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Astim, cocukluk caginda daha sik goriilmekle beraber her yastan ve cinsiyetten kisileri
etkileyen hava yolunun kronik inflamatuar hastaligidir. Sanayinin ve kentlesmenin hizla
arttigi cagimizda, astim prevelansi artiy gostermektedir. Hastaligin baglangicinda ve
gelismesinde genetik ve gevresel faktorler gorev almaktadir. Sigara dumani, beslenme
aligkanliklari, hava kirliligi gibi alerjen olmayan cevresel faktorlerin yani sira, ev tozu
akari, polenler ve mantarlar gibi alerjik faktorler, bu tiir alerjenlere hassasiyet gdsteren

bireylerde astimin baslangici, gelisimi ve siddetiyle iligkilendirilmistir.

Dogal ¢evremizde siklikla karsilastigimiz ve 6zellikle sicaklik degisiklerine kars1 dayanikli
olan mantarlar, mantar hassasiyeti olan bireylerde ciddi solunum yolu rahatsizliklarina
sebep olabilmektedir. Is1 degisikligine direngli (termotolerant) mantarlar arasinda yiiksek
patojenite Ozelligi tasiyan Aspergillus fumigatus tiirii mantarlarin, mantar duyarl siddetli
astim (SAFS) ve alerjik bronkopulmoner aspergillosiz (ABPA) hastaliklarinda birincil rol
oynadig1 yapilan klinik ¢aligmalarda gosterilmistir. Kiiciik sporlar1 vasitasiyla solunum
yollarina yerlesen bu mantar tiirli, salgiladig1 proteaz enzimleri ile epitel hiicre hasar1 ve
inflamasyon olusumuna katki yapmaktadir. Bu mantarlarin proteaz aktiviteleri haricinde,
hiicre duvarinda bulunan B-glukan, kitin gibi yapilarinin da inflamasyonda etkili olduguna

dair literatiir bilgileri mevcuttur. Mantar hiicre duvarimin temel bileseni olan B-glukan



scavenger reseptorleri ve komplementer reseptor 3 tarafindan taninsa da ana reseptorii
Dektin-1"dir. C-tipi lektin benzeri reseptdr ailesinin Tip Il membran proteini grubunda olan
Dektin-1 reseptori, ilk olarak fare dendritik hiicrelerinde kesfedilmistir. Daha sonrasinda
yapilan c¢alismalarda ise bu reseptoriin l0kosit, makrofaj, notrofil ve T hiicreleri gibi
inflamatuar hiicrelerin yani sira epitel hiicreler gibi yapisal hiicrelerde de bulundugu
gosterilmistir. Tez ¢alismasi kapsaminda Aspergillus fumigatus tiriinden elde edilen (-
glukan ile uyarilan BEAS-2B hiicrelerinde Dektin -1 reseptorii ifadesi RNA ve protein
diizeyinde incelenmistir. Th2 tip sitokin (IL4 + IL13) varliginda B-glukan uyariminin

Dektin-1 ifadesi iizerine etkisi arastirilmistir.

Ayrica calismamizda B-glukan ile uyarilan hiicrelerde meydana gelen proinflamatuar ve
anti inflamatuar sitokin ve kemokin profilinin belirlenmesi i¢in; 1L-6, IL-8, Rantes, 1L-25,
IL-33 ve TSLP sitokin ve kemokinlerinin ifadeleri ger¢ek zamanli polimeraz zincir

reaksiyonu (PZR) yontemi ile RNA diizeyinde incelenmistir.

Tez calismasinda Aspergillus fumigatus’tan elde ettigimiz B-glukan ile uyarilan hiicrelerde
Dektin-1 ifadesinin arttig1 bulunmustur Ayrica Th2 sitokinler olan IL-4 ve IL-13 varliginda
bu artisin daha da yiikseldigi tespit edilmistir. Protein diizeyinde hem Western Blot hem de
immiinofloresan boyama sonuglarinda Th2 tip sitokinler ile olan uyarimda Dektin-1
varliginin arttig1 gosterilmistir. B-glukan ile uyarim sonucunda kontrol grubuna gore IL-6
ve IL-25 gen ifadelerinde artig, IL-8 gen ifadelerinde ise azalig tespit edilmistir. Yiiksek
doz B-glukan ile karsilasmanin RANTES ifadesini arttirdigi bulunmustur

Anahtar Kelimeler: Astim, alerji, Aspergillus fumigatus, BEAS-2B, B-glukan, Dektin-1
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Asthma is a chronic inflammatory disease of the airway that affects people of all ages and
genders, although it is more common in childhood. In our era, when industry and
urbanization are rapidly increasing, the asthma prevalence is rising. Genetic and
environmental factors play a role in the initiation and development of the disease. Non-
allergenic environmental factors such as cigarette smoke, dietary habits, air pollution, as
well as allergic factors such as house dust mites, pollens, and fungi have been associated
with the onset, development, and severity of asthma in individuals sensitive to such
allergens.

Fungi, which we frequently encounter in our natural environment and are especially
resistant to climate changes, can cause severe respiratory disorders in individuals with
fungal sensitivity. It has been shown in clinical studies that Aspergillus fumigatus species
of fungi, which are among the temperature-resistant fungi (thermotolerant) and have high
pathogenicity, play a primary role in Severe Asthma with Fungal Sensitization (SAFS) and
Allergic Bronchopulmonary Aspergillosis (ABPA) diseases. This species of fungus, which
locates in the respiratory tract through its tiny spores, contributes to epithelial cell damage
and inflammation with the protease enzymes it secretes. Except for the protease activities

of these fungi, there is literature information that their structures, such as B-glucan and



chitin in the cell wall, are also effective in inflammation. Although B-glucan, which is the
main component of the fungal cell wall, is recognized by scavenger receptors and
complementary receptor 3, its main receptor is Dectin-1. The Dectin-1 receptor, in the
Type Il membrane protein group of the C-type lectin-like receptor family, was first
discovered in murine dendritic cells. In later studies, it was shown that this receptor is
found in inflammatory cells such as leukocytes, macrophages, neutrophils and T cells as
well as structural cells such as epithelial cells. Within the scope of the thesis study,
Dectin-1 receptor expression in BEAS-2B cells stimulated with B-glucan obtained from
Aspergillus fumigatus species was investigated at the level of RNA and protein. The effect
of B-glucan stimulation on Dectin-1 expression in the presence of Th2 type cytokine
(IL4+IL13) was investigated. Additionally, to determine the pro-inflammatory and anti-
inflammatory cytokine and chemokine profile in cells stimulated by B-glucan in our study,
expressions of IL-6, IL-8, Rantes, IL-25, IL-33, and TSLP cytokines and chemokines were
investigated at the RNA level by Real-time Polymerase Chain Reaction (PCR) method.

In the thesis study, it was found that Dectin-1 expression increased in cells stimulated with
B-glucan extracted from Aspergillus fumigatus. Besides, it was detected that this increase
was further increased in the presence of IL-4 and IL-13, which are Th2 type cytokines. It
was observed that the presence of Dectin-1 increased in stimulation with Th2 type
cytokines in both Western Blot and immunofluorescent stain results at the protein level. In
the thesis study, changes in the expression of epithelial cell-derived cytokines were
investigated in the presence of only B-glucan. As a result of stimulation with B-glucan, an
increase in IL-6 and IL-25 gene expressions and decreased IL-8 gene expression were
found compared to the control group. It has been found that exposure to high doses of -

glucan increases RANTES expression.
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1. GIRIS

Astim, c¢ocukluk c¢aginda daha sik goriilmekle beraber her yas gurubundan bireyi
etkileyebilen ve hastalarin hayat kalitelerini azaltan kronik bir solunum yolu hastaligidir.
Hava yolu daralmasi, oksiiriik nobetleri, hiriltili solunum, gogiiste tikaniklik ve sikisma
hissi gibi semptomlar ile karakterize olan bu hastaligin prevelansi, toplumdan topluma

degismekle beraber diinya niifusunun en az %4-5’ini etkisi altina almaktadir.

Astim baslangici ve siddetinde genetik ve gevresel faktorlerin etkili oldugu bilinmektedir.
Cevresel faktorler icerisinde hava kaynakli alerjen maruziyeti 6nemli bir faktordiir. Hava
yolu alerjenleri baglica ev tozu akari, polenler, evcil hayvan tiiyleri ve mantar bilesenleri

olup bu alerjenlerle giin igerisinde siklikla karsilagilmaktadir.

Son yillarda yapilan calismalarda mantar kaynakli hastaliklarin sikliginda artis oldugu
gosterilmistir. Bununla beraber astimli hastalarin {igte ikisinin mantar kaynakli
alerjenlerden etkilendigi bildirilmistir. Cevremiz, sagligimizi etkileyen ve siklikla
karsilasabildigimiz termotolerant mantarlarla c¢evrilidir. Termotolerant mantarlar arasinda
en sik karsilasilan mantar tiirlerinden birisi Aspergillus fumigatus’tur. Olusturduklar: kiigiik
sporlar ile alt ve {ist solunum yollarina yerlesen bu mantar tiirii, yerlestikleri bolgelerde
cimlenerek, mantar duyarli siddetli astim (SAFS) ve alerjik bronkopulmoner aspergilosiz

(ABPA) gibi ciddi solunum yollar1 hastaliklarina sebebiyet vermektedir.

Mantar kaynakli alerjenlerin basinda proteaz alerjenler gelmektedir. Alerjen proteazlar
disinda mantar yapisinda yer alan kitin, mannoz, B-glukan yapilar1 da fungal alerjenlerin
onemli bir kismini olusturmaktadir. Bu alerjenler, dogal bagisikligin 6nemli bir pargasi
olan patern tanima reseptorleri (PRR) tarafindan taninmaktadir. Mikroorganizmanin
yapisina ve bilesimine bagli olarak, farkli PRR kombinasyonlar1 aktive edilir, bu da
spesifik sinyal yolaklarini indiikleyerek disaridan gelen ajanlara 6zel yanitlarin verilmesini
saglar. Toll Benzeri Reseptorler (TLR), C-tipi Lektin Benzeri Reseptorler (CLR),
Niikleotid Baglayicit Oligomerizasyon Alani1 Benzeri Reseptorler (NOD Like Reseptorler
NLR), Retinoik Asitle Indiiklenebilir Gen (RIG)-1 Benzeri Reseptorler (RLR) ve AIM-2
Benzeri Reseptorler (ALR) olmak iizere 5 ¢esit PRR tanimlanmistir. Bu 5 PRR igerisinden
TLR ve CLR’ler transmembran proteinleri iken NLR, RLR ve ALR sitoplazmik

proteinlerdir.

CLR’ler, fagositoz, kompleman aktivasyonu, dogustan gelen bagisiklik ve diger

fonksiyonlarma goére on yedi gruba ayrilan ve binden fazla iiyesi olan, karbonhidratlari,
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proteinleri ve lipitleri taniyan biiylik bir protein ailesidir. Baslangicta sadece mantar
alerjenlerini tanidig1 diistiniilen bu reseptorlerin viriis, bakteri, parazit, ev tozu akari
alerjenlerine kars1 da reseptor olarak gorev alan alt siniflar1 oldugu bulunmustur. CLR’ler
yapilarindaki karbonhidrat tanima bolgelerine (CRD) gore Tip I membran proteinleri, Tip
II membran proteinleri ve ¢ozilinebilir lektinler olarak 3 ayri sekilde siniflandirilir. Tip 1
membran proteinlerine drnek olarak Dec205 ve Mannoz Reseptdrleri verilebilir. Bunlarin
CRD’leri 8-10 domainden olugmaktadir. Tip II membran proteinleri ise tipik olarak tek bir
CRD igermektedir. Baslica Tip II membran proteinleri Dektin-1, Dektin-2, DC-SIGN,
Mincle ve DNGR-I olarak bilinmektedir. Coziiniir lektinler igerisinde ise Mannoz

Baglayic1 Lektinler (MBL) ve siirfektan proteinler yer almaktadir.

Tip II membran proteinleri igerisinde yer alan Dektin-1 reseptorii, diger CLR’in aksine
Ca*?2 bagimli degildir. Bu protein, mantar hiicre duvarmin temel bileseni olan B-glukanin
ana reseptoriidiir. Dektin-1 reseptorii tipik olarak, membrana bagli bir sap bolgesi, hiicre
disina uzanan bir CRD yapist ve sitoplazma igerisine uzanan bir immiinoreseptor tirozin
aktivasyon motifi (ITAM) igeren sitoplazmik bir kuyruga sahiptir. Dektin-1 reseptoriiniin,
mantar hiicre duvar bilesenlerinden biri olan B-glukani tanimasiyla beraber, hiicresel bir

sinyal yolag1 baglar ve mantar alerjenine kars1 bir cevap olusturulur.

Literatiir caligmalar1 Dektin-1 reseptoriiniin baslica miyeloid ve dendiritik hiicreler,
monositler, makrofajlar ve B hiicreleri olmak {izere epitel hiicrelerde de ifade oldugunu
gostermektedir. Bununla beraber Dektin-1’in ana B-glukan reseptorii oldugu ve mantar
maruziyetine kars1 dogal bagisiklik sisteminde rol aldig1 bilinmektedir. Buna karsin hava
yolu epitel hiicrelerinde B-glukan ve Dektin-1 reseptoriinii iliskilendiren g¢alismalarda
genellikle mantarin kendisi veya spor ve konidyalar1 canli ve/veya oOli olarak
kullanilmigtir. Bu da direkt olarak B-glukan ve Dektin-1 iliskisini agiklamakta yeterli
degildir. Ayrica mantarlar arasinda hiicre duvar yapilarinin farklilik gdstermesi, olusan

immiinolojik yanitlarin farkli olmasina neden olabilmektedir.

Tez ¢alismasinda Aspergillus fumigatus un hiicre duvar yapisinda yer alan B-glukanlar
saflastirilarak hava yolu epitel hiicrelerinin uyarilmasinda kullanilmistir. B-glukan
varliginda hava yolu epitel hiicrelerinde Dektin-1 reseptoriiniin ifadesi RNA ve protein
diizeyinde incelenmistir. Ayrica, astim gibi Th2 sitokin yanitinin arttifi kosullarda (-
glukan uyarimmin Dektin-1 ifadesi iizerindeki etkileri arastirilmigtir. Son olarak tez

calismas:1 kapsaminda B-glukan ile uyarimin inflamatuar siirecteki olasi roliinii ortaya



koymak amaciyla epitel hiicre kokenli sitokin ve kemokinlerin ifadeleri RNA diizeyinde

incelenmistir.

Hava yolu epitel hiicreleri basta olmak lizere inflamatuar siirecte gérev alan hiicreler
lizerinde patojen mantarlarin etki mekanizmasinin anlagilmasinin yenilik¢i tedavi
yaklasimlart i¢in Onemli oldugunu diisinmekteyiz. Tez ¢alismasi gerek B-glukan
saflagtirilmasi, gerekse Aspergillus fumigatus kaynakli B-glukanlarin hava yolu epitel
hiicrelerindeki etkileri baz alindiginda gelecek caligmalar i¢in yol gosterici olacaktir. Bu
tez c¢alismasinin sonuglarmin literatiire katki saglayacagi ve yeni projelere temel

olusturacagi inancina sahibiz.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Astim Tanimi

Kelime kokii olarak Yunanca “aazein” kelimesinden tliremis olan astim, “nefes-nefese”
anlamina gelmektedir [1]. Orta Cag’dan beri varlig1 bilinen ve birgok kisiyi etkisi altina
almis olan bu hastalik, 19. yiizyilin sonlarina dogru ingiliz Doktor Henry Hyde Salter’m
yayinlamis oldugu “On Asthma and its Treatment” (Astim ve Tedavisi Hakkinda) isimli
bilimsel ¢alismasiyla beraber tip literatiiriindeki yerini almistir. Bu yayininda Henry Hyde
Salter, astimi, “saglikli solunum arasinda karakteristik 6zellikleriyle ortaya ¢ikan solunum

krizi” seklinde tanimlamustir [1, 2].

Gilintimiizde ise astimin epidemiyolojik ve patolojik yonden c¢esitli tanimlar1 yapilmaktadir
[3, 4]. Bununla beraber Kiiresel Astim Girisimi (GINA, 2019) raporuna gore astim, kronik
hava yolu inflamasyonunu takiben hiriltili solunum, gdgiiste sikisma hissi, nefes darligi,

oOksiiriik gibi belirtilerle ortaya ¢ikan heterojen bir hastalik olarak tanimlanmaktadir [5].
2.2 Astim Insidans1 ve Epidemiyolojisi

Etkiledigi bireylerin hayat kalitelerini diisiiren ve ileri boyutlarda 6liimle sonuglanabilen
astim, diinya genelinde 330 milyondan fazla bireyi etkisi altina almaktadir ve bu saymin
ontimiizdeki 5 yil igerisinde (2020-2025 yillar1 arasi) 100 milyondan fazla artis yapacagi
distintilmektedir [6, 7]. Uluslararasi Cocukluk Cagi Astim ve Alerjiler Calismasi (ISAAC)
kapsaminda, 2000-2003 yillar1 arasinda 97 iilkede ve 233 sehirde 13-14 yas arasindaki
cocuklarda detayli bir anket calismast yapmistir. Bu ¢alisma sonucunda astim
prevelansinin  bolgeden bolgeye cesitlilik gosterdigi, o6zellikle sanayilesmis ve
sehirlesmenin oldugu bolgelerde astim vakalarinin yiiksek prevelanslarda (>%20) oldugu
gozlemlenmistir. 2002-2003 yillarinda Diinya Saglik Orgiitii (DSO)’niin 70 iilkede, 18-45
yas araligindaki 177.496 eriskin bireyde yaptigi anket calismasmnin ISAAC verilerini
destekledigi goriilmiistiir (Sekil 2.1.) [6]. ISAAC ve DSO’niin yapmis oldugu detayl:
anketler haricinde bolgesel calismalar da astim siklig1 ve siddetinin ¢gocukluk déneminde,

eriskin donemine kiyasla daha fazla oldugunu géstermektedir [8].
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Sekil 2. 1. 18-45 yas arasindaki bireyleri kapsayan diinya genelindeki prevelans haritasi
[6].

