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Astım, çocukluk çağında daha sık görülmekle beraber her yaştan ve cinsiyetten kişileri 

etkileyen hava yolunun kronik inflamatuar hastalığıdır. Sanayinin ve kentleşmenin hızla 

arttığı çağımızda, astım prevelansı artış göstermektedir. Hastalığın başlangıcında ve 

gelişmesinde genetik ve çevresel faktörler görev almaktadır. Sigara dumanı, beslenme 

alışkanlıkları, hava kirliliği gibi alerjen olmayan çevresel faktörlerin yanı sıra, ev tozu 

akarı, polenler ve mantarlar gibi alerjik faktörler, bu tür alerjenlere hassasiyet gösteren 

bireylerde astımın başlangıcı, gelişimi ve şiddetiyle ilişkilendirilmiştir.  

Doğal çevremizde sıklıkla karşılaştığımız ve özellikle sıcaklık değişiklerine karşı dayanıklı 

olan mantarlar, mantar hassasiyeti olan bireylerde ciddi solunum yolu rahatsızlıklarına 

sebep olabilmektedir. Isı değişikliğine dirençli (termotolerant) mantarlar arasında yüksek 

patojenite özelliği taşıyan Aspergillus fumigatus türü mantarların, mantar duyarlı şiddetli 

astım (SAFS) ve alerjik bronkopulmoner aspergillosiz (ABPA) hastalıklarında birincil rol 

oynadığı yapılan klinik çalışmalarda gösterilmiştir. Küçük sporları vasıtasıyla solunum 

yollarına yerleşen bu mantar türü, salgıladığı proteaz enzimleri ile epitel hücre hasarı ve 

inflamasyon oluşumuna katkı yapmaktadır. Bu mantarların proteaz aktiviteleri haricinde, 

hücre duvarında bulunan β-glukan, kitin gibi yapılarının da inflamasyonda etkili olduğuna 

dair literatür bilgileri mevcuttur. Mantar hücre duvarının temel bileşeni olan β-glukan 



 
 

 

scavenger reseptörleri ve komplementer reseptör 3 tarafından tanınsa da ana reseptörü 

Dektin-1’dir. C-tipi lektin benzeri reseptör ailesinin Tip II membran proteini grubunda olan 

Dektin-1 reseptörü, ilk olarak fare dendritik hücrelerinde keşfedilmiştir. Daha sonrasında 

yapılan çalışmalarda ise bu reseptörün lökosit, makrofaj, nötrofil ve T hücreleri gibi 

inflamatuar hücrelerin yanı sıra epitel hücreler gibi yapısal hücrelerde de bulunduğu 

gösterilmiştir. Tez çalışması kapsamında Aspergillus fumigatus türünden elde edilen β-

glukan ile uyarılan BEAS-2B hücrelerinde Dektin -1 reseptörü ifadesi RNA ve protein 

düzeyinde incelenmiştir.  Th2 tip sitokin (IL4 + IL13) varlığında β-glukan uyarımının 

Dektin-1 ifadesi üzerine etkisi araştırılmıştır.  

Ayrıca çalışmamızda β-glukan ile uyarılan hücrelerde meydana gelen proinflamatuar ve 

anti inflamatuar sitokin ve kemokin profilinin belirlenmesi için; IL-6, IL-8, Rantes, IL-25, 

IL-33 ve TSLP sitokin ve kemokinlerinin ifadeleri gerçek zamanlı polimeraz zincir 

reaksiyonu (PZR) yöntemi ile RNA düzeyinde incelenmiştir. 

