CD16+ NK hücre 

yüzey molekül ekspresyonları karşılaştırıldığında gruplar arasında anlamlı fark saptanmamıştır. 

Buna karşılık, Alzheimer hastaların farklı Apolipoprotein E izoformlarının varlığına göre 

incelendiğinde NK hücre alt gruplarında istatistiksel olarak anlamlı farklılıklar saptanmıştır.  

Prion hastalıkları, Alzheimer hastalığı ve Parkinson hastalığı, patolojik proteinlerin 

birikimi de dahil olmak üzere ortak nöropatolojik ve biyokimyasal özellikleri paylaşan ölümcül 

dejeneratif bozukluklardır. LAG-3 reseptör ekspresyonunun yetişkin fare beyninde düşük olduğu, 

ancak prion enfeksiyonundan sonra seviyesinin arttığı gösterilmiştir [379]. Prion benzeri protein 

agregatlarının çoğalması, Alzheimer hastalığı ve ilişkili tauopatiler de dahil olmak üzere çeşitli 

nörodejeneratif hastalıkların patogenezinde yaygın bir etkendir. Klinik gözlemler ve tamamlayıcı 

deneysel çalışmalar, önceden birleşmiş tau fibrillerinin (PFF) hücrelere girerek patolojiyi yayan 

ve endojen tau'nun yanlış katlanmasına ve toplanmasına neden olan prion benzeri kümeler 

olduğunu göstermiştir. Başka bir çalışmada, LAG-3 reseptörünün PFF'ye bağlanan ancak Tau 

monomerine bağlanmayan bir hücre yüzey reseptörü olduğu gösterilmiştir. Primer kortikal 
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nöronlarda Lag3'ün silinmesi veya inhibisyonu, Tau PFF internalizasyonunu ve buna bağlı tau 

salınımını ve nöronlar arası iletimi önemli ölçüde azalmıştır. Lag3 eksikliği olan farelerde 

hipokampüs ve oksipital kortekse Tau PFF enjeksiyonu ile oluşan tau patolojisinin yayılımı ve 

davranışsal eksiklikler nöronlarda azaldığı da gösterilmiştir [380].  

Kanıtlar, α-sinüklein (α-sin) agregasyonunun ve hücreler arası iletiminin Parkinson 

hastalığı patogenezine katkıda bulunduğunu ve α-sin toksik fibrilerin iletimi için LAG-3 

reseptörüne bağlandığı gösterilmiştir. Hayvan modellerinde, LAG-3'ün silinmesinin α-sin 

yayılmasını sınırladığı ve dopaminerjik nöronların patolojik değişimlerini ve α-sin agregasyonu 

tarafından indüklenen hayvan davranış eksikliklerini hafiflettiği saptanmıştır [381]. Alzheimer 

hastalığında rolü bilinen Amiloid β öncüsü benzeri protein 1'in (Aplp1) patolojik α-sin'in 

bağlanmasını, içselleştirilmesini, taşınmasını ve toksisitesini kolaylaştıran LAG-3 ile etkileşime 

girdiği raporlanmıştır. Hem Aplp1 hem de LAG-3'ün silinmesi, dopaminerjik nöronların kaybını 

ve α-sin indüklenen PFF tarafından eşlik eden davranışsal eksiklikleri ortadan kaldırmaktadır 

[382]. Ayrıca, insan α-syn A53T transgenik (hA53T) farelerde LAG-3 silinmesi çözünmeyen α-

syn agregatlarının ve fosforlanmış ser129 α-syn seviyesini önemli ölçüde azalttığını ve mikroglia 

ve astrositlerin aktivasyonunu engellediği bildirilmiştir [383].  

CD56dimCD16- NK hücrelerinin  LAG-3 ekspresyonun fazla olduğu, ek olarak LAG-3+ NK 

hücrelerinin hedef hücre uyarımına dirençli olduğu ve sitotoksik granül içeriklerinin (perforin ve 

granzim A) azaldığı rapor edilmiştir [384]. Çalışmamızda, TGF-β ile uyarım sonrası LAG-3 

reseptör ekspresyonu orta-ileri derece Alzheimer hasta grubunda kontrol grubuna göre anlamlı 

derecede yüksek bulunmuştur. 

Literatürde, farklı APOE izoformlarına göre NK hücre LAG-3, TİGİT, TLR9, NKG2D ve 

TİM-3 yüzey molekül ekspresyonları, hücre içi IFN-γ ve TNF-α sitokin düzeyleri 

karşılaştırılmamıştır. 