Tiim bunlarla beraber epidemiyolojik bulgular, cinsiyetler arasinda astim prevelansi ve
siddeti arasinda da farklar oldugunu gostermistir. 0-14 yas araligindaki c¢ocukluk
donemindeki vakalar incelendiginde, erkek ¢ocuklari arasindaki astim vakalarinin (%11,5)
kiz cocuklart arasindaki astim vakalarina (%9,9) kiyasla daha yiiksek oldugu
gozlemlenmistir. Ancak eriskin doneme gecildikce astimin kadinlar arasindaki
yayginhiginin erkekler arasindaki yayginligindan daha fazla oldugu bildirilmistir (Sekil
2.2.) [9-13].
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Sekil 2. 2. Yas ve Cinsiyete Gore Astim Prevelansi [12].

Ulkemizde, 2009 yilinda Tiirk Toraks Dernegi Astim ve Alerji Calisma Grubu’nun
yonettigi, 14 sehirden toplamda 25843 kisinin katildig1 anket calismasinda astim

prevelansi, kirsal bolgede yasayan erkekler arasinda %38,5; kirsal bolgede yasayan kadinlar



arasinda % 11,2; sehirde yasayan erkekler arasinda % 6,2; sehirde yasayan kadinlar

arasinda ise % 7,5 olarak bulunmustur [14].
2.3 Astim Tiirleri

Astimin bir hastaliktan ziyade bir sendrom olmasi, astimin tedavisini giiclestirmekte ve
kisiden kisiye farklilik gostermesine neden olmaktadir. Dogru taninin koyularak dogru
tedavinin yapilabilmesi i¢in, astim gesitli fenotip ve endotiplere ayrilmistir. Fenotip terimi,
bir hastalikta dogrudan bir patofizyolojik etki olmaksizin, o hastaligin klinik olarak
gozlenebilen oOzelliklerini tanimlarken; endotip, hastalik sonucunda farkli patofizyolojik

stire¢lerin oldugunu anlatan bir terimdir [15].
2.3.1 Astim Fenotipleri ve Astim Patogenezi

Astim fenotipleri hastanin yasi, hastaligin siddeti, sikligi, atopik veya non-atopik olusu ve
meydana gelen semptomlar gibi birgok 6zellik géz Oniine alinarak olusturulmustur. [15].
Astimli bireylerden alinan bronkoalveolar sivi drnekleriyle yapilan ilk ¢aligmalar astim
fenotiplerini, alerjik ve alerjik olmayan astim seklinde iki ana gruba ayirmustir [16]. Alerjik
astim, havayolu alerjenlerinin solunmasini takiben siddetlenen bir astim tiirli olup alerjik
olmayan astima gore tedaviye karsi daha duyarlidir. Buna karsin alerjik olmayan astim
tiiriinde, bireyler herhangi bir havayolu alerjenine maruz kalmaksizin -asir1 spor yapimi,
obezite gibi sebeplerden dolayi- astim semptomu gosterebilmektedirler [15]. Giiniimiizde
ise astim fenotiplerini tanimlamak i¢in, ¢ok sayida klinik olarak gozlemlenebilir 6zellik
kullanilmis ve tanimlanmis olan bircok fenotip, epidemiyolojik verilere, olusan
semptomlara, atopik duruma ve brons tikanikligi gibi 6zelliklere dayandirilmigtir [15, 17,
18]. Tim bunlarla beraber, indiiklenmis balgamda graniilosit infiltrasyonunun arastirilmasi
sonucunda 4 fenotip; eozinofilik, noétrofilik, karisik graniilositik ve paucigraniilositik
Onerilmistir [19-21]. Balgamda incelenen graniilositlere gore; eozinofilik astimda
balgamda tespit edilen eozinofil orani>%3, nétrofilik astimda balgamda gézlenen nétrofil
orant>%61, karisik graniilositik astimda balgamda hem nétrofil hem de eozinofil artist
gozlenmistir, paucigraniilositik asttm da ise eozinofil ve nétrofil diizeyleri normal
miktardadir [22-24]. Sekil 2.3.’de gosterildigi gibi, siire¢ genellikle havayolu epitelinin bir
uyarana karsit maruziyeti ile baglar ve sonrasinda olusan havayolu inflamasyonunun ve

Klinik belirtilerin ¢ercevesinde farkli yolaklar izler [25].
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Sekil 2. 3. Astim patolojisinin karakteristik dzellikleri. Ozellikler, eozinofilik

(alerjik ve alerjik olmayan), eozinofilik olmayan (nétrofilik tip 1 ve tip 17 ve

paucigraniilositik) ve karisik graniilositik inflamasyon olarak iige ayrilir. IL,
interlokin; TH, T yardimer hiicre [25].

2.3.1.1 Eozinofilik Astim

Eozinofilik astim, havayolu mukozasinda bazal membran inflamasyonu, kanda ve
balgamda yiiksek eozinofil seviyeleri ile tanimlanan astim fenotipidir [26-28]. Genel
olarak alerjik duyarlilagma ve baskin Th2 inflamatuar yanut ile iliskilendirilen eozinofilik
astim, siklikla kortikostreoid tedavisine cevap vermektedir [29]. Eozinofilik astim kendi

icerisinde 3 kisima ayrilmaktadir;

1- Alerjen hassasiyetiyle ortaya ¢ikan eozinofilik astim: Bu tiir eozinofilik astimda
hastalar, alerjik rinitle beraber alerjen maruziyetinde siddetli semptomlar
gosterirler. Geng yasta baslayan astim durumunda gézlenmektedir.

2- Idiyopatik eozinofilik astim: Bu tiirdeki hastalar non-atopik olup, genellikle ileri
yaglardaki bireylerde goriiliir. Tipik eozinofilik patolojiyi yansitir.

3- Asprin ile alevlenen astim: Bu astim gesidinde bireylerde asprin duyarliligi s6z
konusudur. Hastalar, nazal polipler ve asprin duyarliligi ile ciddi rinosiniizit
semptomplar gosterirler. Idiyopatik eozinofilik astimda oldugu gibi, bu tiir astimda

genellikle non-atopik ve eriskin bireylerde goriiliir. [28]

Eozinofilik astim bir dizi immiinolojik ve pro-inflamatuar mekanizmalar sonucu gelisir.

Temel olarak, adaptif bagisiklik sisteminin bir iiyesi olan ve IL-4, IL-5 ve IL-13



sitokinlerinin saliniminda rol alan Th2 hiicreler tarafindan yonlendirilirler [28, 30, 31].
Bunun yani sira, Th2 aracili hava yolu eozinofili, dendritik hiicreler, bronsiyal epitel
hiicreleri ve dogal lenfoid hiicrelerden olusan hiicreler arasi baglantiya dayanan dogal
bagisiklik ile de baglantili olabilir [28]. Sonug olarak, hava yolu eozinofili, eozinofilik
alerjik ve alerjik olmayan astimda tip-2 inflamasyonun patojenik siirecine kritik olarak
katilan hem Th2 hem de tip 2 dogal lenfoid (ILC2) hiicrelerinin biyolojik aktivitesinden
kaynaklanmaktadir. Bu mekanizmalar ise artan IgE ifadesiyle iliskilidir [32].

Alerjik duyarlilasma sirasinda solunan alerjenler, hava yolundaki antijen sunan dendritik
hiicreler tarafindan almir ve T hiicrelerine sunulur. Sitokin g¢evresi ise, T yardimci
hiicrelerinin farklilagsmasina ve IL-4, IL-5 ve IL-13 iiretimine yol acarak immiinoglobuliin
(Ig) E smif degisimine, mukus iiretimine ve havayolu asir1 duyarliligi ile havayollarinin

yeniden sekillenmesine neden olur (Sekil 2.4.) [29].
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Sekil 2. 4. Eozinofilik Astim Patogenezi [28].
2.3.1.2 Notrofilik Astim

Notrofilik astim, balgamda %40-76 arasinda degisen yiliksek notrofil ile karakterizedir.
Notrofilik astim sabit havayolu obstriiksiyonu, 1 saniyede ¢ok diisiik zorlu ekspirasyon
hacmi (very low forced expired volume in 1 second = FEV1) ve bronkodilatér sonrasi
FEV1 ile iligkilendirilmistir [33]. Notrofilik astim, Th2 tip astimdan farkli olarak,

kortikosteroidlere karst cok daha diisiik cevap vermektedir. Notrofilik astimin



kortikosteroidlere kars1 direncli olmasi, bu tiir astimdan muzdarip kisilerin hastaneye yatis
sikliginin ve buna bagli 6liim oranlarinin artis1 ile sonuglanmaktadir. Bu durum ise
notrofilik astimda “agir astim” vakalarinin daha ¢ok olmasini agiklar [33-35]. Notrofilik
astimin patofizyolojisi eozinofilik astima gore daha az anlasilmistir. Notrofilik astimin
viriis, bakteri ve mantar kaynakli olugan solunum yolu enfeksiyonlari, rinosiniizit, obezite,
gastro-ozofagal reflii, uyku apneleri gibi dis etkiler ile siddetlendigi bilinmektedir.
Mantarlar arasinda Aspergillus fumigatus, mantar duyarli siddetli astimda (SAFS)
tanmimlanmistir ve noétrofilik bir cevap olusturmustur [36]. Notrofillerin astimdaki rolleri
tam olarak aciklanamamistir ancak graniillerinin salinmasi, bronsiyal hiper reaktivite ve
havayollarinin yeniden yapilanmasina neden olabilecegi One siiriilmiistiir. Notrofilik
astiml1 hastalarin balgamlarinda, eozinofilik astimlilarin balgamina kiyasla daha yiiksek
seviyelerde total matriks metaloproteinaz-9 (MMP-9) ve notrofil elastaz (NE) enzimleri
bildirilmistir [37]. Bu enzimler havayolu yapisal hasarina neden olup ayni zamanda
CXCL-8 (IL-8) gibi giiglii kemokinlerin asirt salgilanmasina sebep olurlar [36]. Yapilan
bircok calismada IL-17A sitokininin gili¢lii bir nétrofilik astim medyatorii oldugu ve
salgilanmasi sonucunda ortama notrofil akisinin oldugu gosterilmistir [38, 39]. Primer
brons epitel hiicrelerinde yapilan deneysel ¢aligmada IL-17A’nin salinimi sonrasi, CXCL1,
CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCLS8/IL-8, IL-6 wve IL-19 nproteinlerinin
indiiksiyonu bildirilmistir. Tim bu ¢iktilar dogrultusunda nétrofilik astimda en onemli

medyatorlerin baginda IL-17A geldigi distiniilmektedir [40].
2.3.1.3 Karnisik Graniilositik Astim

Karigik grantilosit astim, siddetli astimin nadir gorillen bir tiridiir. Bu alt tipe sahip
kisilerde hem eozinofilik hem de nétrofilik inflamasyon vardir. [22, 23, 41]. Yapilan klinik
caligmalarda eozinofilik olmayan (nétrofilik, karsik graniilositik ve az graniilositik) astim
tirlerinde hetorejenlikler goriilmistiir. Havayolu asir1 duyarlilik diizeyleri (AHR) ve
disartya verilen nitrik oksit (eNO) miktarlar1 incelendiginde ise, karisik graniilositik tip

astimda eozinofilik astima benzer eNO ve AHR seviyeleri tespit edilmistir [22].

2.3.1.4 Paucigraniilositik Astim (PGA)

Literatlirde paucigraniilositik astim olarak gecen bu astim tiirlinde, balgamda ve kanda
yiiksek sayida eozinofil veya nétrofile rastlanmaz ve ayrica anti-inflamatuar tedaviler
yanitsiz kalir. Bu astim tiirii yeterince arastirilmamis olmasina ragmen hafif astimli bireyler

arasinda karsilagilan en yaygin astim fenotipidir [19, 22-24]. Bu tiir, inflamatuar olmayan



astim olarak da adlandirilmaktadir. Diger eozinofilik olmayan tiirlerde oldugu gibi bu tiirde

kortikosteroid direngli olarak bilinmektedir [19].
2.4 Astimin Etiyolojisi ve Risk Faktorleri

Diinya genelinde insidans1 giderek artan astim, diger bir¢ok hastaligin aksine gelismis
iilkelerde daha sik goriiliir. Bunun temel nedeni olarak ise farkli c¢evresel faktorler
gosterilmektedir. Sanayilesmeye bagl artan hava kirliligi, polen, hayvan tiiyleri, mantarlar
gibi solunabilen alerjenler ve besin ile aldigimiz alerjenler g¢evresel faktorlere birer
ornektir. Bunun yani sira, ailede goriilen astimin genellikle diger aile bireylerinde de
goriilebilmesi astimin genetik yoniinii gostermektedir. Bu bilgiler 1s18inda astimin hem

cevresel hem de genetik faktorlerle iliskisi oldugu soylenebilir [42].
2.4.1 Genetik Faktorler

Astimda genetik faktorlerin etkisinin %35-95 arasinda oldugu belirtilmektedir [43, 44].
Astimli bireylerde yapilan aile galigmalari, tek yumurta ve ¢ift yumurta ikizi ¢alismalari
astimin genetik yoniinii desteklemektedir. Bununla birlikte astimin nesiller boyunca
aktarimi poligeniktir ve birden fazla kalitsal bileseni vardir [45]. Astimda oldugu gibi
kalittminda birden fazla genin rol dstlendigi hastaliklarda, genetik faktorlerinin

arastirilmasi bir takim temel genetik ¢alismalarla ilerler (Sekil 2.5.).

/ _ Ailelerde hastalik kiimelenmesine \
dair kanit var mi?

ikiz Hastaligin nedeni gevresel mi? Evlathk
SUELE B eenetik mi? Calismalari
Ayrisma Analizleri Belli bir majér gene ait kanit
var mi?

Baglanti Analizleri Major gen kromozomun hangi
bélgesinde?

\

. Genin / genlerin tam yeri
F°",k5i"°"’| Aday Gen nerede ve hangi polimorfizmin
K Genomik Galismalar Calismalar) EESSEEES iligkili /

Sekil 2. 5. Karmasik hastaliklarda genetik faktorlerin arastirilmasi igin izlenilen yol [46].

10



2.4.1.1 Ailevi Kiimelenme ve ikiz Cahsmalar

Ailesel kiimelenme ve ikiz ¢alismalari, karakteristik bir 6zelligin Sl¢iilebilir bir genetik
bilesene sahip olup olmadigin1 belirlemede kullanilan ilk adimdir. Yapilan aile
caligmalarinda genetik bilesenlerin astim hastaliginin kalittiminda 6nemli bir rol oynadigi
gosterilmistir [46, 47]. Bununla birlikte, tek yumurta ikizlerinin, ¢ift yumurta ikizlerine

kiyasla astimda daha yiiksek uyumluluga sahip oldugu goriilmustiir [42].
2.4.1.2. Ayrisma Analizleri

Ayrisma analizleri, genetik karakterin nasil kalitildig1 (baskin — ¢ekinik), hangi gen veya
genler ile iligkili oldugu gibi sorulara cevap bulabilmek i¢in yapilan ¢alismalardir [42].
Literatiirde astim vakalarinda ayrisma analizleri yaygin bir sekilde kullanilmaktadir.
Yapilan ¢alismalarda sikilikla IgE konsantrasyonlarinin ayrisma analizleri yapilmistir. Bu

calismalarin ¢ogu IgE seviyelerinin yiiksek oranda kalitsal oldugunu bildirmistir [48-50].
2.4.1.3. Genom Boyu Baglant1 Analizleri

Genom capinda baglanti analizleri, genetik hastalikla iligkili olan genlerin belirlenebilmesi
icin yapilan c¢aligmalardir. Calisma sirasinda belirlenen popiilasyonlar tizerinde genis bir
genetik analiz yapilarak hastalik ile iligkili ortak genler tespit edilir. Eger bir hastalik,
belirli belirteglerle birlikte gelecek nesillere aktarilirsa, hastaliga sebep olan genlerin
kromozomlardaki konumunun bu belirtegler ile yakin oldugu disiiniiliir. Béylece, astim ve
alerji gibi birgok gen tarafindan diizenlenen genetik hastaliklarin daha kolay genetik
analizinin yapilmas: saglanir [45]. 11 farkli popiilasyonda yapilan Genom Boyu Baglanti
Analizi Calismalar1 ve vaka kontrol ¢alismalar1 kapsaminda, astim ve alerjiyle ilgili 18
genomik bolgeyle beraber 100°den fazla gen iliskilendirilmistir [51, 52]. Ornegin, bir¢ok
caligmada atopik hastaliklarla baglantili olan 5931-32 bolgesi, T hiicre aktivitesi ve cilt
morfogenezi ile iligkili olan 1L4, IL13, CD14 ve SPINKS5 genlerini tasir [53]. Baglanti
analizlerinde daha spesifik bolgeleri bulabilmek i¢in daha yogun isaret eslemesi (ince

haritalama) yapilmaktadir.

2.4.1.4 Aday Gen Iliskilendirme Calismalar1

Baglant1 analizlerinin genellikle aileler arasinda veya belirli popiilasyonlarda yapilmasina
karsin, aday gen iliskilendirme g¢aligmalar1 hem aile icerisinde hem de akraba olmayan

hasta ve saglikli bireyler arasinda yapilabilmektedir [46]. Bu yaklagimda, saglikli bireyler
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ve hasta bireyler arasindaki genler karsilagtirilarak hastalikla iligkili olas1 polimorfizimler

belirlenmeye ¢aligilir [45].