Tez çalışmasında Aspergillus fumigatus’tan elde ettiğimiz β-glukan ile uyarılan hücrelerde 

Dektin-1 ifadesinin arttığı bulunmuştur Ayrıca Th2 sitokinler olan IL-4 ve IL-13 varlığında 

bu artışın daha da yükseldiği tespit edilmiştir. Protein düzeyinde hem Western Blot hem de 

immünofloresan boyama sonuçlarında Th2 tip sitokinler ile olan uyarımda Dektin-1 

varlığının arttığı gösterilmiştir. β-glukan ile uyarım sonucunda kontrol grubuna göre IL-6 

ve IL-25 gen ifadelerinde artış, IL-8 gen ifadelerinde ise azalış tespit edilmiştir. Yüksek 

doz β-glukan ile karşılaşmanın RANTES ifadesini arttırdığı bulunmuştur 
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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 β-glucan and 



 
 

 

chitin in the cell wall, are also effective in inflammation. Although β-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 II 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 β-glucan obtained from 

Aspergillus fumigatus species was investigated at the level of RNA and protein. The effect 

of β-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 β-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 

β-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 β-glucan. As a result of stimulation with β-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 β-

glucan increases RANTES expression. 
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1. GİRİŞ 

 

Astım, çocukluk çağında daha sık görülmekle beraber her yaş gurubundan bireyi 

etkileyebilen ve hastaların hayat kalitelerini azaltan kronik bir solunum yolu hastalığıdır. 

Hava yolu daralması, öksürük nöbetleri, hırıltılı solunum, göğüste tıkanıklık ve sıkışma 

hissi gibi semptomlar ile karakterize olan bu hastalığın prevelansı, toplumdan topluma 

değişmekle beraber dünya nüfusunun en az %4-5’ini etkisi altına almaktadır.  

Astım başlangıcı ve şiddetinde genetik ve çevresel faktörlerin etkili olduğu bilinmektedir. 

Çevresel faktörler içerisinde hava kaynaklı alerjen maruziyeti önemli bir faktördür. Hava 

yolu alerjenleri başlıca ev tozu akarı, polenler, evcil hayvan tüyleri ve mantar bileşenleri 

olup bu alerjenlerle gün içerisinde sıklıkla karşılaşılmaktadır. 

Son yıllarda yapılan çalışmalarda mantar kaynaklı hastalıkların sıklığında artış olduğu 

gösterilmiştir. Bununla beraber astımlı hastaların üçte ikisinin mantar kaynaklı 

alerjenlerden etkilendiği bildirilmiştir. Çevremiz, sağlığımızı etkileyen ve sıklıkla 

karşılaşabildiğimiz termotolerant mantarlarla çevrilidir. Termotolerant mantarlar arasında 

en sık karşılaşılan mantar türlerinden birisi Aspergillus fumigatus’tur. Oluşturdukları küçük 

sporlar ile alt ve üst solunum yollarına yerleşen bu mantar türü, yerleştikleri bölgelerde 

çimlenerek, mantar duyarlı şiddetli astım (SAFS) ve alerjik bronkopulmoner aspergilosiz 

(ABPA) gibi ciddi solunum yolları hastalıklarına sebebiyet vermektedir. 

Mantar kaynaklı alerjenlerin başında proteaz alerjenler gelmektedir. Alerjen proteazlar 

dışında mantar yapısında yer alan kitin, mannoz, β-glukan yapıları da fungal alerjenlerin 

önemli bir kısmını oluşturmaktadır. Bu alerjenler, doğal bağışıklığın önemli bir parçası 

olan patern tanıma reseptörleri (PRR) tarafından tanınmaktadır. Mikroorganizmanın 

yapısına ve bileşimine bağlı olarak, farklı PRR kombinasyonları aktive edilir, bu da 

spesifik sinyal yolaklarını indükleyerek dışarıdan gelen ajanlara özel yanıtların verilmesini 

sağlar. Toll Benzeri Reseptörler (TLR), C-tipi Lektin Benzeri Reseptörler (CLR), 

Nükleotid Bağlayıcı Oligomerizasyon Alanı Benzeri Reseptörler (NOD Like Reseptörler 

NLR), Retinoik Asitle İndüklenebilir Gen (RIG)-1 Benzeri Reseptörler (RLR) ve AIM-2 

Benzeri Reseptörler (ALR) olmak üzere 5 çeşit PRR tanımlanmıştır. Bu 5 PRR içerisinden 

TLR ve CLR’ler transmembran proteinleri iken NLR, RLR ve ALR sitoplazmik 

proteinlerdir.  