Çalışmamızda, APOE-ε3 taşıyan alzheimer hastaları sağlıklı kontrol grubu ile 

karşılaştırıldığında, uyarımsız koşulda CD3-CD56+CD16+ NK hücrelerinde LAG-3 

ekspresyonunun anlamlı derecede arttığı, benzer şekilde TGF-β uyarım sonrası APOE-ε3 taşiyan 

CDR>1 hasta grubunda CD3- NK hücrelerinde LAG-3 reseptör ekspresyonunun kontrol grubuna 

göre anlamlı derecede arttığı saptanmıştır.   

Bu bulgular, LAG-3+ NK hücrelerinin hedef hücre uyarımına güçlü bir yanıt verdiğini, 

orta-ileri derece Alzheimer hastalaında önemli bir inhibitör fonksiyona sahip olabileceğini ve 

hastalığın prognozuna katkıda bulunabileceğini düşündürmektedir. Ayrıca, orta-ileri evre 
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Alzheimer hastalarnın NK hücrelerinde artmış LAG-3 ekspresyonu ve beyinde patolojik tau 

reseptörü olarak nöronal LAG-3 artışı, Alzheimer hastalığındaki tau patolojisi için terapötik bir 

hedef olabileceğini tanımlamaktadır. 

Kronik periodontitisin temel patojeni olan Porphyromonas gingivalis, Alzheimer 

hastalarının beyninde tespit edilmiştir. P. gingivalis, lizin-gingipain (Kgp), arginin-gingipain A 

(RgpA) ve arginin-gingipain B (RgpB)'den oluşan sistein proteazları olan gingipainler olarak 

bilinen majör virülans faktörleri üreten asakkarolitik Gram-negatif anaerobik bakteridir [385].  

P. gingivalis'in geçici bakteriyemisi, diş fırçalama, diş ipi kullanma ve çiğneme sırasında 

diş etini zedeleme gibi yaygın aktiviteler ve diş bakım tedavisinde oluşmakta [386], koroner 

arterler [387], plasenta [388] ve karaciğer [389] dâhil olmak üzere çeşitli dokularda belgelenmiş 

translokasyonla sonuçlanmaktadır. Kardiyovasküler hastalığı olan hastaların tamamında (%100) 

P. Gingivalis’in arteriyel kolonizasyon gösterdiği bildirilmiştir [390]. 

P. gingivalis, dişeti fibroblastlarında IL-1, IL-6, IL-8 ve TNF- gibi enflamatuvar 

sitokinlerin üretimini artırmaktadır [391].  

Demir, bağışıklık hücrelerinin çoğalması ve olgunlaşmasında önemli bir rol oynadığı için 

bağışıklıkla yakından bağlantılıdır, ancak aynı zamanda yakalanması için rekabet eden patojenler 

ve maligniteler için de vazgeçilmezdir. LPS de dahil olmak üzere tehlike sinyalleri, doğal 

bağışıklık hücrelerinde hücre içi demir sekestrasyonuna neden olur. Ancak, aşırı sitozolik demir, 

inflamazomların aktivasyonunu, mikroglial aktiviteyi ve nöroenflamasyon riskini artırır. Ek 

olarak, serbest demirin MSS de bulunması latent ve LPS içeren mikropların ortaya çıkabileceğini 

böylece bağışıklık toleransını bozarak uzun süreli nöroenflamasyona neden olabileceği öne 

sürülmüştür [392].  

Sağlıklı yaşlı bireylerin periferik kanında TIGIT düzeylerinin yükseldiği gösterilmiştir. 

Yaşlanma, bağışıklık sistemi işlev bozuklukları ve özellikle de T hücresi eksiklikleri ile ilişkilidir; 

bu durum çeşitli hastalıklara karşı duyarlılığı artırmaktadır. Yaşlı yetişkinlerin CD8+ T 

hücrelerinde de TIİGIT reseptör ekspresyonunda artış gösterilmiştir. Yaşlı TIGIT+CD8+ T 

hücreleri, PD-1 dâhil olmak üzere diğer inhibitör reseptörlerin yüksek seviyelerde ifade ederken,  

anahtar kostimülatör reseptör CD28'in azalmış ekspresyonu, düşük sitokin üretimi ve artmış 

apoptoz duyarlılığı gibi immünosenesens özellikler göstermektedir [393]. Ayrıca, TIGIT, demir 

düzeylerini azaltan IL-10 aracılığıyla bağışıklığı düzenlediğinden, normal yaşlanma sırasında 

oluşan demir yüklenmesine karşı dengeleyici bir mekanizma olarak ekspresyou artabilir [394].  
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Son çalışmalar, LPS ile aktive mikrogliaların, TNF-α, IL-1 alfa ve kompleman bileşeni 