Pozisyonel klonlama metoduyla belirlenen astimla iliskili ilk aday gen, bir disintegrin ve
metalloproteinaz olan ADAM33 genidir. Brons diiz kas hiicreleri ve fibroblastlar tarafindan
sentezlenmekte olan bu genin, akciger fonksiyonlar1 ve havayollarinin yeniden
sekillenmesi ile ilgili oldugu diisiiniilmektedir [54]. Insan genom projesinin
tamamlanmasiyla beraber tek niikleotid degisimlerinin (Single nucleotide polymorphism-
SNP) incelenmesi kolaylasmistir ve farkli popiilasyonlarda farkli genler iizerinde ¢ok
sayida calisma tamamlanmistir. Cok sayida SNP Calismasi, Yapilan Genom Boyu
lliskilendirme Calismalari’nda (Genome Wide Association Studies-GWAS) 1000’yakin
aday gen belirlenmistir fakat bu aday gen calismalarinin sonuglarinin tekrarlanabilirligi
genellikle diisiiktiir. Bununla beraber, 17. kromozomda bulunan ve ilk kesfedilen GWAS
geni olma ozelligi tastyan ORMDL3 geni, birden fazla aday gen calismasinda
tammlanmistir. [51, 55, 56]. Buna ek olarak 2. kromozomda IL1RL1/IL18R1, 6.
kromozomda HLA-DQ 9. kromozomda 1L33, 15. kromozomda SMAD3 ve 22.
kromozomda IL2RB genleri astimla iligkilendirilen genlerdir. Bu genler arasinda ORDML3
geni ozellikle gocukluk ¢agi astim ile iligkiliyken, HLA-DQ ge¢ donem astim ile iliskilidir.
ORMDL3, IL1RL1/IL18R1, IL33, SMAD3 ve HLA-DQ genleri birgok ¢alismada ¢ocukluk
cag1 astimi ile iliskilendirilmislerdir. [45, 57]

2.4.2 Epigenetik ve Cevresel Faktorler

Genetik faktorler astim hastaliginda 6nemli bir yer edinse de tek basina gerekli veya yeterli
degildir. Yapilan ¢esitli epidemiyolojik ¢alismalarda ve hayvan galismalarinda ayni genetik
degiskenligin farkli ¢evrelerde, farkli Klinik fenotiplerle karakterize oldugu gosterilmistir
[58].

2.4.2.1 Epigenetik Faktorler

Epigenetik, DNA dizisinde dogrudan degisiklik olmaksizin, gen ifadesindeki degisiklilerin
incelenmesidir. Bu degisiklikler arasinda DNA’nin  metilasyonu, fosforilasyonu,
asetilasyonu, ubikitilasyonu goriilebilmektedir [59]. DNA dizisini degistirmeden meydana
gelen bu etkiler, hiicre yasaminin geri kalan1 boyunca hiicre boliinmeleri yoluyla kalabilir
ve bunun yani sira birden fazla nesil boyunca da siirdiiriilebilir [60]. Anormal DNA
metilasyonu, degistirilmis histon modifikasyonu, spesifik mikro-RNA ifadeleri ve

kromozomlarda gergeklesen diger degisiklikler T hiicre, dendritik hiicre, marofaj gibi
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inflamatuar hiicrelerin yan1 sira epitel hiicre gibi yapisal hiicrelerin yeniden
yapilanmasinda gorev alirlar. Ayrica, dendritik hiicre islevi, makrofaj aktivasyonu ve
havayolu epitel bariyerinin bozulmasi gibi etkilere sebep olabilmektedirler [60]. Son 20-30
yilda astim ve alerjinin goriilme sikligindaki ciddi artislar genetik dizide degisiklige neden
olmadan gen ifadesi iizerinde etkili olan epigenetik faktorlerin de 6nemli bir rol oynadigini
gostermektedir [61-63].

2.4.2.2 Cevresel Faktorler

Astimin ortaya ¢ikisini tetikleyen cgesitli ¢evresel faktorler mevcuttur. Bunlarin arasinda
mikrobiyal ve viral patojenler, egzoz dumanlari, polenler, Aspergillus fumigatus gibi dis
ortam kiifleri, soguk ve nemli hava gibi ev disinda maruz kalinan ¢esitli etkenlerin astimi
tetikledigi ve siddetini arttirdigi gosterilmistir [64]. Bununla birlikte ev tozu akarlari,
hamambdcekleri, fareler, evcil hayvan tiiyleri, ev kiifleri kaynakli molekiiller, farmasotik
ilaglar, gibi i¢ ortam alerjenleri de astim tetikleyicileridir [59]. Yapilan ¢alismalar, benzer
popiilasyonlarda goriilen astim sikligindaki 6nemli farklarin farkli dis ortam ve i¢ ortam
sartlar1, ¢caligma ortami ve farkli beslenme aliskanliklarina bagli olarak tiiketilen besinler
(Omega-6 ¢oklu doymamis yag asitleri, C ve D vitaminleri, p-karoten, magnezyum,

selenyum vb. mineraller) tarafindan da kaynaklanabilecegini gostermektedir [42].

2.5 Astim ve Mantar Tliskisi

Astimin siddeti, kisiden kisiye degisiklik gosterir ve bununla birlikte, astimlilarin tigte
ikisinin yaygin alerjenlere kars1 reaksiyon gosterdigi bilinmektedir [65]. Astim siddetinin
artmasindaki en 6nemli ve yaygin alerjenler, ev tozu akari (house dust mite = HDM), evcil
hayvanlardan kaynaklanan hayvan tiiyleri, polenler ve mantarlardir [66-68]. Mantarlarin

insan saglhigimi etkiledigi uzun yillardir bilinmekte ve etkileri aragtirllmaktadir [65, 69].

2.5.1 Mantarlar

Mantarlar alemi, kiifler, mayalar, mantarlar, braket mantarlari gibi c¢esitli Okaryotik
organizmalar1 igeren genis bir alemdir [70]. Mantar Yasam Agaci Birlestirme (AFTOL)
projesine gore, mantarlar alemi 8-10 filuma bdliinebilir. Bunlar arasinda, Ascomycota ve
Basidiomycota gruplari, tanimlanan mantar tiirlerinin yaklasik %98'ini temsil eden
Dikarya'y1 olusturur [71, 72]. Mantarlarin tamami zararli olmasa da igerisinde insan
sagligin1 birgok yonden olumsuz etkileyebilen tiirleri barindirmaktadir. Mantarlar,

konaklarina yiizeysel deri enfeksiyonlardan, hayati tehdit eden invazif mikozlara kadar
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degisen enfeksiyon yoluyla, toksinler iireterek veya alerjik reaksiyonlar1 indiikleyerek zarar
verebilirler [73]. Mantarlar, hayvanlardan ve bitkilerden farkli olan karmasik bir
metabolizmaya sahiptir. Cevrelerine enzimler salgilarlar ve enzim faaliyetinin par¢alanma
tirtinlerini emerler [74]. Penicilium, Aspergillus tiirlerinin yan1 sira Candida albicans gibi
mayalarin da dahil oldugu bazi mantar tiirleri, mantar kaynakli akciger enfeksiyonlarinin

en énemli nedenini olusturur [73, 75, 76].

Mantarlar, maya gibi tek hiicreli olabilir, ancak tipik olarak ¢ap1 2 ila 10 mm arasinda
degisen, hiflerden olusan, iplik benzeri veya tiip benzeri bir govdeye sahiptir. Hifler
mantarlarin uglarinda biiyiir ve siklikla dallanir ve bu da miselyum adi verilen birbirine
bagli bir hif aginin olusumuna neden olur [77, 78]. Mantarlar, ¢ogu havada dagilmaya
uyarlanmig sporlar iireterek ¢ogalirlar. Sporlar, mayoz veya mitozla gogalabilir. Mayoz
bolinme ile tiretilen sporlar, eseyli tireme ile iliskilidir ve her bir fungal filumun o6zelligi
olan ¢esitli yapilarda iretilir. Alerjenik mantarlar arasinda, mitoz bolinme ile iretilen
sporlarin ¢ogu, farklilasmis hifler veya konidiyoforlar tizerinde olusur ve bunlara konidya

ad1 verilir. Bunlar, yasam dongiisiiniin eseysiz ¢ogalma asamasiyla iliskilidir (Sekil 2.6.)

[79].
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Sekil 2. 6. Mantarlarin Hayat Dongiisii [80].

2.5.2 Mantar Hiicre Duvari

Temel olarak, mantar hiicre duvarlarinin timi benzer sekilde tasarlanmistir. Duvar yapist,
duvarin islevini dogrudan etkiler ve ¢evreyle iletisim halindedir. Lifli ve jel benzeri
karbonhidrat polimerler, cesitli proteinler ve diger yapilar ile giicli fakat esnek bir
haldedir. Hiicre zarmin hemen tizerinde yer alan sert bir kitin yapis1 hiicre duvarinin ana

tabakasini olusturmaktadir. Kitin tabakasinin hemen {izerinde ise heterojen bir halde p-1,3
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glukan yapis1 ve bu yapiya bagh dallanmis bir $-1,6 glukan yapisi bulunmaktadir. Bu
cekirdek yapisi sayesinde, seliiloz ve B-1,3; B-1,4 glukan yapisi iceren bitki ¢eperinden
ayrilmaktadir. Bu yapi hiicre duvarinin suda ¢oziiniirliigiinii azaltarak, hiicre duvarinin
suda ¢oziinmeyen bir hal almasini saglar. Kitin ve B-glukan yapisindan olusan iskelet
tizerinde ¢esitli bagli proteinler ve karbonhidrat yapilari bulunmaktadir. Bu yapilar;
mannanlar, mannoproteinler ve galaktomannanlardir. Kitin, B-glukan ve mannozlardan
olusan bu heterokompleks yapi haricinde, mantar tiirleri arasinda degiskenlik gosteren
melanin, a-1,3 glukan gibi ikincil yapilar da bulunmaktadir. Mantar hiicre duvari, dogustan

gelen bagisiklik sistemini uyarabilecek ¢esitli bilesenlere sahiptir. (Sekil 2.7.) [74, 79, 81].
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Sekil 2. 7. Mantar Tiirlerinin Hiicre Duvar Yapilari [82].

2.5.2.1 Hiicre Duvan Polisakkaritleri

Kitin ve glukan gibi polisakkaritler, transmembran enzimatik kompleksler tarafindan hiicre
zarinda sentezlenir [82]. Kitin ve glukan sentezinde rol alan ana sentazlar hiicre zarinda
bulunur ve substrat olarak urasil di-fosfat (UDP) sekerini kullanirlar. Bu polisakkaritler
(kitin ve glukan), kendi aralarinda ve diger molekiiller ile (mannan, glikoproteinler) ¢apraz

baglar olusturarak hiicre duvarinin saglamligini tiirden tiire degistirirler [81, 82].

Mantar hiicre duvarinin, hiicre zarina bagli ilk kism1 olan kitin, hiicre duvari bilesenleri
arasindaki en polimorfik bilesendir [83]. 1,3-B-Glukan yapis1 ile beraber mantar hiicre

duvarinin ¢ekirdegini olustururlar [82]. Kristal yapisindan dolay1 direng ve sertlik
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kazandirir. Ayrica, fitopatojenik mantarlarda enfeksiyonla iliskili morfogenezde anahtar
rollere sahiptir [84].

B-glukanlar, yulaf ve arpa gibi bitkilerin yani sira; bakteri, mantar, maya, yosun ve liken
gibi organizmalarin hiicre duvarlarinda bulunan glikoz polimerleridir. Bitkilerde bulunan
B-glukan yapis1 1,3-1,4 glukoz baglar1 ile karakterize iken, bu yap1 birkag istisna haricinde
maya ve mantarlarda 1,3-1,6 glukoz baglariyla karakterizedir (Sekil 2.8.). Bu baglanma
farklilig1 nedeniyle, maya ve mantardan elde edilen B-glukan yapisi, suda ¢éziinmez bir
ozellik kazanir ve ayrica 1,3-1,4 B-glukan yapisina kiyasla daha fazla biyolojik aktiviteye
sahip oldugu iddia edilmektedir [82, 85, 86]. B-glukanlarin suda ¢oziiniirliik, molekiiler
kiitle agirligi, dallanma derecesi ve konformasyon gibi fiziksel 6zelliklerine bagh olarak

cesitli biyolojik ve immiinofarmakolojik aktivitelere sahip olduklar1 gosterilmistir [87].

Mantar hiicre duvarinin  kuru agirhgmin yaklagik %50-60 kadarini olusturan bu
karbonhidrat polimeri, makrofajlar ve diger beyaz kan hiicrelerindeki reseptorlerin
(komplementer reseptor 3, ¢Opgli reseptorler) yani sira epitel hiicrelerde bulunan
reseptorlere de baglanarak, bagisiklik sistemi iizerinde anti-timér ve pro-inflamatuar

aktiviteyi giiclii bir sekilde uyarir [88, 89].

Glukan sentezini ve bilesimini inceleyen ¢alismalar, Saccharomyces cerevisiae ve Candida
albicans'ta yapilmistir ve bu ¢alismalarda maya hiicre duvarinin ana yapisi olarak p-1,3-1,6
glukan icerdigi gosterilmistir [90]. Buna karsin, yakin zamanda yapilan arastirmalar ise
Neurospora crassa, A. fumigatus dahi bir¢ok filamentli mantarin, hiicre duvari ana

bilesenlerinde B-1,6 glukan yapisinin ana bilesen olmadigi gosterilmistir [91, 92].

Mantar hiicre duvarini olusturan bir polisakkarit olan mannanlar, proteinlere baglanan kisa
dekorasyon mannanlart ve uzun temel mannanlar olarak iki sekilde bulunurlar.
Mannanlarin sentezleri mayalarda ve kiiflerde benzer yolaklar1 izler ve kisa dekorasyon
mantarlarinin varligit hem mayalarin hem de A. fumigatus’un hiicre duvar yapisinin
olusumunda olduk¢a 6nemlidir [93]. Buna karsin mayalar ve ipliksi mantarlar arasindaki
en biiyiik farklardan birisi hiicre duvari uzun mannanlariin yapisal organizasyonudur. S.
cerevisiae ve C. albicans gibi mayalarda, yiiksek oranda dallanmis N-baglantili mannanlar
proteinlere baglanir ve molekiil basina 100'den fazla mannosil kalintist igerir. Bu
mannanlar hiicre duvarinin yiizeyini kaplar ve hiicre duvarinin polisakkarit ¢ekirdegine

kovalent olarak baglanmazlar. Ipliksi mantar A. fumigatus'ta uzun mannanlar (zincir basina
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ortalama 50 mannoz), glukan-kitin c¢ekirdegine kovalent olarak baglandiklarindan hiicre

duvarinin ayrilmaz bir pargasidir [94].
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O o —©O o o}

Ci
y E—
OH OH
OH OH
B-(1,3) D-glukez B-(1,3) D-glukoz

Sekil 2. 8. a) Suda ¢éziinmeyen dalli B- glukan yapisi b) Suda ¢6zilinen lineer 3-
glukan yapisi [95].

2.5.2.2 Melanin

Melaninler, polimerize fenolik ve / veya indolik bilesiklerden olusan, yiiksek molekiiler
agirlikli, negatif yiiklii hidrofobik pigmentlerdir [82]. Melaninlerin islevleri tam olarak
bilinmemekle beraber mantar hiicre duvarlarinda iki tip melanin bulunur. Bunlar
Aspergillus tiirlerinde bulunan 1,8-dihidroksinafitalin (DHN)-melanin ve Wangiella
dermatitidis, Sporothrix schenckii, gibi siyah renkli patojenlerde ve Cryptococcus

neoformans tiirlerinde bulunan 3,4-dihidroksifenilalamin (DOPA)-melanindir [82].

Bitki patojenik mantarlari lizerine yapilan ¢alismalara dayanarak, melaninin insan mantar
patojenlerinde yapisal roliiniin hiicre duvar sertligini arttirdigi, W. dermatitidis gibi siyah
mantarlarin hiflerinin konak dokulara ve Aspergillus tiirlerinin kondiyalarina renk verdigi
sOylenebilir [82, 96].

2.5.2.3 Hiicre Duvan Proteinleri

Mantarlarin hiicre duvarinda, farkli islevlerde ve bazen tiire 6zgii ¢ok sayida protein sinifi
bulunur. Yiizeylere yapisarak duvarin 6zelliklerini degistirmede ve mantarm dig ortama

adaptasyonunda veya fagositlerden gizlenmesinde goérev yapabilirler [82].
2.5.3 Aspergillus fumigatus

Aspergillus ailesi igerisinde 250°den fazla tiir olup, ¢ogu toprakta bulunur ve gida
bozulmasinin ana etkenleri arasindadir [97]. Aspergillus ailesi igerisinde 6zellikle 4 tiir; A.

nidulans, A. niger, A. terreus ve A. fumigatus insan ve hayvan hastaliklarinin yaygin
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ajanlaridir. Bu 4 tiir igerisinde A. fumigatus, dis ¢evrede en ¢ok karsilasilan ve firsatgi

mantar patojeni olarak solunum yolu hastaliklarina neden olmaktadir [98, 99].
2.5.3.1 Aspergillus fumigatus’ un - Glukan iskeletli Hiicre Duvari

Mantar hiicre duvarmin fiziksel ve biyolojik 6zellikleri, yapisal polisakkaritlerin bilesimi,
baglanma sekilleri ve konumu ile belirlenir. Mantar hiicre duvari1 polimerleri temel olarak
sicak alkalide c¢oziintirliiklerine gore iki gruba ayrilirlar. Yakin donemde yapilan bir
calismadaki kimyasal analizler sonucunda A. fumigatus hiicre duvarinin tespit edilen
ozellikleri: 1) B-1,6 glukanin merkezi yapida olmamasi ve 1ii) diger mantarlarda
tanimlanamayan dogrusal bir -1,3 B-1,4 glukanin varligidir. Aynmi ¢alismada A. fumigatus
tirtiniin alkali ¢oziinmeyen fraksiyonlarinin galaktomannan, kitin ve B-1,3 glukan yapilar
icerdigi goriilmistiir. Kitin, galaktomannan ve lineer 3-1,3-B-1,4 glukan, B-1,3 glukan yan
zincirlerinin indirgeyici olmayan ucuna kovalent olarak eklenmistir. Mayalarda oldugu
gibi, kitin, B-1,4 bagi yoluyla B-1,3 glukana baglanir. Bu veriler, B-1,3-glukanin
dallanmasinin hiicre duvari yapisinda erken bir olay oldugunu ve kitinin galaktomannan ve
dogrusal B-1,3 - B-1,4 glukan igin potansiyel reseptor bolgelerinde bir artisa yol agtigini
gostermektedir [92, 100, 101]

2.5.3.2 Aspergillus fumigatus ve Havayolu Hastaliklar

Funguslarin hava yolu alerjeni oldugu uzun yillardir bilinmektedir. Hava yolu fungal
alerjenleri arasinda en sik karsilagilanlar1 Alternaria, Cladosporium, Penicillium, mayalar
ve Asperigillus’tur [69, 102]. Mantarlar optimum gelistikleri ortam sicakliklarina gore 3

smifa ayrilabilirler:

1. Mezofilik (lhman Ortam Seven) Mantarlar: 18°C ile 22°C sicakliklarda
optimum gelisim gosteren mantarlardir. Mezofilik mantarlar 37 °C’de yliksek
aktivite gosteremedikleri igin insanlarda patojen olma 6zellikleri sinirlidir [103].