CLR’ler, fagositoz, kompleman aktivasyonu, doğuştan gelen bağışıklık ve diğer 

fonksiyonlarına göre on yedi gruba ayrılan ve binden fazla üyesi olan, karbonhidratları, 
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proteinleri ve lipitleri tanıyan büyük bir protein ailesidir. Başlangıçta sadece mantar 

alerjenlerini tanıdığı düşünülen bu reseptörlerin virüs, bakteri, parazit, ev tozu akarı 

alerjenlerine karşı da reseptör olarak görev alan alt sınıfları olduğu bulunmuştur. CLR’ler 

yapılarındaki karbonhidrat tanıma bölgelerine (CRD) göre Tip I membran proteinleri, Tip 

II membran proteinleri ve çözünebilir lektinler olarak 3 ayrı şekilde sınıflandırılır. Tip I 

membran proteinlerine örnek olarak Dec205 ve Mannoz Reseptörleri verilebilir. Bunların 

CRD’leri 8-10 domainden oluşmaktadır. Tip II membran proteinleri ise tipik olarak tek bir 

CRD içermektedir. Başlıca Tip II membran proteinleri Dektin-1, Dektin-2, DC-SIGN, 

Mincle ve DNGR-I olarak bilinmektedir. Çözünür lektinler içerisinde ise Mannoz 

Bağlayıcı Lektinler (MBL) ve sürfektan proteinler yer almaktadır. 

Tip II membran proteinleri içerisinde yer alan Dektin-1 reseptörü, diğer CLR’in aksine 

Ca+2 bağımlı değildir. Bu protein, mantar hücre duvarının temel bileşeni olan β-glukanın 

ana reseptörüdür. Dektin-1 reseptörü tipik olarak, membrana bağlı bir sap bölgesi, hücre 

dışına uzanan bir CRD yapısı ve sitoplazma içerisine uzanan bir immünoreseptör tirozin 

aktivasyon motifi (ITAM) içeren sitoplazmik bir kuyruğa sahiptir. Dektin-1 reseptörünün, 

mantar hücre duvarı bileşenlerinden biri olan β-glukanı tanımasıyla beraber, hücresel bir 

sinyal yolağı başlar ve mantar alerjenine karşı bir cevap oluşturulur.  

Literatür çalışmaları Dektin-1 reseptörünün başlıca miyeloid ve dendiritik hücreler, 

monositler, makrofajlar ve B hücreleri olmak üzere epitel hücrelerde de ifade olduğunu 

göstermektedir. Bununla beraber Dektin-1’in ana β-glukan reseptörü olduğu ve mantar 

maruziyetine karşı doğal bağışıklık sisteminde rol aldığı bilinmektedir. Buna karşın hava 

yolu epitel hücrelerinde β-glukan ve Dektin-1 reseptörünü ilişkilendiren çalışmalarda 

genellikle mantarın kendisi veya spor ve konidyaları canlı ve/veya ölü olarak 

kullanılmıştır. Bu da direkt olarak β-glukan ve Dektin-1 ilişkisini açıklamakta yeterli 

değildir. Ayrıca mantarlar arasında hücre duvar yapılarının farklılık göstermesi, oluşan 

immünolojik yanıtların farklı olmasına neden olabilmektedir. 

Tez çalışmasında Aspergillus fumigatus’un hücre duvar yapısında yer alan β-glukanlar 

saflaştırılarak hava yolu epitel hücrelerinin uyarılmasında kullanılmıştır. β-glukan 

varlığında hava yolu epitel hücrelerinde Dektin-1 reseptörünün ifadesi RNA ve protein 

düzeyinde  incelenmiştir. Ayrıca, astım gibi Th2 sitokin yanıtının arttığı koşullarda β-

glukan uyarımının Dektin-1 ifadesi üzerindeki etkileri araştırılmıştır. Son olarak tez 

çalışması kapsamında β-glukan ile uyarımın inflamatuar süreçteki olası rolünü ortaya 
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koymak amacıyla epitel hücre kökenli sitokin ve kemokinlerin ifadeleri RNA düzeyinde 

incelenmiştir.  