C1q dahil olmak üzere çeşitli sitokinleri salgılayarak trofik astrositlerin A1 astrositlere 

dönüşümünü sağladığını göstermektedir. A1 olarak tanımlanan astrositler canlı nöronların ve 

sinapsların ortadan kaldırılmasına katkıda bulunabileceğini gösterilmiştir [392]. TIGIT reseptörü 

henüz glial hücrelerde gösterilmemiştir, ancak normal yaşlanmada da artmış A1 astrositleri ve 

TIGIT ekspresyonu, Alzhemir hastalığında yeni risk belirteçleri olarak değerlendirilebilir [395].  

 CD56dimCD16dim NK hücrelerinin en yüksek TIGIT ekspresyonuna sahip olduğu 

gösterilmiştir. TIGIT+ NK hücreleri hedef hücre uyarımına güçlü bir şekilde yanıt verirken 

sitotoksik granül ekspresyonunun (perforin ve granzim A) değişmediği raporlanmıştır [384]. 

Bulgularımız, APOE-ε3 taşıyan tüm Alzheimer hastalarında, TGF-β ve SC ile uyarım 

sonucu NK hücrelerinde TIGIT reseptör ekspresyonunun kontrol grubuna göre yüksek olduğunu 

göstermiştir. Benzer şekilde, APOE-ε3 taşıyan Alzheimer hastalarında CD3-CD56+CD16+ NK 

hücrelerinde TİGİT reseptör ekspresyonunun, sırasıyla, TGF-β ve hücre uyarım kokteyli ile 

uyarımda kontrol grubuna göre anlamlı derecede arttığı saptanmıştır. CD3-CD56+CD16+ NK 

hücrelerinde TİGİT reseptörü orta-ileri derece (CDR>1) Alzheimer hastalarında kontrol grubuna 

göre TGF-β ile uyarım sonucu istatistiksel olarak anlamlı derecede yüksek bulunmuştur.  

TİGİT  yüksek ifade düzeyleri, NK ve T hücre fonksiyonunun azalması ve CD107a, IFN-

γ ve TNF-α gibi aktivasyon faktörlerinin önemli ölçüde daha düşük salgılanmasıyla 

ilişkilendirilmiştir [396].   

Alzhemir hastaları NK hücre fonksiyonları ile ilgili çalışmalar tartışmalıdır. Araga ve 

arkadaşları, Alzhemir hastalarında sağlıklı kontroller ile karşılaştırıldığında düşük NK hücre  

sitotoksik aktivitesi saptamalarına karşılık [397, 398], Solerte ve arkadaşları Alzhemir hastalarında 

sitokin uyarımı sonucu sağlıklı yaşlı donörlere kıyasla, NK hücrelerinde TNF-α ve IFN-γ 

üretiminin arttığını ve daha yüksek sitotoksik kapasiteye sahip olduğunu göstermişlerdir [326, 

399]. Ayrıca, yüksek IFN-γ düzeyi, nöronal kök hücrelerin ölüm ile ilişkili olduğu dikkat 

çekmektedir [400, 401].  

Çalışmamızda, CD3-CD56+16+ NK hücre alt grubunun IFN-γ düzeyleri Alzheimer hasta 

grubunda sağlıklı kontrol grubuna göre hücre uyarım kökteyli koşulunda anlamlı derecede yüksek 

tespit edilmiştir. Apolipoprotein-ε3 ve -ε4 alleli taşıyan tüm Alzheimer hastaları, CDR<1 ve 

CDR>1 hasta grupları ve kontrol grubunun uyarımsız, TGF-β ve SC ile uyarımı sonrası CD3-

CD56+CD16- ve CD3-CD56+CD16+ NK hücre alt grubunun hücre içi IFN-γ ve TNF-α seviyeleri 

arasında istatistiksel olarak anlamlı fark saptanmamıştır. Bu sitokinleri sağlıklı kontrol ile 
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karşılaştırıldığında alzheimer hastalarında tek başına değerlendirdiğimiz de etkin bir disfonksyona 

sahihp olmadığını göstermektedir.  