2. Termofilik (Sicaklik Seven) Mantarlar: Yiiksek sicakliklarda gelisebilen bu
mantarlar viicut sicakliginda da rahatlikla gelisebilirler. Fakat bu mantarlar
20°C’nin altinda biiyliyemezler. Bu nedenle genellikle dis cevrede bulunamazlar ve
nadiren insan enfeksiyonlari ile iligkilidirler [103]

3. Termotolerant (Sicaklik Degisimlerine Toleransh)) Mantarlar: Cevresel sartlara
yuksek uyumlulugu olan, ani sicaklik degisikliklerine karst uyum saglayabilen
mantarlar, hem dis ¢evrede yogun bir sekilde bulunurlar hem de viicut sicaklig

olan 37°C’de aktivitelerini devam ettirebilirler. Bu mantarlar, basta alerjik
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havayolu enfeksiyonlar1 olmak iizere bir¢ok hastalik ile iliskilendirilmislerdir

[103].

Aspergillus cinsi mantarlar, termotolerant 6zellikte olup, sicaklik degisikliklerine karsi
toleranshidir. Dis gevrede siklikla karsilasilan Aspergillus cinsi mantarlar, tirettikleri kii¢iik
sporlar vasitasiyla alt ve iist solunum yollarinda kolayca kolonize olabilirler [103, 104].
Solunum yollarina yerlesen bu sporlar ¢imlenmeye baslar. Solunum yollarinda gelisen bu
sporlar hastaliga yatkin kisilerde bronkopulmoner aspergillozis (ABPA) gelisimine sebep
olur ve fungal duyarliliga sahip siddetli astim (SAFS) ile iliskilendirilirler [105].

2.5.3.3 Aspergillus, ABPA ve SAFS

Aspergillus cinsi mantarlar, kisilerin Aspergillus sporlarini solumasi, bronsiyal astimi
olanlarin Aspergillus hassasiyeti ve ABPA ile beraber astim alevlenmesi gibi farkli

sekillerde astimin baglangici ve siddetlenmesinde rol oynarlar [65, 106].

ABPA, Alerjik Bronkopulmoner Mikozun (ABPM) en yaygin seklidir. T yardimci
hiicrelerinin alt gruplarindan olan Th2 hiicrelerinin infiltrasyonu, pulmoner sistemdeki ve
periferal kandaki yiiksek eozinofili ile karakterize bir akciger hastaligidir. Bununla
beraber, kan serumunda Aspergillus fumigatus’a 6zgii IgE ve IgG1 antikorlar1 da yiiksek
miktarda bulunmaktadir [107].

SAFS, son yillarda fungal alerjenlere duyarli olan astim hastalarinda tanimlanmis yeni bir
astim fenotipidir. Calismalar dogrultusunda ABPA ile yakindan iliskili oldugu
gosterilmistir. Genetik yatkinligin da etkili oldugu SAFS ve ABPA, astimli hastalarda
birbirinden farkli klinik ozellikler gostermektedirler. Yapilan ¢alismalarda nazal polip,
rinit, saman nezlesi ve bronkektazi gibi klinik bulgularin SAFS hastalarinda ABPA
hastalarina oranla daha fazla goriildiigii tespit edilmistir. Buna ek, olarak total IgE (tIgE)
ve Aspergillus fumigatus’a spesifik IgE (sIgE) serum konsantrasyonlar, ABPA
hastalarinda SAFS hastalarina gore daha yiiksek oranlardadir [108]. Astim hastalarina
SAFS tanis1 koyulurken ABPA ile farkinin ayirt edilmesi biiyiik 6nem tagimaktadir. ABPA
genellikle Aspergillus duyarliliginin ileri boyuta varmasindan kaynaklanir ancak
Aspergillus duyarliligi olan her astim hastasi ABPA’nin tiim klinik bulgularimi
tagimayabilir. Arastirmalar, ABPA prevelansinin, Aspergillus duyarliligi olan bronsiyal

astim hastalarinda %40 oraninda oldugunu gostermektedir [106].
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2.6 Astim ve Havayolu Epiteli

Solunum yolu boyunca bulunan havayolu epitel hiicreleri, disaridan solunan alerjenlere,
mikroorganizmalara ve cesitli kimyasal ajanlara karsi bariyer gorevi gorir [109].
Havayolu epitel hiicreleri, yiizeylerinde bulundurduklar1 Patern Tanima Reseptdrleri (PRR)
ise disaridan gelen molekiilleri tanir ve bagisiklik sistemi hiicrelerinin  uyarimini

saglayacak olan sinyal basamaklarini aktive eder [110].
2.7 Patern Tanima Reseptorleri (PRR)

Insan viicudu siirekli olarak bakteri, mantar, viriis, parazit ve protozoa gibi zararlilara
maruz kalmaktadir. Bu istilacilara karsi, dogal bagisiklik sistemi epitel hiicrelerle beraber
ilk savunma hattin1 olustururlar [111]. Bagisiklik sistemi, yabanci molekiilleri
tantyabilmek icin 6zellesmis reseptorlerle donatilmistir. Bu reseptorler, dendiritik hiicreler
ve makrofajlar basta olmak {izere immiin sistemin diger hiicrelerinde de bulunan
PRR’lerdir [112]. PRR’ler, patojenler iizerinde bulunan spesifik patojenle iliskili
molekiiler paternleri (PAMP) ve hasarli hiicrelerden salinan hasara bagli molekiiler
paternleri (DAMP) tanirlar [113, 114]. Baz1 Niikleotid Baglayic1 Oligomerizasyon Alani
Benzeri Reseptor (NLR)’ler haricinde, PAMP'larin veya DAMP'larin PRR'ler tarafindan
algilanmasi, inflamatuvar yanit1 olusturan genlerin transkripsiyonunu diizenler. Bu genler,
proinflamatuar sitokinleri, tip I interferonlar1 (IFNs), kemokinleri, antimikrobiyal
proteinleri ve PRR sinyallesmesinin modiilasyonunda yer alan proteinleri ve bir¢ok
karakterize edilmemis proteini kodlar. Bu genlerin ifadesi, aktive edilmis PRR’ler arasinda
farklilik gosterir [113]. Hem membran hem de sitoplazmada bulunan PRR’ler 5 reseptor
ailesinden olusur. Bunlardan, Toll Benzeri Reseptorler (TLR) ve C Tipi Lektin
Reseptorleri (CLR), transmembran proteinleriyken, Niikleotid Baglayic1 Oligomerizasyon
Alan1 Benzeri Reseptorler (NLR), Retinoik Asitle Indiiklenebilir Gen (RIG) 1 benzeri
reseptorler (RLR) ve AIM2 (Eksik Melanoma 2) Benzeri Reseptorler (ALR) sitoplazmik
proteinlerdir (Sekil 2.9.) [111, 115, 116].
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Sekil 2. 9. Patern Tanima Reseptorleri [111].

2.7.1. Sitoplazmik Patern Tanima Reseptorleri
2.7.1.1 NOD Benzeri Reseptorler (NLR)

NLR’ler, konak¢inin dogal immiin tepkisinin diizenlenmesinde kritik bir rol oynayan 6zel
bir hiicre i¢i protein grubudur. Genellikle bakterileri tanirlar [117]. Niikleer faktor-xB ve
mitojenle aktive olan protein (MAP) kinaz sinyal yolaklari tetikleyen ve inflamatuar
kaspazlarin aktivasyonunu kontrol eden sinyal yolaklarin1 bir araya getiren yap1 iskelesi
proteinleri olarak iglev goriir. NLR'ler, immiin hiicreler ve epitel hiicreleri dahil birgok
hiicre tipinde ifade edilmesine ragmen, esas olarak makrofajlar ve notrofiller dahil olmak
tizere fagositlerde ifade edilirler [118]. Kaspaz alim alani (CARD), pirin alan1 (PYD),
asidik alan, bakuloviriis inhibitor tekrarlar1 (BIRs) gibi, aktivasyon i¢in kritik olan ve NOD
ile PAMP’leri algilayan bir ¢ok bolgeden olusan kompleks proteinlerdir [119].

2.7.1.2 RIG Benzeri Reseptorler

TLR'ler, dendritik hiicreler ve makrofajlar gibi spesifik hiicrelerdeki viral bilesenleri tespit
ederken, RLR'ler enfekte viriisleri algilar [120]. RLR’lerin viral RNA’y1 algilamasiyla
beraber tip 1 interferon (IFN) ve inflamatuar sitokinlerin iiretimi baslayarak immiinolojik

bir cevap olusturulur [121].
2.7.1.3 AIM2- Benzeri Reseptorler

Yeni karakterize edilmis bir patern tanima reseptoriidiir. AIM2 benzeri reseptorler,

Konakg1 kaynakli apoptotik hiicrelerden, bakterilerden ve viriislerden gelen DNA’lari
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dogrudan sitozolik DNA'ya baglayarak inflamazomu birlestirebilen bir ALR iiyesidir.
[122]. ALR ailesinin diger iiyelerinin de inflamasyonu aktive ettigi gosterilmistir [123].

2.7.2 Transmembran Patern Tanmima Reseptorleri
2.7.2.1 Toll Benzeri Reseptorler

Bir transmembran protein olan TLR’ler dogal bagisiklik sistemimizin 6nciil reseptdrleridir
ve istilac1 bakteri, mantar veya viriislere karst bagisiklik gosterilmesinde rol alirlar.
Spesifik adaptér molekiillerinin gorevlendirilmesi yoluyla sinyal verirler ve dogustan gelen
bagisiklik yanitlarinin sonucunu belirleyen transkripsiyon faktorleri Niikleer Faktor xB

(NF-kB) ve Interferon Diizenleyici Faktér (IRF) lerin aktivasyonuna yol acar [124].

Yapilan calismalar sonucunda 13 ¢esit TLR tanimlanmistir. TLR1 ve TLR9’a kadar
olanlar insan ve farelerde bulunurken; TLR10 sadece insanlarda, TLR11, TLR12 ve TLR
13 ise sadece farelerde bulunmaktadirlar [125].

Toll benzeri reseptorler membran boyunca uzanmis bir transmembran bolgesi, katalitik
olmayan yapisinda at nali seklinde bir ligand baglanma bolgesi ve transmembran bolgeye
bagl bir sinyal kuyrugu iceren yapiya sahip tip 1 transmembran reseptorleri olarak

bilinmektedirler [113].

Toll benzeri reseptorler islevlerine gore alt gruplara ayrilirlar ve hiicresel lokalizasyonlari,
islevleri ile dogrudan iliskilidir. Ornegin, bakteri ve mantar hiicre duvarlarmi taniyan
tiyeler genellikle hiicre yilizeyinde bulunarak hiicre duvari bilesenlerini tanirken; hiicre i¢i
vakuollerde bulunan iiyeleri ise bakteriyel veya viral niikleik asitleri tanimaktadirlar.
TLR’lar araciligtyla alinan sinyaller sayesinde dogustan gelen ve beraberinde de sonradan
kazanilan immiin yanitlar1 olusturulmaktadir. Bunun sonucunda sitokin ve kemokin
saliimlar1 tetiklenerek inflamatuvar cevap olusturulmasi saglanmaktadir. Bu isleyiste
genel olarak TLR yolakli sinyaller NF-kB ve Mitojenle aktiflesen protein kinaz (MAP
kinaz)’ larin aktivasyonu indiiklenerek 1ilgili genlerin diizenlenmesi ve iiretimi
gerceklesmektedir. Bu aktivasyon yolaginda ana adaptdr, NF-xB fosforilasyonunu TIR
(Toll interlokin-1 reseptdr) bolgesine baglanarak regiile eden Miyeloid farklilagma birincil
yanit1 88 (MyD88)’dir. TLR3 disindaki tiim Toll benzeri reseptorlerle etkilesime giren
MyD88 sinyal spesifikligini de saglar [125, 126].
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2.7.2.2 C- Tipi Lektin Reseptorleri (CLR)

PRR’lerin diger bir iiyesi olan CLR’ler hiicre yapismasinda, fagositozda, kompleman
aktivasyonunda ve dogal bagisiklik sisteminde cesitli islevlere sahip 17 grup halinde
organize edilmis 1000'den fazla tiyeden olusan genis bir membran protein ailesidir [36]. Bu
proteinler bas bolgelerinde bulundurduklar1 C tipi lektin benzeri bolge (CTLD)’ler ile
mantar, bakteri, viriis, parazit ve ev tozu akar1 kaynakli PAMP'leri ve DAMP’leri
taniyabilirler [107]. Cogunlukla hiicre dis1 ligandlar taniyan bu reseptor ailesi icerisinde

endojen hiicre i¢i ligandlar1 taniyan {iyeleri de vardir.

Tanima, spesifik amino asit motifleri, kalsiyum iyonlar1 ve karbonhidrat yapis1 tarafindan
sik1 bir sekilde diizenlenir. Reseptoriin tanima bdlgesinin ilgili ligandlar ile birlesmesiyle,
dalak tirozin kinaza (Syk) bagh hiicre i¢i sinyal yollar1 indiiklenir. Bu agamadan sonra,
Syk, Protein Kinaz C-delta (PKC-8) gibi bir dizi molekiilii fosforile eder ve bu da CARD-
9'u fosforile ederek CARD-9, mukoza ile iliskili lenfoid doku lenfoma translokasyon
proteini 1(Malt-1), B hiicreli lenfoma / 16semi 10 (Bcl10) 'dan olusan bir kompleks
olusmasini saglar. Bu, NF-xB 'min aktivasyonuna, hem dogal hem de adaptif yanitlari
yonlendiren anti-mikrobiyal yanitlarin aktivasyonuna ve sitokin tiretimi dahil olmak tizere

inflamatuvar yanitlarin indiiksiyonuna yol agar [107].

C-tipi lektin  reseptorleri, molekiil yapilarma ve ¢oziilebilirliklerine  gore
gruplandirilabilirler. Antijen aliminda o6nemli olan DEC-205 ve Makrofaj Mannoz
Reseptoriic (MMR) tasidiklart birgok CRD bdlgesi ile tip I transmembran proteinleri
igerisindedir. Buna karsin, tipik olarak tek bir CRD alami tasiyan Dektin-1, Dektin-2,
Makrofajla Indiiklenebilir C tipi Lektin (Mincle), Dendritik Hiicreye Ozgii ICAM3 kapici
non-integrin (DC-SIGN) ve DC NK lektin grup reseptor-1 (DNGR-1), tip 1l transmembran
proteinleri igerisindedir. Ayrica, ¢ozlinliir CLR'ler, patojen yiizeyler iizerinde bir dizi

karbonhidrat modeline baglanan oligomerik bir protein olan MBL'yi igerir [127].
2.7.3. Dektin-1

CLR iiyesi olan Dektin-1 reseptorii bitki, maya ve mantarlarin hiicre duvar yapisinda
bulunan B-glukani tanir [128, 129]. Dektin-1 tarafindan B-glukanin taninmasi, patojenik
mantarlar1 6ldiirmek icin fagositoz dahil olmak iizere diger inflamatuar yanitlan tetikler.

Bu nedenle enfeksiyona karsi 6nemli bir rol oynar [129].
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2.7.3.1 Dektin-1 ‘in Molekiiler Yapisi ve ifadesi

Dektin-1 geni (Clec7a) farelerde kromozom 6f3, insanlarda ise kromozom 12p13.2°de
bulunmaktadir [129]. Karaciger, akciger, timus, mide, dalak, ince barsak, bobrekler ve kalp

gibi dokularda ve immiin sistemin birgok hiicresinde ifade edildigi gosterilmistir [130].

Fare dektin-1’leri (fdektin-1) 28 kDa’luk kiitleleri ile tip II transmembran proteinleridir,
izoform A ve izoform B olmak iizere iki izoform halinde iiretilebilirler. Yapisal olarak,
izoform A, CRD bdlgesi ile iligkili iki N-glikosilasyon bolgesi, kisa bir sap ve sitoplazma
igerisine uzanan immiinoreseptdr tirozin bazli aktivasyon motifi (ITAM) igeren bir kuyruk
bolgesine sahipken, izoform B, CRD bdlgesini hiicre zarina baglayan bir sap kism1 yoktur.
Insan dektin-1’leri (idektin-1) ise 33 kDa’luk bir agihiga sahiptir, fdektin-1’lerin aksine
CRD ile iligkili N-glikozilasyon bolgesi icermezler, sadece idektin-1’in A izoformunda tek
bir N-glikosilasyon bdlgesi CRD’yi hiicre zarina baglayan sap kisminda bulunur (Sekil
2.10.) [129]. Insan dektin-1’lerinde bu iki ana izoform B-glukani tanimaktadir fakat buna

karsin, idektin-1’leri i¢erisinde f-glukani tanimayan 6 izoform daha tanimlanmistir [131].
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Sekil 2. 10. Fare ve Insan Dektin-1 Reseptérlerinin Genel Yapisi [129].