Hava yolu epitel hücreleri başta olmak üzere inflamatuar süreçte görev alan hücreler 

üzerinde patojen mantarların etki mekanizmasının anlaşılmasının yenilikçi tedavi 

yaklaşımları için önemli olduğunu düşünmekteyiz. Tez çalışması gerek β-glukan 

saflaştırılması, gerekse Aspergillus fumigatus kaynaklı β-glukanların hava yolu epitel 

hücrelerindeki etkileri baz alındığında gelecek çalışmalar için yol gösterici olacaktır. Bu 

tez çalışmasının sonuçlarının literatüre katkı sağlayacağı ve yeni projelere temel 

oluşturacağı inancına sahibiz. 
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2. GENEL BİLGİLER 

 

2.1. Astım Tanımı 

Kelime kökü olarak Yunanca “aazein” kelimesinden türemiş olan astım, “nefes-nefese” 

anlamına gelmektedir [1]. Orta Çağ’dan beri varlığı bilinen ve birçok kişiyi etkisi altına 

almış olan bu hastalık, 19. yüzyılın sonlarına doğru İngiliz Doktor Henry Hyde Salter’ın 

yayınlamış olduğu “On Asthma and its Treatment” (Astım ve Tedavisi Hakkında) isimli 

bilimsel çalışmasıyla beraber tıp literatüründeki yerini almıştır. Bu yayınında Henry Hyde 

Salter, astımı, “sağlıklı solunum arasında karakteristik özellikleriyle ortaya çıkan solunum 

krizi” şeklinde tanımlamıştır [1, 2].  

Günümüzde ise astımın epidemiyolojik ve patolojik yönden çeşitli tanımları yapılmaktadır 

[3, 4]. Bununla beraber Küresel Astım Girişimi (GINA, 2019) raporuna göre astım, kronik 

hava yolu inflamasyonunu takiben hırıltılı solunum, göğüste sıkışma hissi, nefes darlığı, 

öksürük gibi belirtilerle ortaya çıkan heterojen bir hastalık olarak tanımlanmaktadır [5].  

2.2 Astım İnsidansı ve Epidemiyolojisi 

 Etkilediği bireylerin hayat kalitelerini düşüren ve ileri boyutlarda ölümle sonuçlanabilen 

astım, dünya genelinde 330 milyondan fazla bireyi etkisi altına almaktadır ve bu sayının 

önümüzdeki 5 yıl içerisinde (2020-2025 yılları arası) 100 milyondan fazla artış yapacağı 

düşünülmektedir [6, 7]. Uluslararası Çocukluk Çağı Astım ve Alerjiler Çalışması (ISAAC) 

kapsamında, 2000-2003 yılları arasında 97 ülkede ve 233 şehirde 13-14 yaş arasındaki 

çocuklarda detaylı bir anket çalışması yapmıştır. Bu çalışma sonucunda astım 

prevelansının bölgeden bölgeye çeşitlilik gösterdiği, özellikle sanayileşmiş ve 

şehirleşmenin olduğu bölgelerde astım vakalarının yüksek prevelanslarda (≥%20) olduğu 

gözlemlenmiştir. 2002-2003 yıllarında Dünya Sağlık Örgütü (DSÖ)’nün 70 ülkede, 18-45 

yaş aralığındaki 177.496 erişkin bireyde yaptığı anket çalışmasının ISAAC verilerini 

desteklediği görülmüştür (Şekil 2.1.) [6]. ISAAC ve DSÖ’nün yapmış olduğu detaylı 

anketler haricinde bölgesel çalışmalar da astım sıklığı ve şiddetinin çocukluk döneminde, 

erişkin dönemine kıyasla daha fazla olduğunu göstermektedir [8].  
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Şekil 2. 1. 18-45 yaş arasındaki bireyleri kapsayan dünya genelindeki prevelans haritası 

[6]. 