LPS kaynaklı septik farelerden alınan NK hücrelerinde, Tim-3 ekspresyonu ile IFN-γ 

üretimi arasında ters bir korelasyon gösterilmiştir. Ayrıca, Tim-3 yolunun blokajı in vitro ortamda 

NK hücrelerinin IFN-γ üretimini arttırmış, apoptozu azaltmış, ancak CD107a ekspresyonu 

üzerinde herhangi bir etkisi saptanmamıştır [402].  

Çalışmamızda CD3-CD56+CD16+ NK hücre alt grubunda düşük TİM-3 ekspresyonuna 

karşılık, APOE-ε4 taşıyan hafif evre Alzheimer demansı hastalarda CD3-CD56+CD16+ NK 

hücrelerinde TİM-3 resptör ekspresyonu saptanmamıştır. Düşük TİM-3 resptör ekspresyonu bu 

hücrelerinin yüksek IFN-γ üretimi ile ilişkili olduğunu ve alzheimer hastalığının ilerlemesinde 

önemli rol oynadığını düşündürmektedir.  

Tip 2 diyabetes mellitus (T2DM) hastalığında immün sistemin aşırı aktivasyonu sonucu, 

özellikle beyinde mikroglialar tarafından pro-enflamatuvar sitokin salınımı artmakta, diyabetik 

hayvanların hipokampuslarında yüksek TNF-α, IL-1β ve IL-6 seviyeleri gözlenmiştir [403]. 

Ayrıca, Alzheimer ve T2DM’ye sahip çift mutant farelerin beyin mikrovaskülatüründe yüksek 

TNF-α ve IL-6 seviyeleri tespit edilmiştir. Bu durum, T2DM'nin neden olduğu serebrovasküler 

enflamasyonun, bilişsel bozukluktaki artışın temeli olabileceğini düşündürmektedir [404]. Mevcut 

literatürde T2DM hastalarından alınan periferik kan NK hücrelerinde, inhibitör reseptör Tim-3'ün 

ekspresyonu önemli ölçüde artarken, TNF-α salgılanması, aktive edici reseptör NKG2D'nin 

ekspresyonu ve CD107a degranülasyon kapasitesinin önemli ölçüde azaldığı ve negatif korelasyon 

gösterdiği öne sürülmüştür [405]. 

Yaşlanan nöroblastların yüksek seviyelerdeki IL-27 üretimi ve NK hücre aktivatör 

reseptörü NKG2D’nin bir ligandı olan RAE-1’in artışı, NK hücrelerini uyararak sitotoksisite 

işlevini başlatmakta, böylece Alzhimer hastalarında yeni nöronların oluşumunu engellenmektedir 

[6]. Hafif evre ve orta evre Alzheimer hastalar ile yaşlı sağlıklı donörlerde, son evre belirteçi olan 

CD57+ NK hücrelerin karşılaştırmasında, NKG2D ve CD94 reseptörlerin değişmediği 

gösterilmiştir [15].  

Çalışmamızda, Apolipoprotein-ε3 ve -ε4 izoformlarının varlığında ve yokluğunda tüm 

alzheimer hastaları, CDR<1 ve CDR>1 hasta grupları ve kontrol grubunun uyarımsız, TGF-β ve 

SC ile uyarımı sonrası CD3-CD56+CD16- ve CD3-CD56+CD16+ NK hücre alt grubunun NKG2D 

resptör düzeyinde ve hücre içi TNF-α sitokin seviyesinde istatistiksel olarak anlamlı fark 

saptanmamıştır. 
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Alzhimer hastalarının periferik kan lökosit ve beyin örneklerinden izole edilen DNA 

örneklerinde, HSV-1, epstein barr virüsü ve insan herpes virüsü-6 (HHV6) bulunurken CMV 

bulunmamıştır. Ayrıca, HHV6 Alzhimer hasta beyin örneklerinin %70'inde, kontrollerin ise 

%40'ında bulunurken, HSV-1 her ikisinde de yüksek seviyelerde saptanmıştır. Ek olarak 

kontrollerde %4'e kıyasla periferik kan mononükleer hücrelerinin %23'ünde HHV6 bulunmuştur 

[406]. Düşük TLR9 ekspresyonu, virüslerin immün sistemden kaçışına, latent kalmasına ve kronik 

nöroenflamasyona yol açarak Alzhemier hastalığı patogenezinde rol oynayabileceği fikrini 

desteklemektedir. APOE-ε4 aleli taşıyan bireylerin beyninde latent HSV-1 varlığının yanı sıra bu 

hastalarda bağışıklık sisteminin aralıklı olarak baskılanması, enfeksiyon ve periferik enflamasyon 

gibi olaylara neden olmakta böylece oluşan hasarın birikerek hastalığın ilerlemesine yol açtığı ileri 

sürülmektedir [16]. 