2.7.3.2 Ana B-Glukan Reseptorii Olarak Dektin-1

Bagisiklik sisteminin zayiflamasi bireyi parazit, bakteri, virlis ve mantar enfeksiyonlarina
kars1 agik hale getirir. Candida albicans, Aspergillus fumigatus ve Pneumocystis carinii
gibi patojenler insanlarda ciddi hastaliklara neden olan tipik firsatgr patojenlerdir. Bu
firsatgilara karst dogustan gelen bagisiklik savunmalart 6nemli Olgiide farklilik

gostermektedir [129].
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Dektin-1, ¢oziiniir ve partikiiler f-glukanin taninmasinda dnemli bir rol oynar. Bununla
birlikte, ¢Oziiniir P-glukan, sinyali uyarmadan bloke edici ligand gorevi goriirken,
partikiiler B -glukan, dektin-1 igin reseptér agonisti olarak islev goriir [132]. Fungal
patojenlere karsi etkili bir koruma icin iyi bir tanima mekanizmasi gereklidir. Dektin-1
tarafindan mantar hiicre duvari bileseni olan B-glukanin taninmasi, mantar enfeksiyonunun
kontrolii ve immiin yanitin olugmast i¢in gereklidir. Fakat mantarlarin bu taninmadan
kagabildigi durumlar vardir. o-(1,3)- glukanin Dektin-1 aracili yolu ile B-glukanin

taninmasini engelledigi gosterilmistir [133].
2.7.3.3 Hava Yolu Hastaliklarinda Dektin-1 Reseptoriiniin Rolii

Yakin zamanda, ¢opcii reseptorler, komplaman reseptor 3 ve laktosilseramidinin yani sira
B —glukan i¢in Dektin-1 reseptorii en dnemli reseptor olarak tanimlanmistir. Dektin-1 ile B
—glukanin taninmasi sonucunda fagositoz dahil olmak {izere, reaktif oksijen iiretimi, sitokin

ve kemokinlerin salinimi gibi gesitli immiinolojik cevap olusturulur [129].

Mantarlara kars1 olan hassasiyetin astim siddetini arttirdigina dair elde edilen kanitlarin
artmasiyla beraber, Dektin-1’in hava yolu hastaliklarindaki roliiniin agiklanmasi i¢in ¢esitli
deneysel calismalar yapilmistir [128]. Brown ve arkadaslari Dektin-1 geni susturulmus
fareler tizerinde bir dizi ¢alisma yapmistir. Bu ¢alismalarda, Dektin-1 geni susturulan
farelere Aspergillus fumigatus sporlar solutulmus ve hava yolu inflamasyonunda meydana
gelen farkliliklar incelenmistir. Yapilan c¢aligmalarda, Dektin-1 geni susturulan farelerin
akcigerlerindeki IL-17A {iretiminin O6nemli miktarda azaldigi, Aspergillus maruziyeti
sonrasinda noétrofillerin Dektin-1ve IL-23’e bagl olarak IL-17A iretimini arttirdigi ve
Dektin-1'in IL-22 iiretimi yoluyla bir mantar alerjisi modelinde immiinopatogeneze katkida
bulundugunu gosterilmistir [134-137]. Buna karsin 2012 yilinda Rachael ve arkadaslart
hem Aspergillus versicolar hem de Cladosporium cladosporioides tiirleriyle in vivo bir
calisma gerceklestirmistir. Bu deneyde mantarlarin farelerde farkli inflamasyon tiplerini
indiikledigi bildirilmistir. Yapilan ¢alismada C. cladosporioides’in agirlikli olarak Th2
yaniti ve eozinofilik inflamasyonla beraber giiglii bir hava yolu asir1 duyarliligi (AHR)
olusturdugu, buna karsin A. versicolor’un gii¢lii bir Th17 yanit1 ve nétrofilik inflamasyonla
beraber ¢ok hafif AHR olusturdugu bildirilmistir. Yine aymi ¢alismada, Dektin-1 geni
susturulan farelerin A. versicolor maruziyeti yabanil tip farelere kiyasla daha diisiik IL-17A
yaniti  olustururken, C. cladosporioides maruziyeti sonucu olusan eozinofilik

inflamasyonun Dektin-1’den bagimsiz olarak indiiklendigi bildirilmistir [138]. Bu
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bulgular, mantarin neden oldugu alerjik reaksiyona hem Dektin-1 bagimli hem de bagimsiz

yollarmn aracilik ettigini gostermektedir [128].

Konidya ve hiflerle yapilan ¢alismalarin yani sira Dektin-1’in alerjik etkileri saflastiriimis
B-glukan kullanilarak da incelenmistir. Zhang ve arkadaglart HDM B-glukanini fare
deneylerinde kullanmiglardir. Calismada fareler hem A. versicolor mantarina hem de HDM
B-glukanma maruz birakilmistir. Ikili maruziyetin gii¢lii bir Th2 yanitla beraber daha
siddetli bir AHR olusturdugu bildirilmistir. Ayrica AHR artisindaki temel sebebin
mantarin kendisinin degil, mantar hiicre duvari bileseni olan B-glukan ile iliskili oldugu
gosterilmistir. Bunlarin yani sira yapilan ¢alismada, mantar maruziyetinin siddetli alerjik
astim gelisimine katki sagladigi ve Th17 cevabinin indiiksiyonu ile kortikosteroidlere kars1
daha direngli hale getirdigi bildirilmistir [139]. 2017 yilinda baska bir ¢alisma ise Dektin-1
geni susturulan farelerde HDM kaynakli alerjik inflamasyonun ve Thl7 tip immiin

yanitlarin azaldigi gosterilmistir [140].

Th17 hiicrelerini indiikleme potansiyelinin yani sira Dektin-1 aktivasyonunun eszamanli
olarak IL-13 ve IL-17A iireten efektor CD4 + T hiicrelerini arttirdigi gosterilmistir [139].
Steroide direngli siddetli astim1 olan hastalarda bronkoalveolar lavaj sivisinda IL-13 / IL
17A ve Th2 / Thl7 hiicrelerinin yiiksek siklikta bulundugu bulgusu ile tutarli olarak,
Dektin-1 aktivasyonunun devam eden alerjik hava yolu inflamasyonunu deksametazon

tedavisine direngli hale getirdigi gosterilmistir [141].
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3. DENEYSEL CALISMALAR

3.1. Deneysel Calismalarda Kullanmilan Malzemeler

Aspergillus  fumigatus Fresenius susu Tiirkiye Cumhuriyeti Halk Saghigi

Laboratuvarlari’ndan liyofilize olarak satin alindi.

Mantar kiiltiirii i¢in Sabouraud %4 Dekstroz Agar (500 g, katalog no:105438) ve Malt
Ekstrakt Broth (500 g, katalog no:105397) Merck firmasindan (ABD) ticari olarak satin

alindi.
Mantarlarin kiiltiirasyonu i¢in Mikrotest (Tiirkiye) 120 L ¢alkalamali etiiv kullanildu.

B-glukan polimerini ¢oziilebilir hale getirebilmek igin gerekli olan zimolaz enzimi

(katalog numaras1 E1004) Zymoresarch firmasindan (ABD) satin alindi.

Elde edilen B-glukanin kimyasal karakterizasyonu Nicolet TM ISTM 50 spektrometre
(Thermo Fisher Scientific, ABD) cihazi kullanilarak Zayiflatilmis Toplam Yansitma
Fourier Transform Infrared Spektroskopisi (ATR-FTIR) yontemi ile yapildi.

Hiicre kiiltiirii caligmalar1 sirasinda kullanilan RPMI-1640 biiyiime ortami Sigma
(ABD), Tripsin/EDTA c¢ozeltisi, tripsin ndtralizasyon c¢ozeltisi Gibco (ABD), ve
penisilin/streptomisin ¢dzeltisi Lonza (Isvigre) firmalarmdan temin edildi. Hiicre
canliligmin tespiti i¢i kullanilan MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)- difeniltetrazolyum
bromiir) Sigma ve etidyum bromiir/kalsein boyas: BioVision (ABD) firmalarindan

temin edildi.
MTT analizleri i¢in Perkin Elmer Multimode Plate Reader (Ingiltere) cihazi kullanilds.

Floresan boyama analizleri i¢in Life Technologies Evos (ABD) marka mikroskop

kullanildi.

Hiicrelerde Th2 yanit olusturmak tizere IL-4 ve IL-13 insan sitokinleri (Katalog

numaralari sirastyla; 200-4 ve 200-13) PeproTech sirketinden (ingiltere) satin alindi.

Hiicrelerden RNA elde etmek i¢in kullanilan E.Z.N.A Total RNA izolasyon kit
OMEGA BIO-TEK (Avusturalya), komplementer DNA (cDNA) sentezi ve gercek

zamanli PZR deneyleri i¢in kullanilan kitler Thermo Fisher (ABD) firmalarindan temin
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edildi. Gerg¢ek zamanli PZR deneylerinin analizleri boyunca Applied Biosystems marka
7500 Fast RT-PCR cihazi (ABD) kullanildu.

e Protein deneyleri sirasinda kullanilan antikorlar; anti-Dektin-1 Primer Antikoru
(Katalog no: ab40039), Goat Anti-Rabbit IgG H&L (Alexa Fluor® 594) Sekonder
Antikoru (ab150080) Abcam (ingiltere) firmasindan temin edildi. Western Blot
goriintiilemesi i¢in Biorad Chemidoc — MP (ABD) cihaz1 kullanildi. Immunofloresan

goriintiilemesi i¢in Life Technologies Evos (ABD) marka mikroskop kullanildi.
3.2. Aspergilus fumigatus Fresenius Susunun Kiiltiirasyonu
3.2.1 Aspergilus fumigatus Kiiltiiriiniin Canlandirilmasi

Tiirkiye Cumhuriyeti Halk Sagligi Laboratuvarlari’ndan temin edilen liyofilize hiicreler,
distile suda ¢oziilerek stok olusturmak iizere %4’liik sabouraud agar iizerine ekildi ve 25
°C’de 1 hafta boyunca ¢imlenmeye birakildi. Inkiibasyon sonrasinda gimlenen A. fumigatus

hiicreleri iiretilmek {izere siv1 besi yerine alind1.
3.2.2 Sivi Besi Yerinde Ureme

Ticari olarak satin alinan Malt Ekstrakti %3 olacak sekilde hazirlandi1 ve otaklavlanarak
steril hale getirildi. Kat1 besi yerinde ¢imlendirilen A. fumigatus suslar1 bir 6ze yardimiyla
ceker ocak icerisinde steril olarak ekildi. Kati besi yerinden s1v1 besi yerine ekilen fungus
25 °C’de galkalamali etiiv igerisinde 2-3 giin siiresince inkiibe edildi. Sivi besi yerlerinde
tiretilen hiicreler filtreli kagit vasitasiyla siiziildii, besi yeri uzaklastirildi ve yas biyo-kiitle
elde edildi. Elde edilen yas biyo-kiitleler 55°C sicaklikta 2 giin boyunca kurutuldu ve bir

ogiitiici vasitastyla kiigiik parcalara ayrildi.
3.3. p-glukan Ektraksiyonu

B-glukan ekstraksiyonu i¢in, Nisan 2020 yilinda Fatemeh Sadeghi ve arkadaslarinin
yayilamis oldugu makale temel alinarak optimize edildi (Cizelge 1) [142].

Yonteme gore kisaca;

e 2 gr ckstraksiyon {iirlinii, 0,04 g NaOH, 50 mL distile su ve 25 mL NaCIO
maddelerinden olusan karigimi igerisinde 24 saat boyunca +4 °C’de inkiibe
edildi.

e Inkiibasyon sonrasinda drnekler santrifiij edildi ve iist faz atild1.

e Kalan alt faz 1’er mL’lik alkol ve aseton karisimi ile yikandi.
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e Alkol ve aseton yikamalarindan sonra 6rnekler santifiij edilerek iist faz atildi.

e Santrifiij islemi sonrasinda geriye kalan kisim 1 mL’lik asetik asit ve 1 mL’lik
DMSO ¢ozeltileri igerisinde 50-60 °C’de 1 saat boyunca karistirilarak inkiibe
edildi.

e Inkiibasyon sonrasinda rnekler santrifiij edildi ve iist faz atild1.

e Kalan kisim tekrardan 1’er mL’lik alkol ve aseton ¢ozeltileri igerisinde gece

boyu inkiibe edildi. Elde edilen molekiiliin FT-IR analizi yapildi.

Tablo 1. B-glukan Ekstraksiyonu [142].

e 0,04g NaOH + 50 ml dH,0 + 25 ml NaCIlO + 2 gr
santrifij  ekstraksiyon uriini 4 °C’de 24 saat inkiibasyon

e 1 ml etanol + 1 ml aseton ile yikama

Santrifij )

e 1 ml asetik asit + 1 ml DMSO 50-60 °C’de 1 saat|
santrifuj  inkiibasyon

e 1 ml etanol + 1 ml aseton +4°C’de gece boyu
Santriftj  inklibasyon

3.4 B-glukanin ATR-FTIR ile Kimyasal Karakterizasyonu

Ekstraksiyon sonrasinda B-glukan varligt ATR-FTIR yontemi kullanilarak belirlendi.
Olgiimde Nicolet TM ISTM 50 marka spektrometri kullanildi. Spektrumlar 4000 ile 600

cm™ arasinda 4 ¢oziiniirliik ve 16 tarama hizi ile gerceklestirildi [143].
3.5 Hiicre Kiiltiirii Calismalar:
3.5.1 BEAS-2B Hiicrelerinin Cogaltilmasi

Hiicre kiiltiirli deneyleri sirasinda saglikli brong epitel hiicre hatti (BEAS-2B) kullanildu.
Hiicreler 75 cm? lik flasklarda ¢ogaltildi. Brons epitel hiicreleri 100 U/mL penisilin ve
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5% FBS igeren RPMI-1640 besi yerinde 2-3 giin siireyle inkiibe edildi. Hiicrelerin flaski

kaplama oran1 %70-80’e ulastiginda tripsinize edildi.
3.5.2. Hiicre Canlilik ve Sitotoksisite Deneyleri

BEAS-2B hiicrelerinin - Aspergillus fumigatus’tan ekstrakte edilen B-glukan ile
uyarilacak optimum dozun bulunabilmesi igin etidyum homodimer-1 ve kalsein-AM
floresan boyama ve MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolyum bromit)

boyama yontemleri kullanildi.
3.5.2.1 Canly/Olii Hiicrelerin Boyanmasi

Aspergillus fumigatus’tan ekstrakte edilen B-glukan ile farkli konsantrasyonlarda
uyarilan BEAS-2B hiicrelerinde, canli/0li hiicre boyamasi etidyum homodimer-I11 ve
kalsein-AM boyalar1 ile yapildi. Flaskta biiyiitiilen hiicreler tripsin ile kaldirildiktan
sonra hiicre canlilig1 deneyleri igin 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu
plakalara ekildi. Ekilen hiicreler kuyucuklar1 %70-80 kapladiginda B-glukan ile, asagida

belirlenen konsantrasyonlarda 24 saat boyunca uyarildi [144].
I. Kosul: US (uyarilmamus hiicre)

II. Kosul: 0,1 pg/mL

III. Kosul: 1 pg/mL

IV. Kosul: 10 pg/mL

V. Kosul: 100 pg/mL

24. saat sonunda 1 mL PBS i¢inde 0,5 pL kalsein-AM (4 mM) ve 2 pL. (2mM) etidyum
homodimer-1 karistirilarak her kuyuya 50 pL olacak sekilde paylastirildi. 30 dakika oda
sicakliginda ve karanlikta bekletildikten sonra kirmiz1 ve yesil 151k dalgalarinda (Ex/Em
= 485- 495/530-635 nm) florasan mikroskop ile goriintiileme yapildi. Canli hiicreler

yesil renkte, 6li hiicreler ise kirmizi renkte goriintiilendi [145].
3.5.2.2. Sitotoksisite Deneyleri

BEAS-2B hiicre hatlarinin boliim 3.5.2.1°de belirtilen kosullarda, B-glukan alerjeni ile
uyarimi sonrasinda hiicrelerdeki sitotoksisite ol¢iimii MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-
2,5-difenil 3 5 tetrazolyum bromit) yontemi ile gergeklestirildi. Bu yontem ile canli

hiicre orani1 nicel olarak kolorimetrik yontem kullanilarak saptandi. Tripsin ile kaldirilan
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hiicreler 1x10* hiicre/kuyucuk olacak sekilde 96 kuyucuklu plakalara ekildi. Ekilen
hiicreler kuyucuklar1 %70-80 kapladiginda uyarimlar 24 saat boyunca yapildi. 24 saat
sonra MTT testi ile hiicre canlilig1 [146].

Kisaca;

e Kuyulardaki besi yeri ¢ekilip atildi.

Kuyulara 100 pL yeni besi yeri eklendi.

e Yeni besi yeri eklenmis kuyular tizerine 13 pL MTT (5 mg/mL) damlatild.

e Plaka 37 °C etiivde 3 saat inkiibe edildi.

e Inkiibasyon sonrasinda besi yeri tekrardan ¢ekilerek kuyularm igerisine 150 ul
DMSO ilave edildi.

e Orneklerin 570 nm’deki absrobans degerleri Perkin Elmer Multimode Plate

Reader cihazi ile okundu.

3.5.3. p-glukan Uyarimm

Floresan boyama ve MTT boyama sonuglar1 dogrultusunda hiicrelerin B-glukan ile 24
saatlik uyarimda kullanilacak konsantrasyonlar1 0,1 pg/mL ve 1 pg/mL olarak

belirlendi.

Tez c¢alismasi kapsaminda hem uyarilmamis hem de Th2 sitokinleri ile uyarilmig

BEAS-2B hiicreleri B-glukan ile 24 saat boyunca stimiile edildi.

Hiicreler uyarilmadan 6nce elde edilen B-glukan zimolaz enzimi ile asagida tarif edildigi

gibi par¢alandi:

e 50 mM PBS pH:7,5 ve 10 mM 2-merkaptoetanol karsimi1 1 mL’de hazirlandi1 ve
icerisine 1 mg numune eklendi.

e Karisim igerisine 5 U/ pL zimolaz enzimi eklendi.

e 35°C’de 2 giin boyunca inkiibe edildi.

e Enzimin litik aktivitesinin bozulmas i¢in inkiibasyon sonrasi sicaklik 60 °C’ye

cikarilmis ve 5 dakika bu sicaklikta inkiibe edildi.