Tüm bunlarla beraber epidemiyolojik bulgular, cinsiyetler arasında astım prevelansı ve 

şiddeti arasında da farklar olduğunu göstermiştir. 0-14 yaş aralığındaki çocukluk 

dönemindeki vakalar incelendiğinde, erkek çocukları arasındaki astım vakalarının (%11,5) 

kız çocukları arasındaki astım vakalarına (%9,9) kıyasla daha yüksek olduğu 

gözlemlenmiştir. Ancak erişkin döneme geçildikçe astımın kadınlar arasındaki 

yaygınlığının erkekler arasındaki yaygınlığından daha fazla olduğu bildirilmiştir (Şekil 

2.2.) [9-13].  

 

Şekil 2. 2. Yaş ve Cinsiyete Göre Astım Prevelansı [12]. 

Ülkemizde, 2009 yılında Türk Toraks Derneği Astım ve Alerji Çalışma Grubu’nun 

yönettiği, 14 şehirden toplamda 25843 kişinin katıldığı anket çalışmasında astım 

prevelansı, kırsal bölgede yaşayan erkekler arasında %8,5; kırsal bölgede yaşayan kadınlar 
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arasında % 11,2; şehirde yaşayan erkekler arasında % 6,2; şehirde yaşayan kadınlar 

arasında ise % 7,5 olarak bulunmuştur [14].  

2.3 Astım Türleri 

Astımın bir hastalıktan ziyade bir sendrom olması, astımın tedavisini güçleştirmekte ve 

kişiden kişiye farklılık göstermesine neden olmaktadır. Doğru tanının koyularak doğru 

tedavinin yapılabilmesi için, astım çeşitli fenotip ve endotiplere ayrılmıştır. Fenotip terimi, 

bir hastalıkta doğrudan bir patofizyolojik etki olmaksızın, o hastalığın klinik olarak 

gözlenebilen özelliklerini tanımlarken; endotip, hastalık sonucunda farklı patofizyolojik 

süreçlerin olduğunu anlatan bir terimdir [15].  

2.3.1 Astım Fenotipleri ve Astım Patogenezi 

Astım fenotipleri hastanın yaşı, hastalığın şiddeti, sıklığı, atopik veya non-atopik oluşu ve 

meydana gelen semptomlar gibi birçok özellik göz önüne alınarak oluşturulmuştur.  [15]. 

Astımlı bireylerden alınan bronkoalveolar sıvı örnekleriyle yapılan ilk çalışmalar astım 

fenotiplerini, alerjik ve alerjik olmayan astım şeklinde iki ana gruba ayırmıştır [16]. Alerjik 

astım, havayolu alerjenlerinin solunmasını takiben şiddetlenen bir astım türü olup alerjik 

olmayan astıma göre tedaviye karşı daha duyarlıdır. Buna karşın alerjik olmayan astım 

türünde, bireyler herhangi bir havayolu alerjenine maruz kalmaksızın -aşırı spor yapımı, 

obezite gibi sebeplerden dolayı- astım semptomu gösterebilmektedirler [15]. Günümüzde 

ise astım fenotiplerini tanımlamak için, çok sayıda klinik olarak gözlemlenebilir özellik 

kullanılmış ve tanımlanmış olan birçok fenotip, epidemiyolojik verilere, oluşan 

semptomlara, atopik duruma ve bronş tıkanıklığı gibi özelliklere dayandırılmıştır [15, 17, 

18]. Tüm bunlarla beraber, indüklenmiş balgamda granülosit infiltrasyonunun araştırılması 

sonucunda 4 fenotip; eozinofilik, nötrofilik, karışık granülositik ve paucigranülositik 

önerilmiştir [19-21]. Balgamda incelenen granülositlere göre; eozinofilik astımda 

balgamda tespit edilen eozinofil oranı>%3, nötrofilik astımda balgamda gözlenen nötrofil 

oranı>%61, karışık granülositik astımda balgamda hem nötrofil hem de eozinofil artışı 

gözlenmiştir, paucigranülositik astım da ise eozinofil ve nötrofil düzeyleri normal 

miktardadır [22-24]. Şekil 2.3.’de gösterildiği gibi, süreç genellikle havayolu epitelinin bir 

uyarana karşı maruziyeti ile başlar ve sonrasında oluşan havayolu inflamasyonunun ve 

klinik belirtilerin çerçevesinde farklı yolaklar izler  [25].  
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Şekil 2. 3. Astım patolojisinin karakteristik özellikleri. Özellikler, eozinofilik 

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

paucigranülositik) ve karışık granülositik inflamasyon olarak üçe ayrılır. IL, 

interlökin; TH, T yardımcı hücre [25]. 