HHV-6A/B dahil olmak üzere herpes virüslerinin amiloid beta üretimini indüklediği, 

HHV-6A ve HHV-7 DNA ve RNA miktarları, kontrollere kıyasla Alzheimer beyinlerinde daha 

yaygın şekilde saptanmıştır [407]. HHV-6A, HHV-6B ve HHV-7 virüslerinin, NK hücre 

aktivitesini etkileme mekanizmaları farklılık göstermektedir. Doğal bağışıklıkta konakçı DNA 

sensör proteinleri TLR9, STING, IFI16, sitozolik nükleik asitleri tanıyan ve kontrol eden merkezi 

sinyal moleküllerini oluşturmaktadır. HHV-6B ve HHV-7 esas olarak TLR9 reseptör vasıtasıyla 

proenflamatuvar sitokin salgılayarak viral yayılmanın aktif kontrolüne aracılık edmektedir. HHV-

6A ile enfekte olmuş NK hücrelerinde, anti-viral aktivasyon mekanizması olarak STING/STAT6 

yolunu indüklemekte, ancak HHV-6A aracılı yanıtın immünosüpresif potansiyele sahip olduğu 

yeni bir mekanizmayla sitotoksik olmayan bir profil ile karakterize edilmiştir [408]. HHV-6A ve 

-6B enfeksiyonlarında NK hücre miRNA ve transkripsiyon faktörlerinin ekspresyonu üzerinde 

etkili olduğu gösterilmiş, bu da, NK hücrelerinin fonksiyon bozukluğunu, virüslerin immün 

sistemden kaçışını ve ilgili patolojilerin indüksiyonunu etkileyebilmektedir [409]. TLR9 

ekspresyonu, sağlıklı kontrollere ve hafif evre Alzheimer hastalarına kıyasla orta evre Alzheimer 

deneklerinde azaldığı için Alzheimer hastalığın ilerlemesinde aktif rolü olduğu düşünülmektedir 

[15]. 

Çalışmamızda, CD3-CD56+CD16- NK hücrelerinde ise TLR9 reseptörü orta-ileri derece 

Alzheimer hasta grubunda hafif düzey hasta grubuna göre uyarımsız koşulda istatistiksel olarak 

anlamlı derecede yüksek bulunmuştur. Hafif düzey Alzheimer hastaları orta-ileri derece Alzheimer 

hastalarına göre nöroenflamasyonun en şiddetli dönemini geçirmekte [410] bu durumda TLR9 

reseptörünün baskılanması ve/veya fizyolojik olarak az miktarda ekspresyonu 



87 
 

mikroorganizmaların ve buna bağlı virülans faktörlerin Alzheimer hastalığının ilerlemesine katkısı 

olacağını düşündürmektedir.  

Alzheimer hastaları CD3- NK hücrelerinde NKG2D reseptörü ve IFN-γ seviyeleri arasında 

saptanan güçlü pozitif korelasyon, APOE veya hastalık evresinin bu korelasyon üzerinde bir etkisi 

olmadığını göstermiştir. Hafif düzey Alzheimer hasta grubunda LAG-3 ekspresyon düzeyi ile 

korele biçimde artış gösteren TLR9, NKG2D ve IFN-γ seviyeleri orta-ileri derece hasta grubunda 

gözlenmemiştir. Ayrıca, hafif düzey Alzheimer hasta grubunda TNF-α ve TİGİT seviyelerindeki 

artış orta-ileri derece hasta grubunda saptanmamıştır.    

APOE-ε3 aleli taşıyan Alzheimer hastalarında LAG-3 ekspresyon düzeyi ile pozitif 

korelasyon gösteren TLR9, NKG2D ve IFN-γ seviyeleri APOE-ε4 aleli taşıyan Alzheimer hasta 

grubunda saptanmamıştır. APOE-ε4 alelini taşıyan Alzheimer hastalarında IFN-γ ve TNF-α 

sitokinleri arasında pozitif bir korelasyon görülmesine karşılık, APOE-ε3 alelini taşıyan Alzheimer 

grubunda bu bulguya rastlanmamıştır. 