3.5.3.1 BEAS-2B Hiicrelerinin p-glukan ile Uyarim

BEAS-2B hiicreleri T25 flasklarda 100 U/mL penisilin ve 5% FBS igeren RPMI-1640
besi yerinde inkiibe edildi ve hiicreler %70-80 oraninda flaski kapladiklarinda tripsinize

edilerek 24 kuyulu plakalara alind1 ve Sekil 3.1°de gosterildigi gibi uyarildi.
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24 SAAT UYARIM

Sekil 3. 1. BEAS-2B hiicrelerinin B-glukan ile uyarimi

3.5.3.2 BEAS-2B Hiicrelerinin Th2 sitokinler ve p-glukan ile Uyarimi

Th2 tip sitokin varliginda B-glukan etkisini gormek amaciyla hiicreler Th2 sitokinler ve
B-glukanla beraber uyarildi. Uyarimda, IL-4 ve IL-13 konsantrasyonu 20 ng/mg [147]
olacak sekilde 0,1 pg/mL ve 1 pg/mL B-glukan igerisinde hazirland1 ve hiicreler 24 saat

boyunca uyarildi. Deney kosullar1 Sekil 3.2°de verildi.

24 SAAT UYARIM
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Sekil 3. 2. BEAS-2B hiicrelerinin Th2 sitokinler + B-glukan ile uyarimi

3.6 RNA izolasyonu

RNA izolasyonu kullanim klavuzuna uygun olarak gerceklestirildi. Kisaca; hiicreler %1

B -Merkaptoetanol ilave edilen lizis tamponu ile pipetaj yapilarak pargalandi.
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Parcalanan hiicreler iizerine 300 pL %70 etanol eklenerek 2 mL’lik toplama tiipii
tizerine yerlestirilen kolon iizerine pipetlendi. Tiipler 10.000 rpm’de 15 saniye santrifiij
edildi. Toplama tliptindeki sivi atildi ve kolon tlizerine 700 uL. Wash Buffer I (yikama
tamponu) ilave edildi. Tiipler 10.000 rpm de 15 saniye santrifiij edildi. Kolon yeni bir
toplama tiipline yerlestirildi ve iizerine 500 pL. Wash Buffer II (yikama tamponu II)
soliisyonu ilave edildi. 10.000 rpm’de 15 saniye santrifiij edildi. Toplama tiiptindeki s1v1
bosaltild1 ve lizerine yine 500 pul Wash Buffer II soliisyonu ilave edildi. Tiipler 12000
rpm de 15 saniye santrifiij edildi. Toplama tiiptindeki sivi bosaltild1 ve iizerine higbir
sey ilave edilmeden yine 12.000 rpm’de 1 dakika santrifiij edildi. Kolon steril 1.5 mL
ependorf tiip lizerine alindi ve iizerine 50 pL RNaz i¢ermeyen su ilave edilerek oda
sicakliginda 1 dakika inkiibe edildi. Tiipler 12000 rpm de 2 dakika santrifiij edildi. Elde
edilen orneklerdeki RNA miktar1 Q5000 UV-Vis Spektrometre cihazi ile 6l¢iildii ve
kullanilincaya kadar -80 °C’ de saklandi.

3.7. Komplementer DNA (cDNA) Eldesi

Gergek zamanli PZR’da kullanilmak gen ifadelerinin goriilebilmesi i¢in, RNA’dan
cDNA eldesi tedarik¢i firmanin ve dnceki 6rnek yayinlarda tarif edildigi gibi yapildi
[148].

I pg ile 5 pg toplam RNA veya 1 pg ile 500 ng poli (A) + RNAmin tek iplik¢ikli
DNA'ya doniistiiriilmesi i¢in tasarlandi. cDNA asamasinda daha spesifik bir sentez
gerceklestirilmesi amaciyla oligo (dT)18 primer kullanildi. Kullanmadan once her
bilesen iyice karistirildi ve santrifiijlendi. 0,2° mL ’lik PCR tiiplerine 1 pLL Oligo (dT)18
Primer (100 uM) eklendi. Toplam hacmi 12 pl.’ye tamamlamak i¢in konsantrasyonu
1ug olan total RNA’dan hesaplanan miktarda eklendi. Uzerine toplam miktar1 12ul ye
tamamlayacak kadar ddH2O ilave edildi. 65 °C’de 5 dakika PCR’ da inkiibe edildi ve
ardindan 1 dakika buz iistiinde bekletildi. Sonrasinda, 4 puL. 5x Reaction Buffer, 1 pL
RiboLock RNase Inhibitor (20 U/uL), 2 pL 10 mM dNTP Mix, 1 pL RevertAid
MMuLV RT (200 U/uL) eklendi. Her RNA / primer karigtmia 8 puL. cDNA sentez
karisimi eklendi, hafifce karistirildi. Son olarak 42 °C’de 60 dakika PZR’de inkiibe
edildi. Boylece elde edilen cDNA’lar ger¢ek zamanli PZR’de kullanilmak tizere -80
°C’de saklandu.
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3.8. Ger¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

RNA izolasyonu yapilan ve cDNA sentezi gerceklestirilen hiicrelerde Dektin-1 ifadesi ve

sitokin profilleri i¢in Ger¢ek Zamanli Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile incelendi. Gergek

zamanli PZR de kullanilacak olan Dektin-1, IL-6, IL-8, IL-25, IL-33, TSLP, RANTES

genlerinin ileri ve geri primerleri Tablo 2.’de verildi. internal kontrol olarak Peptidylprolyl

Isomerase A (PPIA) kullanildi. Reaksiyon i¢in kullanilan malzemeler ve polimeraz zincir
reaksiyon kosullart Tablo. 3’de verildi [149].

Tablo 2. Primer Dizileri

Genler

Ileri Primer (5°-3°)

Dektin-1 TTTAGAAAATTTGGATGAAGATGGA

Rantes

IL-6

IL-8

IL-25

IL-33

TSLP

PPIA

CCTGCTGCTTTGCCTACATTGC

GCAGATGAGTACAAAAGTCCTGA

GAGTATTTCTACACCAGTGGCA

GGCGTTGGTACAGGTCCT

CTGGTCTGGCAGTGGTTT

CCAGAGCCTAACCTTCAATCC

TCTTTCACTTTGCCAAACACC

Ters Primer (5°-3°)
ATATGAGGGCACACTACACAGTTG
ACACACTTGGCGGTTCTTTCGG
TTCTGTGCCTGCAGCTTC
GACTCTCCATCCTAGCCTCATCT
CTCCCCTAGACCTGCTA
CAACACCCCTCAAATGAATCAG

CCTCTTCTTCATTGCCTGAGTAG

CATCCTAAAGCATACGGGTCC

Tablo 3. Gergek zamanli PZR Reaksiyon ve Dongii Kosullar
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Malzeme Miktar:
2X SYBR Green PCR Master 12,5 uL
Mix
Reaksiyon lleri Primer (10 uM) 0,1 uL
Kosullar Ters Primer (10 uM) 0,1 pLL
Kalip (50 ng) 1 ul
Niikleazsiz su 11,5 uL
Dongii asamasi Sicakhik Siire
Isiyla aktivasyon 95 °C 5 dk
Déngii Kogullart | Denaturasyon * 95 °C 10s
Primer yapisma/uzama * 60 °C 30s

*: Asama, 40 dongiide tamamlanmistir.

3.9 B-glukan ile Uyarilan BEAS-2B Hiicrelerinde Dektin-1 Proteinin ifadesi

Protein diizeyinde Dektin-1, ifadesi Western Blot ve immiinositokimya yontemleri

kullanilarak incelendi.

3.9.1 Hiicre Lizatindan Toplam Protein Eldesi

Hiicreler 24 saat boyunca belirtilen kosullarda uyarilmistir; uyarilmamis kosul, IL-4 +IL-

13 uyarim, 0,1 pg/mL B-glukan ile uyarim, 1 pg/mL B-glukan ile uyarim, IL-4 + IL-13 +

0,1 pg/mL B-glukan ile uyarim ve IL-4 + IL-13 + 1 pg/mL B-glukan ile uyarim. Uyarim

sonrasinda protein izolasyonlari yapildi [149].

Kisaca;

Hiicre kiiltiirtinde kuyucuklar tizerindeki besi yeri ¢ekilerek uzaklastirildi.

Kuyular 500 pL soguk PBS ile 2 kez yikandi.

1x Proteaz inhibitor kokteyl ve 9x Ripa Tamponundan hazirlanan karisimdan 60’ar
pL kuyulara eklendi.

Kuyalar bir pipet yardimiyla kazindi.

Kuyulardan alinan hiicreler 1,5 mL’lik ependorf tiiplere aktarildi ve 15 dakika
boyunca +4 °C 10000 g’de santrifiij edildi.

Elde edilen 6rnekler alikolanarak -80 °C’de saklandi.

3.9.2 Proteinlerin Bradford Metodu ile Spektroskopik Olarak Olgiilmesi

Protein izolasyonu yapildiktan sonra elde edilen 6rnekler Bradford yontemi ile tayin edildi [150].

e PBS ve Bradford ajan1 5:1 oraninda karistirildi.
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e Protein konsantrasyonunu belirlemek i¢in sigir serum albiimini (BSA) 2 mg/mL
konsantrasyonda stok olarak hazirlanip seyreltildi (0-0.2-0.4-0.8-1.2-1.6-2.0
mg/mL).

e Olgiilecek proteinler 96 kuyulu plakalara 10’ar uL eklendi.

e  Orneklerin iizerine 200 uL Bradford ¢ozeltisi ilave edildi ve 5 dakika beklendi.

e Bekleme sonrasinda 6rneklerin 595 nm’deki absrobans degerleri Perkin Elmer

Multimode Plate Reader cihazi ile okundu.

3.9.3 Western Blot Yontemi ile Dektin-1 Proteininin ifadesi

Protein konsantrasyonlar1 belirlendikten sonra Western Blot analizi ile protein ifadeleri

incelendi [149].

Ornekler Leammli tamponu igerisinde hazirlandu.

95 °C’de 5 dakika inkiibe edildi.

Inkiibasyon sonrasinda 6rnekler yiiriitme jeline 10’ar pL olarak yiiklendi.

Yiriitme islemi ilk olarak 60 V 15 dakika, sonrasinda ise 100 V 75 dakika boyunca
gerceklestirildi.

Yiiriitme isleminden sonra jelde yiiriiyen Ornekler daha sonra yari kuru transfer
yontemi ile nitroseliilloz membrana transfer edildi. Trasfer islemi 20 V 90 dakika
boyunca yapildi.

Transfer isleminden sonra membran %5’lik siit tozu ile 160 rpm’de 1,5 saat
boyunca blokland1 ve sonrasinda TBST ile 3 kez yikandi.

Membran yikandiktan sonra %0.5 kuru siit ve 1/1.000 oraninda insan Dektin-1
antikoru igeren TBST ile +4 °C ve 160 rpm’de gece boyu inkiibe edildi ve
inkiibasyon sonrasinda membran TBST ile 3 er kez yikandu.

Yikama isleminin ardindan membran, %0.5 kuru siit ve 1/10.000 oraninda sekonder
rabbit dektin-1 antikoru ile 1,5 saat inkiibe edildi ve inkiibasyondan sonra 3 kere
TBST ile yikandi.

Membran Biorad Chemidoc — MP cihazi ile goriintiilendi

3.9.4 Iimmunofloresan Boyama Yéntemi ile Dektin-1 ifadesinin Gésterilmesi

Th2 tip sitokin ve B-glukan ile uyarilan hiicrelerde Dektin-1 ifadesindeki degisiklik

immiinositokimya yontemi ile tespit edildi.
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e Hiicreler 24 kuyulu plakalar i¢inde yuvarlak lamel {izerinde 150.000 hiicre
olacak sekilde ekildi

o Lameller %70-80 kaplandiginda besi yeri uzaklastirildi ve 24 kuyulu plakalar
icinde 1 kere 150 puL PBS ile yikandi.

e Fiksasyon asamasi i¢in lamellerin tlizerine 150 pL %10 Formalin soliisyonu
(NBF) eklendi. +4°C’de 10 dakika boyunca inkiibe edildi.

e NBF lamellerden uzaklastirildi ve 3 kez 150 puLL PBS ile yikandu.

e Permeabilizasyon i¢in 150 pL % 0,2 Triton X-100 + PBS lamellerin iizerine
eklendi ve 5 dakika oda sicakliginda inkiibe edildi.

e Triton X-100 lamellerden uzaklastirildi ve 150 ul %1 BSA (PBS iginde
hazirlanmis) lamellerin {izerine eklenir. 30 dakika oda sicakliginda inkiibe
edildi.

e BSA lamellerden uzaklastirildi ve lameller 3 kere 150 pL % 0,2 Triton X-100
ile yikandi.

e  Western Blot tekniginde kullanilan primer antikor %1 BSA ile seyreltildi ve
150 uL lamellere eklendi. 2 saat oda sicakliginda inkiibe edildi

e Primer antikor uzaklastirildi ve lamellerin etrafi hidrofobik kalem (PAP Pen) ile
cizildi. Sonrasinda lameller 4 kere 150 pL PBS + %0,2 Triton X-100 ile
yikandi.

e Sekonder antikor %1 BSA ile seyreltilir ve 150 uL. lamellere eklendi. 1 saat oda
sicakliginda karanlikta inkiibe edildi.

e Sekonder antikor uzaklastirildi ve lameller 4 kere 150 pL PBS + % 0,2 Triton
X-100 ile yikandi.

e Mounting medium lamellere damlatilir ve tizeri lamel ile kapatilip Life

Technologies Evos (ABD) marka mikroskop kullanildi.

3.10 istatistiksel Analiz

Tez ¢alismasinda tiim istatistiksel analizler Graph Pad Prism 9.0 programi kullanilarak
yapildi.  Veriler, + ortalama standart hata ile gosterildi. Genler arasindaki ifade
farkliliklarin1 tespit etmek amaciyla tek yonlii ANOVA yapildi. p<0,05 anlamli olarak
kabul edildi.
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4.TARTISMA VE SONUC

Tez calismasimin ilk asamasi A. fumigatus tiiri mantarlardan B-glukan izolasyonunu
kapsamaktadir. Bu amagla, A. fumigatus tiirii mantarlar dncelikli olarak kiiltiire edildi ve
hiicre duvarindan asit-baz ekstraksiyon yontemiyle B-glukan saflastirmasi yapildi. Elde
edilen ekstraktin varligt ve saflifi ATR-FTIR analiz yontemiyle gergeklestirildi.
Dogrulamalar sonrasinda elde edilen ektstraksiyon {iriinli zimolaz enzimi ile pargalanarak
hiicre kiiltiiriinde kullanilabilir hale getirildi. B-glukan, enzim ile suda ¢6ziinebilir hale
getirildikten sonra enzim aktivasyonunu durdurmak i¢in 60 °C’de 5 dakika 6rnekler 1sitildi.
Tezin ikinci asamasinda, BEAS-2B epitel hiicreleri T25 flasklarda ¢ogaltildi ve tripsinaz
yontemi ile kaldirilarak 96 kuyulu plakalara ekildi. 96 kuyulu plakalarda biiyiitiilen
hiicrelerde uygun uyarim kosullarin1 dogrulamak i¢in, BEAS-2B hiicreleri B-glukan ile
farkli konsantrasyon ve siirelerde uyarildi. Sonrasinda MTT ve floresan boyama ile
canlilik/sitotoksisite, deneyleri yapilarak uyarim kosullar1 belirlendi. Tezin ii¢lincii
asamasinda, gercek zamanli PZR yontemi ile gen ifadeleri RNA diizeyinde incelendi. Gen
ifadelerinin incelenebilmesi i¢in sirasiyla; 1- BEAS-2B hiicreleri Th2 sitokinler ile uyarildi
ve Dektin-1 reseptoriiniin gen ifadesi incelendi. 2- Th2 sitokinlerle uyarilan BEAS-2B
hiicreleri 4. fumigatus tan elde edilen B-glukan ile uyarildi. Uyarimlar sonrasinda ilk dnce
RNA izolasyonu yapildi daha sonrasinda ise elde edilen RNA’lar ile komplementer DNA
(cDNA) elde edilerek gergek zamanli PZR yapildi. Ger¢cek zamanli PZR yontemi ile; 1-
Sadece B-glukan varliginda Dektin-1 reseptoriiniin gen ifadesi incelendi. 2- Th2 tip
sitokinler varliginda Dektin-1 ifadesi ve sitokin profilleri incelendi. Tezin dordiincii
asamasinda gen ifadelerinin proteine yansiyip yansimadigini gérebilmek icin Western Blot
ve immiinofloresan boyama yontemleri kullamldi. Ik olarak BEAS-2B hiicreleri ve Th2
sitokinlerle uyarildi ve Dektin-1 ifadesi Western Blot teknigi ile protein diizeyinde
incelendi. Sonrasinda Th2 sitokin varliginda B-glukan ile uyarilan BEAS-2B hiicrelerinde
Dektin-1 ifadesi Western Blot teknigi ile incelendi. Dektin-1 Ifadesinin BEAS-2B
hiicrelerindeki yerini gorebilmek icin hiicreler B-glukan ile uyarildi ve immiinofloresan
boyama yontemiyle Dektin-1 proteininin ifadesi incelendi. Son olarak elde edilen veriler

istatistiksel olarak degerlendirildi.
4.1. A. fumigatus’ tan Ekstrakte Edilen p-glukan’in Dogrulanmasi

B-glukan’in izolasyonu i¢in Fatemeh Sadeghi ve arkadaslarinin 2020 yilinda Candida
albicans 'tan B-glukan elde etmek i¢in uyguladiklar1 yontem optimize edilerek kullanildi
[142]. Bu yéntem ile elde edilen iiriinler ATR-FTIR 4000 ile 600 cm™ spekturumlar
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arasinda 4 ¢oziiniirliik ve 16 tarama hizi ile analiz edildi. Elde edilen ATR-FTIR sonuglari

Sekil 4.1 ve Tablo 4’de gosterilmistir.
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Sekil 4. 1. FTIR %Transmittans Grafigi.

Mavi daireler igerisinde gosterilen gruplar sirasiyla; -OH grubu, -CH> grubu, Karboksilik
ester grubu ve C-O grubunu gostermektedir. ATR-FTIR analizi sonucunda elde edilen

veriler literatiirdeki B-glukan FTIR sonuglari ile uyumludur [151-153].