2.3.1.1 Eozinofilik Astım 

Eozinofilik astım, havayolu mukozasında bazal membran inflamasyonu, kanda ve 

balgamda yüksek eozinofil seviyeleri ile tanımlanan astım fenotipidir  [26-28]. Genel 

olarak alerjik duyarlılaşma ve baskın Th2 inflamatuar yanıt ile ilişkilendirilen eozinofilik 

astım, sıklıkla kortikostreoid tedavisine cevap vermektedir [29]. Eozinofilik astım kendi 

içerisinde 3 kısıma ayrılmaktadır;  

1- Alerjen hassasiyetiyle ortaya çıkan eozinofilik astım: Bu tür eozinofilik astımda 

hastalar, alerjik rinitle beraber alerjen maruziyetinde şiddetli semptomlar 

gösterirler. Genç yaşta başlayan astım durumunda gözlenmektedir.  

2- İdiyopatik eozinofilik astım: Bu türdeki hastalar non-atopik olup, genellikle ileri 

yaşlardaki bireylerde görülür. Tipik eozinofilik patolojiyi yansıtır.  

3- Asprin ile alevlenen astım: Bu astım çeşidinde bireylerde asprin duyarlılığı söz 

konusudur. Hastalar, nazal polipler ve asprin duyarlılığı ile ciddi rinosinüzit 

semptompları gösterirler. İdiyopatik eozinofilik astımda olduğu gibi, bu tür astımda 

genellikle non-atopik ve erişkin bireylerde görülür. [28] 

Eozinofilik astım bir dizi immünolojik ve pro-inflamatuar mekanizmalar sonucu gelişir. 

Temel olarak, adaptif bağışıklık sisteminin bir üyesi olan ve IL-4, IL-5 ve IL-13 
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sitokinlerinin salınımında rol alan Th2 hücreler tarafından yönlendirilirler [28, 30, 31]. 

Bunun yanı sıra, Th2 aracılı hava yolu eozinofili, dendritik hücreler, bronşiyal epitel 

hücreleri ve doğal lenfoid hücrelerden oluşan hücreler arası bağlantıya dayanan doğal 

bağışıklık ile de bağlantılı olabilir [28]. Sonuç olarak, hava yolu eozinofili, eozinofilik 

alerjik ve alerjik olmayan astımda tip-2 inflamasyonun patojenik sürecine kritik olarak 

katılan hem Th2 hem de tip 2 doğal lenfoid (ILC2) hücrelerinin biyolojik aktivitesinden 

kaynaklanmaktadır. Bu mekanizmalar ise artan IgE ifadesiyle ilişkilidir [32]. 

Alerjik duyarlılaşma sırasında solunan alerjenler, hava yolundaki antijen sunan dendritik 

hücreler tarafından alınır ve T hücrelerine sunulur. Sitokin çevresi ise, T yardımcı 

hücrelerinin farklılaşmasına ve IL-4, IL-5 ve IL-13 üretimine yol açarak immünoglobulün 

(Ig) E sınıf değişimine, mukus üretimine ve havayolu aşırı duyarlılığı ile havayollarının 

yeniden şekillenmesine neden olur (Şekil 2.4. ) [29]. 

 

 

Şekil 2. 4. Eozinofilik Astım Patogenezi [28]. 

2.3.1.2 Nötrofilik Astım 

Nötrofilik astım, balgamda %40-76 arasında değişen yüksek nötrofil ile karakterizedir. 