Bağışıklık sisteminin beyin fonksiyonlarını düzenlemede rol oynadığını gösteren artan 

kanıtlara rağmen, nörodejeneratif hastalıklarda bağışıklık ve enflamasyon hücrelerinin özel rolü 

hala yeterince anlaşılmamıştır. Nöroenflamasyon, nöronlar, makroglia, mikroglia ve infiltre eden 

lökositler dâhil olmak üzere CNS'de bulunan tüm hücre yanıtlarının karmaşık bir entegrasyonudur. 

Başlatıcı hasar, çevresel faktörler, genetik geçmiş ve yaş geçmiş deneyimler, bu karmaşık 

nöroenflamatuvar devrenin entegre yanıtını modüle etmek için bir araya gelmektedir. 

NK hücrelerinin nörodejeneratif hastalıklardaki etki mekanizması muhtemelen çok 

faktörlüdür ve henüz net olarak anlaşılmamıştır. Beyin fonksiyonlarını düzenlemede rol oynadığı 

bilinen ve Alzheimer hastalığının nöroenflamasyonunda etkin bir röle sahip olan NK hücrelerinin 

nöroprotektif veya nörotoksik enflamatuvar yanıtlara yol açmak için nasıl etkileşime girdiğini 

karakterize edilmesi için daha fazla çalışmaya ihtiyac vardır. 
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MEZUNİYET 

TARİHİ 
ÜNİVERSİTE-FAKÜLTE-BÖLÜM/ANABİLİM DALI 

2012-2014 Çukurova universitesi-tıp fakültesi-tıbbi mikrobiyoloji/anabilim dalı 

2007-2011 Azad universitesi- veteriner fakültesi  

 
3. ARAŞTIRMA PROJELERİ DENEYİMİ  

 
PROJE ADI KURUM TARİH GÖREV*   PROJE TÜRÜ** 

DETERMINATION 

OF DISTRIBUTION 

AND ANTIBIOTIC 

SUSCEPTIBILITY OF 

NONTUBERCULOUS 

MYCOBACTERIA 

(NTM) SPECIES IN 

CLINICAL SAMPLES 

FROM THE 

CUKUROVA 

REGION, TURKIYE 

Çukurova 

universitesi 

2013-2014 Yüksek 

lisans 

öğrencisi 

Yüksek lisans 

tezi 

PHENOTYPIC AND 

GENOTYPIC 

INVESTIGATION OF 

MULTIDRUG 

RESISTANCE (MDR) 

AND EXTENSIVELY 

DRUG RESISTANCE 

(XDR) IN 

MYCOBACTERIUM 

TUBERCULOSIS 

STRAINS ISOLATED 

FROM CLINICAL 

SAMPLES IN 

CUKUROVA 

REGION, TURKIYE 

Çukurova 

universitesi 

2012-2014 araştırmacı BOB projesi 

*     (Yürütücü, Araştırmacı/Uzman, Danışman, Bursiyer, Diğer) 

**   (Kurumsal, Ulusal, Uluslararası) 

 

4.  ARAŞTIRMA KONUSU İLE İLGİLİ YAYINLARI 

koshksaray FK, Özbalak MM, Balkan İİ, Erten Yurdagül G. Gıda kaynaklı immünomodülatörler. 

Experimed 2020; 10(2): 97-111. 

 
5.  ARAŞTIRMA KONUSU İLE İLGİLİ PRESENTATİON:  
8th Iranian congress of Clinical Microbiology on sep30-oct02, 2014 in Tabriz;  

1. Phenotypic and genotypic investigation of Multidrug 
Resistance (MDR) as well as Extensively Drug Resistance 
(XDR) in Mycobacterium tuberculosis complex (MTBC) 
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strains isolated from clinical samples in Cukurova region, 
Turkey 
 

Kohansal Koshksaray Farhad1, Yarar Emel1, Nagiyev Togrul1, 3, Koksal 

Fatih1,2 

 

 6.  ARAŞTIRMA KONUSU İLE İLGİLİ POSTERS: 

ESM 36th annual congress Riga latvia on june28-july01, 2015 ;  