Tablo 4. Transmittans grafigine gore dalga sayisi ve karsilik geldigi fonksiyonel bolgeler

Dalga Sayisi Fonksiyonel Bolge
3334,84 cmt -OH bolgesi
2898,43 cm’t -CH bolgesi
1715,27 cm™* -C=0 bolgesi
1030,59 CO, CC bolgesi

4.2 Brons Epitel Hiicrelerinde p-glukan Alerjeni ile Uyarimin Hiicre Canhhgina ve
Sitotoksisiteye Etkisi

Brons epitel hiicre hatti olan BEAS-2B hiicreleri, B-glukan ile artan dozlarda uyarildi.
Uyarim sonrasinda hiicre canliligr etidyum homodimer-1 ve kalsein- AM floresan boyama

ile incelendi. Sitotoksisite analizi ise MTT deneyi ile gerceklestirildi.
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4.2.1 p-glukan Uyarim Sonrasinda Canl ve Olii Hiicrelerin Floresan Mikroskobu ile

Goriintiilenmesi

Brons epitel hiicrelerin B-glukan ile artan konsantrasyonlarda uyarimi sonrasinda canli/6li
hiicre boyamasi gerceklestirildi. Hiicreler B-glukan ile 0,1pg/mL, 1 pg/mL, 10 pg/mL ve
100 pg/mL konsantrasyonlarda 24 saat boyunca uyarildi. Uyarim sonrasinda elde edilen

floresan boyama goriintiileri Sekil 4.2.’de verilmistir.

Sekil 4. 2. BEAS-2B hiicreleri f-glukan ile; Uyarilmamis Kosul (UK) (A),
0,1 pg/mL (B), 1 pg/mL (C), 10 pg/mL (D), 100 pg/mL (E)
konsantrasyonlarda uyarilmis kosullarinin canl (yesil) /61 (kirmizi) hiicre

boyama fotograflari; 20 X, bar 125 pum

Literatiirdeki calismalar 6 pg/mL B-glukan (lentinan) ile uyarilan kosullarda hiicre
canliligmin azaldigimi gostermektedir [144]. RPMI-2650 nasal epitel hiicrelerinin 10 ve
100 pg/mL A. fumigatus kaynakli B-glukan ile uyariminin BEAS-2B hiicrelerindeki
sonuglara uyumlu olarak, hiicre canliligini azaltti§i bulunmugstur (Laboratuvarimizin
sonuclar — yayinlanmamis). Boyama sonuglarimiz literatiir bilgileri ile benzer sonuglar
vermistir [144, 154]. 10 pg/mL itibariyle hiicre morfolojisinde degisiklikler goériilmekle
beraber hiicre canlilifinda azalma baglamis ve 100 pg/mL de hiicre canliligi 6nemli

miktarda dismistiir.
4.2.2 p-glukan Uyariminin Hiicre Canhihgina Etkisi

Calismada brons epitel hiicrelere uygulanan B-glukan ekstraktinin hiicre canliligina etkisini

belirlemek amaciyla MTT ol¢iimii gergeklestirildi. BEAS-2B hiicrelerinin 0,1pg/mL, 1
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pg/mL, 10 pg/mL ve 100 pg/mL konsantrasyonlarda B-glukan ile 24 saat uyarimlar
sonrasinda elde edilen MTT sonuglart Sekil 4.3.’de verildi.

24 SAAT- MTT
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S & &\ F ¢
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B-Glukan Konsantrasyonlari

Sekil 4. 3. Brons epitel hiicrelerin farkli konsantrasyondaki -glukan ile uyarilmasi
sonrasinda elde edilen MTT sonuglari; n=3; **** p<0.0001. Hata ¢cubuklart SEM’1

gostermektedir.

BEAS-2B hiicrelerinin 0,1pug/mL, 1 pg/mL, 10 pg/mL ve 100 pg/mL konsantrasyonlarda 3
tekrar ile yapilan uyarimlart sonucunda kontrol grubunun hiicre canliligit %100 olarak
kabul edildi. Yapilan analiz sonucunda hiicre canliliginin 100 pg/mL ‘de 6nemli oranda
azaldigi goriildii. 0,1 pg/mL konsantrasyon ile uyarilan gruplarda ortalama hiicre canliligi
%117.24, 1 pg/mL konsantrasyon ile uyarilan gruplarda ortalama hiicre canliligi %95.76,
10 pg/mL konsantrasyon ile uyarilan gruplarda ortalama hiicre canliligi %93.075 ve 100
pg/ mL konsantrasyon ile uyarilan gruplarda ise ortalama hiicre canliligi % 41.71 olarak

hesaplanda.

Boyama sonuglarindan farkli olarak MTT sonuglarinda 10 pug/mL ‘de 6nemli bir degisiklik
goriilmedi. Iki yontemden elde edilen sonuglar arasinda gdzlenen bu farkin ydntemlerin
calisma prensipleri ile ilgili olabilecegi diistiniildii. MTT deneyi mitokondriyal aktivitenin

Olglilmesi prensibine dayali bir yontemdir [155]. 10 pg/mL ile uyarilan hiicreler 1s1k
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mikroskobu ile morfolojik olarak incelendiginde hiicre morfolojilerinin degistigi goriildii.
Buna karsin MTT sonuglarina gore hala yiiksek bir mitokondriyal aktivitelerinin oldugu
anlasildi. Bu durumun ise bir grup hiicrenin uyarana karsi direng gosterip mitokondriyal
aktivitelerinin yiiksek olabilecegi ile iliskili oldugu diisiiniildii. MTT yonteminden farkli
olarak floresan boyama yonteminde canli/6li hiicreler boyanmaktadir. Kalsein-AM hiicre
zarindan gecerek sitoplazmaya girebilen ve sitoplamazdaki esterazlar tarafindan
pargalanarak yesil renk olusturan bir substrattir. Kalsein-AM stoplazma aktivitesini
gosterdigi icin canli hiicrelerin yesil renkte goriilmesini saglar. Buna karsin Et/Br
homodimer III ajan1t membrandan gegemeyen ve DNA’ya baglanan bir ajandir. Bu ajan
canlt olmayan (membran yapilarint kaybetmis) hiicrelerin c¢ekirdeklerine baglanarak
kirmizi renkte bir 1s1ma olugmasini saglar. Floresan boyama yontemi canli ve 6lii hiicreleri
gostermekte itken MTT yontemi hiicre i¢ci metabolik aktivitenin bir gostergesidir. Bunlara
ek olarak literatiirde 2010 yilinda DDL-1 mide kanseri hiicreleri ile yapilan bir ¢alismada
ticari bir B-glukan olan laminarinin farkli konsantrasyonlart (0-10 pg/mL) kullanilmig ve 6
pg/mL konsantrasyon itibariyle hiicre 6liimlerinin gergeklestigi bildirilmistir [144]. Baska
bir ¢aligmada ise A549 hiicreleri farkli lipositlerle kapsiillenmis B-glukan formlari ile 5, 10,
15, 20 ve pg/mL konsantrasyonlarda 24 saat uyarilmig ve hiicre canliligini 6l¢mek i¢in ise
MTT analizi yapilmis ve artan konsantrasyonlarda hiicre canliliginda azalma izlenmistir

[154].

Floresan boyama ve MTT verileri bir arada degerlendirildiginde, gen ve protein ifadesi
Ol¢iim deneyleri igin hiicre Oliimiine yol agmayan 0,1 pg/mL ve 1 pg/mL B-glukan

konsantrasyonlari se¢ildi.

4.3 Ger¢cek Zamanh PZR Calismalan ile Dektin-1 Geni ve Sitokin ve Kemokinlerin

ifadesinin incelenmesi
4.3.1 BEAS-2B Hiicrelerinde Dektin-1 Geninin ifadesi

PZR calismalarinda BEAS-2B hiicreleri IL-4, IL-13 ve B-glukan ile uyarildi. BEAS-2B
hiicrelerindeki Dektin-1 reseptdriiniin gen ifadesi, bir housekeeping gen olan Peptidil

Izomeraz A (PPIA)’a kars1 incelendi (Sekil.4.4).
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Sekil 4. 4. BEAS-2B hiicre hatlarinda Dektin-1 reseptoriiniin ifadesinin
incelenmesi *E* p<0,001; **** p<0.0001 Hata ¢ubuklar1 SEM’1

gostermektedir.

Gergek zamanli PZR sonuglarina gore; B-glukanin artan konsantrasyonlar: ile uyarilan
BEAS-2B hiicrelerinde Dektin-1 reseptoriiniin ifadesi konsantrasyona bagli olarak
artmustir. 0,1 pg/mL Dektin -1 ile uyarim sonrasinda uyarilmamis kosula gore anlamli bir
artis olmamasina karsin; 1 pg/mL konsantrasyonda uyarim sonrasinda ise 3,5 katlik bir
artig tespit edildi. Ayrica yalnizca Th2 tip sitokinlar olan IL-4 + IL-13 ile uyarilan BEAS-
2B hiicrelerinde de Dektin-1 ifadesinin 3,5 kat arttig1 gozlendi. Buna ek olarak B-glukanin
Th2 tip sitokinler olan IL-4 ve IL-13 ile beraber uyarimi sonrasinda BEAS-2B hiicrelerinde
Dektin-1 ifadesi 5,5 kat artmustir.

Dektin-1 reseptorii temel olarak miyeloid hiicrelerde, makrofajlarda ve nétrofillerde ifade
edilir [156]. Bununla beraber Dektin-1 reseptoriiniin dendritik hiicrelerde ve akciger
epitellerinde de ifade edildigi gosterilmistir [157, 158]. Ayrica Dektin-1’in hem Th2 tip
sitokinler varliginda hem de Thl7 sitokinler varliginda ifadesinin arttig1 gosterilmistir

[128, 159, 160].
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2003 yilinda Janet ve arkadaslarinin yapmis oldugu bir ¢aligmada Dektin-1 ifadesinin IL-4
+ IL-13 varliginda 4 saatlik uyarimlarin 24 saatlik uyarimlara kiyasla daha yiiksek oldugu
bildirilmistir [160]. Fareler tizerinde Dektin-1 reseptoriiniin roliinii arastiran bir ¢alismada
lenfosit hiicreleri S. cerevisiae B-glukani ile 24 saat ve 48 saat boyunca uyarilmistir. Bu

uyarimlar sonucunda ise bir Th2 tip sitokin olan IL-4’lin arttig1 gdzlenmistir [161].

Literatiirde paylasilan bulgular degerlendirildiginde B-glukanin Dektin-1 aracili Th2 yanit
olusturdugu goriilmektedir. Tim bu veriler birlikte degerlendirildiginde Dektin -1
ifadesinde patojen kaynakli B-glukan ve Th2 tip hiicre mikro gevresinin énemli oldugu

sonucunu ¢ikarmaktayiz.

4.3.2 Th2 Sitokinler Varhginda BEAS-2B Hiicrelerinin B-glukan ile Uyarim

Sonrasinda Sitokin Profillerinin incelenmesi

Tez calismasi kapsaminda 24 saat siiresince B-glukan ile uyarilan BEAS-2B hiicrelerinde
IL-6, IL-8, IL-25, IL-33, TSLP ve RANTES sitokin ve kemokinlerinin ifadeleri
incelenmistir. Elde edilen sonuglar sirasiyla Sekil 4.5.’de, artis ve azaliglar1 Tablo 5°de

verildi.
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Sekil 4. 5. BEAS-2B hiicrelerinin B-glukan ile uyarimi sonrasi sitokin
ifadelerindeki degisim ** p<0,01 *** p<0,001 ****p<0,0001.

IL-6 ifadesindeki degisim: 0,1 pg/mL ile 24 saat boyunca uyarilan BEAS-2B hiicrelerinin

IL-6 ifadesinde uyarilmamis kosula kiyasla anlamli bir farklilik goriilmedi. Buna karsin -

glukan konsantrasyonu 1 pg/mL’ye c¢ikarildiginda IL-6 miktarinda 2 kathik bir artis
gdzlendi (p <0.01).

IL-8 ifadesindeki degisim: Hem 0,1 pg/mL hem de 1 pg/mL ile 24 saat boyunca
gerceklestirilen uyarimlar sonucunda IL-8 seviyesinde azalma gozlendi. Fakat bu azalma

istatistiksel olarak anlamli bulunmadi.

IL-25 ifadesindeki degisim: 0,1 pg/mL ile 24 saat boyunca uyarilan BEAS-2B hiicrelerinin

IL-25 ifadesinde uyarilmamis kosula kiyasla anlamli bir farklilik goriilmedi. Buna karsin

B-glukan konsantrasyonu 1 pg/mL’ye ¢ikarildiginda IL-25 miktarinda yaklasik 3,5 katlik
bir artig gozlendi.

IL-33 ifadesindeki degisim: IL-33 ile 3 tekrarli yapilan ger¢ek zamanli PZR sonuglardin

CT degerleri 35’in iizerinde bulundu.
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TSLP ifadesindeki degisim: 0,1 pg/mL ile uyarilan hiicrelerde istatistiksel olarak anlamli 2

katlik bir azalma goriilmiigken, 1 pg/mL ile uyarilan hiicrelerde anlamli bir fark

goriilemedi.

RANTES ifadesindeki degisim: 0,1 pg/mL ile uyarilan hiicrelerde RANTES ifadesine 2

kattan fazla bir azalma goriilmiisken; 1 pg/mL ile uyarilan hiicrelerdeki RANTES
ifadesinde 1,5 katlik bir artis izlendi.

Literatiirde Aspergillus fumigatus’a ait spor ve hiflerinin BEAS-2B epitel hiicreleri
tizerindeki inflamatuar etkilerini arastiran bir ¢alismada; sporlar ile yapilan uyarimda IL-6
artis1 gozlenmezken hif ile uyarimda IL-6 artis1 gézlenmistir. Yine ayni ¢aligmada IL-8
ifadesine bakilmis ve IL-6 ile benzer bir profil bulunmustur [162]. Romani ve arkadaslar
kullandiklar1 fare modeli ¢alismasinda IL-6 geni susturulmus farelerde C. albicans’a
duyarliligin arttigin1 bildirmislerdir [163]. IL-6’nin fagositozda rol almasi, eksikliginde
fungal duyarliligin artmasi gibi sebeplerden dolay1r mantar savunmasinda énemli bir sitokin
oldugu ifade edilmistir [163, 164]. Bu bilgiler 1s1ginda Aspergillus fumigatus’tan elde
edilmis B-glukan ile uyarimda IL-6 sitokinin ifadesindeki artig literatiir ile uyumludur
(p<0.005). CXC kemokin ailesinin bir {iyesi olan IL-8, 6zellikle notrofiller i¢cin 6nemli bir
aktivatordiir [165]. Literatiirde A.fumigatus ve P.chryosegenum hif ve konidyalari ile 6 saat
boyunca uyarilan BEAS-2B hiicrelerinde IL-8 ifadesinin arttig1 gézlenmistir. Literatlirden
farkli elde edilen gen ifade profilleri arasindaki farkliliklarin nedeni; fungal substratlarla
karsilasma zamani ve farkli fungal substratlarla (konidya ve hif) uyarimin
gerceklestirilmesi olabilir. . IL-8 sitokini, hiicresel uyaranlara kars1 erken donem cevap
verme potansiyeline sahip bir sitokindir [162] ve birgok hiicre tipi tarafindan salgilanan ve
hem bir kemoatraktan hem de gii¢lii bir anjiyonik faktér olan IL-8, IL-6 ya benzer
metabolik ozelliklere sahip olmakla birlikte, IL-6 ya kiyasla daha kisa bir yar1 dmre
sahiptir [166]. Birgok c¢alisma IL-8’in erken donem belirteci oldugunu gostermektedir
[166, 167].

IL-17 ailesine bir iiyesi olan IL-25, IL-17E adiyla da bilinmektedir [168]. Bu sitokin
temel olarak Th2 tip sitokinlerin sentezinde goérev almaktadir ve alerjenle karsilasma
sonrasinda erken evrede aktive olmaktadir [169]. 2018 yilinda yaymlanmis bir makalede
fare akciger epitel hiicreleri, Aspergillus fumigatus 'tan toplanan hem canli hem de 1siyla
inaktive edilmis konidyalar ile 6-24 ve 48 saat boyunca uyarilmistir. Is1 ile Oldiiriilen

konidyalarla yapilan uyarimda IL-25 seviyeleri 6. saatte en yiiksek olmak {izere zamanla
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azalmis fakat ortamdaki varligini korumustur. Yine aynmi ¢alismada canli konidyalar ile
uyarim yapildiginda 6. saatte en az, 24. saate en fazla, 48. saatte ise 6. saatten fazla 24.
saatten az olacak sekilde bir profil olusturmustur [170]. Tez c¢alismasinda literatiirdeki
verilerle uyumlu olarak [IL-25 ifadesi 24. saat sonunda kontrol grubuna kiyasla 4 kata

yakin bir artig géstermistir (p<0.005).

IL-1 protein ailesinin bir tiyesi olan IL-33, IL-25 gibi Th2 sitokinlerinin aktivasyonunda
gorev alan bir sitokindir [171]. Canli konidya ve 1sitilmis konidyalar ile uyarilan farelerin
akciger epitel hiicrelerinde 6, 24 ve 48 saat siirelerle sonucunda IL-33 ifadesinin kontrol
grubuna gore arttig1 gosterilmistir [170]. Buna karsin bizim sonuglarimizda 1L-33’tin CT
degerleri oldukga diisik (CT>35) ¢ikt1 ve IL-33 ifadesi tespit edilemedi. Bunun temel
sebebi IL-33 geninin uyarimin erken evrelerinde transkribe olmasi olabilir. Ayrica
literatlirdeki c¢alismalarda kullanilan konidyalar B-glukan haricinde diger hiicre duvari
yapilarii da icermektedir. IL.-33 ifadesinin 24. saat sonrasinda da goriilmesinin sebebi 3-
glukan harici alerjenlerin etkisi olabilir. Buna karsin HDM ile uyarilan hava yolu epitel
hiicrelerinde IL-33 ifadesinin en yiiksek 2. saatte goriildiigii, 6. saatte azalmaya basladigi

ve 24. saatte kontrol grubuna kiyasla daha diisiik seviyede oldugu literatiirde gosterilmistir

[172].