Nötrofilik astım sabit havayolu obstrüksiyonu, 1 saniyede çok düşük zorlu ekspirasyon 

hacmi (very low forced expired volume in 1 second = FEV1) ve bronkodilatör sonrası 

FEV1 ile ilişkilendirilmiştir [33]. Nötrofilik astım, Th2 tip astımdan farklı olarak, 

kortikosteroidlere karşı çok daha düşük cevap vermektedir. Nötrofilik astımın 
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kortikosteroidlere karşı dirençli olması, bu tür astımdan muzdarip kişilerin hastaneye yatış 

sıklığının ve buna bağlı ölüm oranlarının artışı ile sonuçlanmaktadır. Bu durum ise 

nötrofilik astımda “ağır astım” vakalarının daha çok olmasını açıklar [33-35]. Nötrofilik 

astımın patofizyolojisi eozinofilik astıma göre daha az anlaşılmıştır. Nötrofilik astımın 

virüs, bakteri ve mantar kaynaklı oluşan solunum yolu enfeksiyonları, rinosinüzit, obezite, 

gastro-özofagal reflü, uyku apneleri gibi dış etkiler ile şiddetlendiği bilinmektedir. 

Mantarlar arasında Aspergillus fumigatus, mantar duyarlı şiddetli astımda (SAFS) 

tanımlanmıştır ve nötrofilik bir cevap oluşturmuştur [36]. Nötrofillerin astımdaki rolleri 

tam olarak açıklanamamıştır ancak granüllerinin salınması, bronşiyal hiper reaktivite ve 

havayollarının yeniden yapılanmasına neden olabileceği öne sürülmüştür. Nötrofilik 

astımlı hastaların balgamlarında, eozinofilik astımlıların balgamına kıyasla daha yüksek 

seviyelerde total matriks metaloproteinaz-9 (MMP-9) ve nötrofil elastaz (NE) enzimleri 

bildirilmiştir [37]. Bu enzimler havayolu yapısal hasarına neden olup aynı zamanda 

CXCL-8 (IL-8) gibi güçlü kemokinlerin aşırı salgılanmasına sebep olurlar [36]. Yapılan 

birçok çalışmada IL-17A sitokininin güçlü bir nötrofilik astım medyatörü olduğu ve 

salgılanması sonucunda ortama nötrofil akışının olduğu gösterilmiştir [38, 39]. Primer 

bronş epitel hücrelerinde yapılan deneysel çalışmada IL-17A’nın salınımı sonrası, CXCL1, 

CXCL2, CXCL3, CXCL5, CXCL6, CXCL8/IL-8, IL-6 ve IL-19 proteinlerinin 

indüksiyonu bildirilmiştir. Tüm bu çıktılar doğrultusunda nötrofilik astımda en önemli 

medyatörlerin başında IL-17A geldiği düşünülmektedir [40].  

2.3.1.3 Karışık Granülositik Astım 

Karışık granülosit astım, şiddetli astımın nadir görülen bir türüdür. Bu alt tipe sahip 

kişilerde hem eozinofilik hem de nötrofilik inflamasyon vardır. [22, 23, 41]. Yapılan klinik 

çalışmalarda eozinofilik olmayan (nötrofilik, karşık granülositik ve az granülositik) astım 

türlerinde hetorejenlikler görülmüştür. Havayolu aşırı duyarlılık düzeyleri (AHR) ve 

dışarıya verilen nitrik oksit (eNO) miktarları incelendiğinde ise, karışık granülositik tip 

astımda eozinofilik astıma benzer eNO ve AHR seviyeleri tespit edilmiştir [22]. 

2.3.1.4 Paucigranülositik Astım (PGA) 

Literatürde paucigranülositik astım olarak geçen bu astım türünde, balgamda ve kanda 

yüksek sayıda eozinofil veya nötrofile rastlanmaz ve ayrıca anti-inflamatuar tedaviler 

yanıtsız kalır. Bu astım türü yeterince araştırılmamış olmasına rağmen hafif astımlı bireyler 

arasında karşılaşılan en yaygın astım fenotipidir [19, 22-24]. Bu tür, inflamatuar olmayan 
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astım olarak da adlandırılmaktadır. Diğer eozinofilik olmayan türlerde olduğu gibi bu türde 

kortikosteroid dirençli olarak bilinmektedir [19]. 