2. DETERMINATION OF DISTRIBUTION AND ANTIBIOTIC 

SUSCEPTIBILITY OF NONTUBERCULOUS MYCOBACTERIA 

(NTM) SPECIES IN CLINICAL SAMPLES FROM THE CUKUROVA 

REGION, TURKIYE     

Nagiyev Togrul1,3, Kohansal Koshksaray Farhad1, Yarar Emel1, Kayar 

Begum2, Bozok Taylan1, Yakici Gulfer1, Koksal Fatih1,2 

  

3. PHENOTYPIC AND GENOTYPIC INVESTIGATION OF 

MULTIDRUG RESISTANCE (MDR) AND EXTENSIVELY DRUG 

RESISTANCE (XDR) IN MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS 

STRAINS ISOLATED FROM CLINICAL SAMPLES IN CUKUROVA 

REGION, TURKIYE 

Nagiyev Togrul1,3, Yarar Emel1, Kohansal Koshksaray Farhad1, Kayar 

Begum2, Bozok Taylan1, Yakici Gulfer1, Koksal Fatih1,2 

 

7 th National Micobacteri Sempozyumu mersin;  

 

4.  ÇUKUROVA BÖLGESİNDE İZOLE EDİLEN TÜBERKÜLOZ DIŞI 

MİKOBAKTERİLERİN TÜR DAĞILIMI VE ANTİÜTÜBERKÜLOZ 

İLAÇLARA DİRENÇ PROFİLLERİNİN ARAŞTIRILMASI 

 Nagiyev Toğrul1,3, Kohansal Koshksaray Farhad1, Yarar Emel1, Kayar    

Begüm2, Bozok Taylan1, Yakıcı Gülfer1, Marzi Mehdi1, Köksal Fatih1,2 

5. ÇUKUROVA BÖLGESİNDE İZOLE EDİLEN ÇOKLU İLAÇ 

DİRENÇLİ MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS SUŞLARININ 

MİNOR ANTİTÜBERKÜLOZ İLAÇ DİRENÇ PROFİLLERİNİN 

ARAŞTIRILMASI VE HIZLI DİRENÇ TESPİTİNDE MULTİPLEX 

REAL-TİME PCR YÖNTEMİNİN DEĞERLENDİRİLMESİ 

Nagiyev Toğrul1,3, Yarar Emel1, Kohansal Koshksaray Farhad1, Kayar  

Begüm2, Bozok Taylan1, Yakıcı Gülfer1, Marzi Mehdi1, Köksal Fatih1,2 

 

6. ADANA BÖLGE TÜBERKÜLOZ LABORATUVARINA 2011-2015 

YILLARI ARASINDA PULMONER TÜBERKÜLOZ ŞÜPHESİ İLE 

GÖNDERİLEN KLİNİK ÖRNEKLERİN DEĞERLENDİRİLMESİ 
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Kayar Begüm1, Bozok Taylan2, Yakıcı Gülfer2, Marzi Mehdi2, Yarar 

Emel2, Kohansal Koshksaray Farhad, Karslı Fırat, Üçkayabaşı Ali1,2, 

Nagiyev Toğrul1,3, Köksal Fatih1,2 

 

7. ÇOKLU İLAÇ DİRENÇLİ MYCOBACTERIUM TUBERCULOSIS 

İZOLATLARININ FİLOGENETİK İLİŞKİLENDİRİLMESİNDE 

KULLANILAN IS6110, MIRU-VNTR, SPOLIGOTYPING 

YÖNTEMLERİNİN KARŞILAŞTIRILMASI 

Yakıcı Gülfer1, Kayar Begüm2, Bozok Taylan1, Marzi Mehdi1, Yarar 

Emel1, Karslı Fırat1, Kohansal Koshksaray Farhad1, Nagiyev Toğrul1, 

Köksal Fatih1,2 

 

(EL YAZISI İLE)  

Özgeçmiş Sahibinin Adı ve Soyadı: 

Tarih: 05/03/2021 

İmza: 
 

Not:  

1.   Gerektiğinde ilgili başlık altındaki satırların sayısı arttırılabilir. 

2.   Varsa, görev alınan tüm klinik araştırma projeleri yazılmalıdır. 

3.   Bilgiler, tarih sıralamasına göre, en eski tarihliden yeniye doğru sıralanmalıdır. 

4.   Tüm sayfalar imzalanmalıdır.  

 

 