2014 yilinda yapilan bir ¢calismada Aspergillus fumigatus hifleri parcalanarak kitinaz ve
glukanaz enzimleri ile ayr1 ayri muamele edilmis ve farelere nazal olarak verilmistir. Bu
calismada fare epitel hiicrelerinde TSLP ifadesinin erken (6 saat) ve gec¢ (72 saat)
donemdeki ifadeleri incelenmistir. 72. saatteki TSLP ifadesinin 6. saatteki TSLP ifadesine
kiyasla daha yiiksek oldugu goriilmiistiir [173]. Baska bir ¢alismada ise fare akciger epitel
hiicreleri 1sitilmis ve canli konidyalar ile uyarilmis 1siyla inhibe edilen konidyalarla
uyarimin yapildig1 kosullarda TSLP ifadesinde artig saptanmis; ancak canli konidyalarla
uyarilan kosullarda kontrole gore fark bulunamamustir [170]. Bizim sonuglarimizda ise 0,1
pg/mL ile uyarilan hiicrelerde kontrole gore bir azalma goriilmiisken (p<0.01), 1 pg/mL
uyarimlarda kontrole benzer bir profil goriildii. Son olarak ise RANTES ifadesinin
konsantrasyona bagl olarak arttig1 tespit edilmis olmasina karsin literatiirde B-glukan ile

uyarimin RANTES ifadesi {izerine olan etkileri hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir.
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Tablo 5.: Sitokin/ Kemokinlerin 24 Saatlik konsantrasyona bagli ifade degisiklikleri.

Sitokin / Kemokin | 0,1 pg/mL | 1 pg/mL
IL-6 <> +
IL-8 - -
IL-25 - +
IL-33 0 0
TSLP - <>

[<>] DEGISIM YOK; [-] AZALIS; [+] ARTIS ; [O] CT >35
4.4 Western Blot Yontemi ile Dektin-1 Proteininin ifadesinin incelenmesi
BEAS-2B hiicrelerinde B-glukanla uyarimin Dektin-1 iizerine etkilerinin protein diizeyinde

incelenmesi amaciyla Western Blot yontemi kullanildi. Elde edilen sonuglar Sekil 4.6. ve

4.7.’de verildi.
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Sekil 4. 6 Yalnizca B-glukan ile uyarilan BEAS-2B hiicreleri. A: Dektin-1 Protein
Ifadesini, B: B-aktin Kontrol grubunu, C: Protein ifadesindeki kat artigini
gostermektedir.
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2.04

Sekil 4. 7. IL-4 + IL-13 ve B-glukan ile uyarilan BEAS-2B hiicreleri. A: Dektin-1
Protein Ifadesini, B: B-aktin Kontrol grubunu C: Protein ifadesindeki kat artisini
gostermektedir.

Sekil 4.6. ‘da yalnizca B-glukan ile uyarilan hiicrelerde Dektin-1 protein ifadesinde 1.5
katlik bir artig gozlenmesine karsin fark istatistiksel anlamliliga ulasmadi. Sekil 4.7.°de
yalnizca IL-4 ve IL-13 ile uyarilan hiicrelerde Dektin-1 protein ifadesinde 1,8 kat arttigi
gosterildi. Buna karsin hem IL-4 + IL-13 hem de B-glukan ile uyarilan kosullarda protein
diizeyinde bir degisiklik tespit edilmedi.

Literatiirde Dektin-1 protein ifadesiyle ilgili Western Blot calismalart kisithdir.
Makrofajlarda otofajide B-glukanin roliinii arastiran bir ¢aligmada makrofaj hiicreleri -
glukan ile uyarilmis ve 24 saatin sonunda kontrol grubuna gore Dektin-1 protein ifadesinde
1,5 katlik bir artis gosterdigi tespit edilmistir [174]. Bunun yan1 sira insan kornea epitel
hiicrelerinde yapilan bir diger ¢alismada, uyaran olarak hem curdlan (Agrobacterium -
glukani) hem de Aspergillus fumigatus hifleri kullanilmigtir. Bu deneyde hiicreler sirasiyla;
uyarilmamis, curdlan ile uyarilmis, hif ile uyarilmig ve curdlan + hif ile uyarilmis seklinde
4 gruba ayrilmistir. 24 saat siiren uyarim sonunda, Dektin-1 protein ifadeleri
incelendiginde ise yalniz curdlan ve hif ile uyarilan gruplarda uyarilmamis kosula gore
anlamli bir degisiklik gozlenmemisken, hem curdlan hem de hif ile uyarim yapilan
hiicrelerde 24. saat sonunda Dektin-1 protein ifadesinde 1,5 katlik artis gézlenmistir [175].
Fare korneasi {izerine yapilan baska bir ¢alismada fare kornealarinda Aspergillus fumigatus
kaynakli B-glukanin Dektin-1 proteini ifadesi {izerine etkileri incelenmistir. Bu ¢alismada
kornea hiicrelerine Aspergillus fumigatus hifleri enjekte edilmis ve 10 saat uyarilmis ve

Western Blot yontemiyle Dektin-1 protein diizeyi incelenmistir. Aspergillus fumigatus
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hifleri ile uyarilan hiicrelerde Dektin-1 protein miktarinda bir degisiklik saptanmamistir

[176].

IL-4 + IL-13 ile birlikte B-glukan uyarim sonucu RNA diizeyinde gozlenen ancak protein
diizeyinde tespit edilemeyen farkin agiklanabilmesi amaciyla 36 ve 48 saatlerde ko-

stimiilasyonun yapilmasi planlanmaistir.
4.5 Immiinofloresan Boyama ile Dektin-1 Proteininin ifadesinin Belirlenmesi

Protein ifadesinin  gosterilebilmesi icin  Western Blot yontemine ek olarak
immiinositokimya yapilmistir. BEAS-2B hiicrelerinin Th2 sitokinlerle uyarimi sonrasi elde

edilen immiinositokimya sonuglart Sekil: 4.8. ‘de gosterilmistir.

Sekil 4. 8. BEAS-2B hiicrelerinin 24 saat boyunca Th2 sitokinler ile uyarilmasi

sonucu olusan Dektin-1 protein ifadesi A: Negatif Kontrol B: Uyarilmamis Kosul
C: IL-4 +IL-13 Sitokinler ile uyarilmis kosul. Negatif kontrolde boyama
yapilmamustir. Cekirdek boyamasi 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) ile

yapilmigtir (mavi). Dektin-1 boyamast ise Alexa Fluor® 594 ile gergeklesmistir

(kirmizi).

Gergek zamanli PZR sonuglarinda Th2 sitokinler varliginda Dektin-1 ifadesinin arttigini
tespit edilmistir. Western blot yontemine ek olarak, immunofloresan boyama yontemi ile
Dektin-1 protein ifadesini inceledigimizde uyarilmamis kosula kiyasla Th2 tip sitokin ile

uyarilan hiicrelerde Dektin-1 protein ifadesinde belirgin bir artis gdzlemlenmistir.
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5. YORUM

Astim, diinya ¢apinda her yastan ve cinsiyetten bireyi etkisi altina alabilen ve etkiledigi
kisilerin yasam kalitelerini olumsuz yonde etkileyen bir solunum yolu hastaligidir. Astimin
baslangict ve siddetin hem genetik faktorlerin hem de cevresel faktorlerin rol almast
astimin tedavisini giiglestirmektedir. Astim tedavilerinde daha kesin ¢éziimler bulabilmek

icin bilim adamlar1 astimi ¢esitli fenotip ve endotiplere ayirmistir.

Astim baslangicinda ve alevlenmesinde en onemli etmenlerden birisi de dis ortamdan
soludugumuz hava yolu alerjenleridir. Hava yolu alerjenleri igerisinde polenler, hayvan
tilyleri, tozlar, ev tozu akarlar1 ve mantarlar yer almaktadir. Mantarlar birgok c¢evresel
kosula adapte olabilmeleri ve firsat¢i1 patojen olmalari nedeniyle ayr1 bir dneme sahiptir.
Firsatgr patojenler arasinda siklikla karsilasilan tiirler; Candida sp., Alternari sp.,
Peniclium sp. ve Aspergillus sp.’dir. Bu tiirler igerisinde Aspergillus tiirleri yiiksek
patojenite ve termotolerant oOzellikleriyle dikkat ¢ekmektedir. Bu mantar tiiri hem
tirettikleri sporlar vasitasiyla solunum yollarina kolonize olarak, hem de godvdelerinde
kopan pargalarla alerjik etki olusturarak mantar duyarli bireylerde astim siddetini

arttirabilmektedirler.

Tez caligmasi kapsaminda, hava yolu patojeni olan Aspergilus fumigatus tiiriiniin hiicre
duvar bilesenlerinden B-glukan ekstrakte edildi. Saflastirilan B-glukan, brons epitel hiicre
hattt olan BEAS-2B hiicrelerine uygulanarak Dektin-1 reseptoriiniin mRNA ve protein
diizeyinde ifadesi incelendi. Ayrica B-glukan ile uyarilan hiicrelerde temel sitokinlerin ve

kemokinlerin ifadeleri mRNA diizeyinde incelendi.

Literatiirde B-glukan saflastirmayi tarif eden gesitli yontemler bulunmaktadir [177-179].
Saflagtirma yontemi optimize edilirken, birgok maya ve mantarda basarili olan farkl
yontemler denendi. Calismalarimizda kullandigimiz ve literatiirde tarif edilen klasik
yontemlerin Aspergillus fumigatus tiirii mantarlarda basarili olmadigim gdzlemledik. Ileri
caligmalarimizda ise Fatemeh Sadeghi ve arkadaslarinin uygulamis olduklar1 yontem
optimize edilerek Aspergillus fumigatus kokenli B-glukan yapisi basarila saflastirildr .
Bir¢ok maya ve mantarda basarili olarak calistig1 literatlirde belirtilen yontemlerin bizim
calismamizda basarili olmamasinin nedenlerinden birisinin Aspergillus fumigatus’un
istisnai hiicre duvar yapisi olmast muhtemeldir. Genel olarak mantar hiicre duvarinda

bulunan a-glukan yapist %1-%10 arasinda degismektedir. Fakat bu durum Aspergillus
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tirlerinde farklilik gostererek hiicre duvarinin %10’dan fazlasin1 a-glukan yapisi
olusturmaktadir. Bunun yani sira, mantar hiicre duvari iskeletlerinin %601 B-(1,3)-(1,6)
halkasal glukan yapisi icermektedir. Fakat Aspergillus fumigatus tiirii mantarlarda hiicre
duvar1 iskeleti bitkilerinkine benzer bir sekilde B-(1,3)-(1,4) dogrusal glukan yapisi
seklinde bulunmaktadir [92]. B-glukanin halkasal ve dogrusal yapilar1 arasindaki farklar
gdz Online alindiginda saflastirmadaki bu zorlugun hiicre duvar yapisindaki farklilik

oldugu diistiniildii.

B-glukan saflagtirma isleminden sonra, p-glukanin kimyasal karakterizasyonunun
yapilabilmesi i¢cin ATR-FTIR analizi yapildi. Analizdeki trasnmittans ve absorbans
degerleri baz alindiginda, elde edilen ekstraktin B-glukana ait tanimlanmis fonksiyonel

bolgeleri icerdigi goriildii.

Saflagtirilan  {irlinlintin -~ B-glukan oldugu dogrulandiktan sonra, p-glukanin uygun
konsantrasyonlarinin bulunabilmesi i¢in hiicrelerde sitotoksisite ve canlilik testleri yapildi.
Bunun i¢in BEAS-2B hiicreleri 96 kuyulu plakalar ekildi ve 0.1, 1, 10 ve 100 pg/mL
konsantrasyonlarda B-glukan ile 24 saat boyunca uyarildi. Sitotoksisite i¢in MTT, hiicre
canlilig1 i¢in EtBr/Kalsein boyama yontemleri kullanildi. Bu deneylerden elde edilen
sonugclar ve literatlirdeki dnceki bilgiler beraber kiyaslandiginda uygulanacak dozlar 0.1 ve

1 pg/mL olarak belirlendi.

BEAS-2B hiicrelerinde Dektin-1 ifadesinin incelenmesi i¢in 6ncelikle BEAS-2B hiicreleri

Th2 tip sitokinler olan IL-4 ve IL-13 ile uyarildi. Th2 tip sitokinler varliginda Dektin-1 gen
ifadesinin 3,5 kat arttig1 tespit edildi. Bir f-glukan reseptorii olan Dektin-1’in B-glukan ile
karsilasan BEAS-2B hiicrelerinde ifadesinin degisip degismeyecegini gdrmek i¢in hiicreler
B-glukan ile belirlenen dozlarda uyarildi. Bunun sonucunda, BEAS-2B hiicrelerinde
konsantrasyona bagl olarak Dektin-1 ifadesinin arttigi ve 1 pg/mL konsantrasyonda 3,5
katlik bir gen ifadesi artis1i sagladigi goriildii. Tim bunlara ek olarak, BEAS-2B
hiicrelerinin Th2 tip sitokinler ve B-glukan ile beraber uyarimlarinin Dektin-1 ifadesini
yaklagik 5,5 kat arttirdign goriildii. Elde ettigimiz veriler, patojen kaynakli B-glukan ile
karsilasma durumunda Th2 tip inflamasyonun oldugu bir ortamda, Dektin-1 ifadesindeki
artisa bagl olarak bu reseptor baglh yolaklardaki degisikliklerin detayli olarak arastirilmasi
gerekliligini ortaya koymaktadir.

Th2 tip sitokinler ve B-glukan varliginda Dektin-1 protein diizeyindeki degisiklikler

incelendiginde Th2 tip sitokinlerin oldugu ortamda Dektin-1 ifadesinde artig gézlenmesine
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karsin RNA diizeyinde gozlenenden farkli olarak B-glukan ile uyarim kosullarinda Dektin-
1 protein ifadesinde artis tespit edilememistir. Sitokin bagimli yolaklar ile B-glukan
bagimli yolaklar arasindaki farkliliklarin, RNA-protein paternlerinde goriilen farkin
kaynagi olabilecegini diistinmekteyiz. Farkli uyarim stirelerinde protein deneyleri
tekrarlanarak B-glukan uyarimimin Dektin-1 proteini {izerindeki etkilerinin arastirilmasi

planlanmustir.

Pro- ve anti-inflamatuar ozellikteki IL-6 ‘nin ifadesindeki artisa paralel olarak epitel
kokenli sitokinler olan alarmin IL-25 ve TSLP’nin ifadesindeki artis, epitel hasarla iliskili
bir inflamasyonun da gostergesidir. Literatiirde TSLP’ nin ge¢ donemde (72 saat) erken
doneme kiyasla (6 saat) daha yiiksek ifade edildigi gosterilmistir. Ayrica fungal
konidyalarla yapilan bir ¢alismada 1siyla muamele edilen konidyalarin TSLP ifadesini
arttirdigr buna karsin canli konidyalarin TSLP ifadesini degistirmedigi belirtilmistir.
Bunlara ek olarak bizim g¢alismamizda TSLP ifadesi diisiik konsantrasyonda kontrolden
diisiik bir profil sergilerken yiiksek konsantrasyonda kontrol ile benzer profil gdstermistir.
1 pg/mL konsantrasyonda kontrolle benzer bir profil goriilmesinin nedeni TSLP nin geg

donemde ortaya ¢ikmasi olabilir.
Sonug olarak;

1. Hava yolu epitel hiicrelerinde Th2 sitokinler varliginda Dektin-1 ifadesin arttig
tespit edildi.
2. Aspergillus fumigatus tiiriinden elde edilen pB-glukanin hava yolu epitel

hiicrelerinde Dektin-1 ifadesini arttirdig1 goriildii.

Tez calismasinda, uyar1 zamani olarak tek zaman se¢ilmistir. Ancak erken ve ge¢ donem f3-
glukan uyariminin epitel hiicrede Dektin-1 ve inflamatuar sitokinler iizerine etkilerinin
ortaya konmasi B-glukan temelli Aspergillus fumigatus enfeksiyonun etki mekanizmasinin
anlasilmasi agisindan 6nemlidir. Epitel kokenli sitokinlerin uyari sonrasi ifade profillerinin
ortaya konmasi [-glukan temelli inflamasyonun agiklanmasinda onemli bir yol

oynayacaktir.

Dektin-1 ifadesinin hava yolu inflamasyonundaki roliinii detaylandirabilmek adina
Alternaria sp., Cladosporium sp. Penicilium sp. gibi igin firsat¢1 patojenlere ait B-glukanlar
ekstrakte edilip farkli mantar tiirlerinin hava yolu inflamasyonunda olusturdugu etkiler
gozlenebilir. Bunlara ek olarak calismamizda hava yolu epitel hiicresi olarak sadece

BEAS-2B epitel hiicre hatt1 kullanildi. Mantarlarin {ist ve alt solunum yollarina kolonize
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olup inflamasyona sebebiyet verdigi goz Oniine alinirsa BEAS-2B hiicre hattina ek olarak
bir nazal epitel hiice hatti olan RPMI-2650 hiicre hattinda B-glukan kaynakli meydana
gelen Dektin-1 ifadesi ve sitokin ve kemokin profillerinin incelenmesi hava yolu

inflamasyonda Dektin-1 roliiniin incelenmesine yonelik detayli bir anlay1s saglayacaktir.

Tez galismas1 Aspergillus fumigatus’tan B-glukanin ekstrakte edilip uygulanmasi yoniiyle
literatiirdeki benzer ¢alismalardan ayrilmaktadir. Bu ¢alisma ile beraber, ekstrakte edilmis
saf B-glukanin (proteaz aktivitesi devam eden konidyalardan veya kitin,mannan gibi diger
hiicre duvar1 elemanlarini igeren bilesik yapilardan farkli olarak) hava yolu epitel
hiicrelerindeki Dektin-1 reseptorii lizerine olan etkisi gosterilmis, sitokin ve kemokin
profilleri olusturularak literatiire katki saglanmistir. Bu baglamda tez calismasi gelecek

calismalara onciiliik edebilecek niteliktedir.
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