2.4 Astımın Etiyolojisi ve Risk Faktörleri 

Dünya genelinde insidansı giderek artan astım, diğer birçok hastalığın aksine gelişmiş 

ülkelerde daha sık görülür.  Bunun temel nedeni olarak ise farklı çevresel faktörler 

gösterilmektedir.  Sanayileşmeye bağlı artan hava kirliliği, polen, hayvan tüyleri, mantarlar 

gibi solunabilen alerjenler ve besin ile aldığımız alerjenler çevresel faktörlere birer 

örnektir. Bunun yanı sıra, ailede görülen astımın genellikle diğer aile bireylerinde de 

görülebilmesi astımın genetik yönünü göstermektedir. Bu bilgiler ışığında astımın hem 

çevresel hem de genetik faktörlerle ilişkisi olduğu söylenebilir [42].  

 2.4.1 Genetik Faktörler 

Astımda genetik faktörlerin etkisinin  %35-95 arasında olduğu belirtilmektedir [43, 44]. 

Astımlı bireylerde yapılan aile çalışmaları, tek yumurta ve çift yumurta ikizi çalışmaları 

astımın genetik yönünü desteklemektedir. Bununla birlikte astımın nesiller boyunca 

aktarımı poligeniktir ve birden fazla kalıtsal bileşeni vardır [45]. Astımda olduğu gibi 

kalıtımında birden fazla genin rol üstlendiği hastalıklarda, genetik faktörlerinin 

araştırılması bir takım temel genetik çalışmalarla ilerler (Şekil 2.5.). 

                  

Şekil 2. 5. Karmaşık hastalıklarda genetik faktörlerin araştırılması için izlenilen yol [46]. 
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2.4.1.1 Ailevi Kümelenme ve İkiz Çalışmaları 

Ailesel kümelenme ve ikiz çalışmaları, karakteristik bir özelliğin ölçülebilir bir genetik 

bileşene sahip olup olmadığını belirlemede kullanılan ilk adımdır. Yapılan aile 

çalışmalarında genetik bileşenlerin astım hastalığının kalıtımında önemli bir rol oynadığı 

gösterilmiştir [46, 47]. Bununla birlikte, tek yumurta ikizlerinin, çift yumurta ikizlerine 

kıyasla astımda daha yüksek uyumluluğa sahip olduğu görülmüştür [42]. 

2.4.1.2. Ayrışma Analizleri  

Ayrışma analizleri, genetik karakterin nasıl kalıtıldığı (baskın – çekinik), hangi gen veya 

genler ile ilişkili olduğu gibi sorulara cevap bulabilmek için yapılan çalışmalardır [42]. 

Literatürde astım vakalarında ayrışma analizleri yaygın bir şekilde kullanılmaktadır. 

Yapılan çalışmalarda sıkılıkla IgE konsantrasyonlarının ayrışma analizleri yapılmıştır. Bu 

çalışmaların çoğu IgE seviyelerinin yüksek oranda kalıtsal olduğunu bildirmiştir [48-50]. 

2.4.1.3. Genom Boyu Bağlantı Analizleri 

Genom çapında bağlantı analizleri, genetik hastalıkla ilişkili olan genlerin belirlenebilmesi 

için yapılan çalışmalardır. Çalışma sırasında belirlenen popülasyonlar üzerinde geniş bir 

genetik analiz yapılarak hastalık ile ilişkili ortak genler tespit edilir. Eğer bir hastalık, 

belirli belirteçlerle birlikte gelecek nesillere aktarılırsa, hastalığa sebep olan genlerin 

kromozomlardaki konumunun bu belirteçler ile yakın olduğu düşünülür. Böylece, astım ve 

alerji gibi birçok gen tarafından düzenlenen genetik hastalıkların daha kolay genetik 

analizinin yapılması sağlanır [45]. 11 farklı popülasyonda yapılan Genom Boyu Bağlantı 

Analizi Çalışmaları ve vaka kontrol çalışmaları kapsamında, astım ve alerjiyle ilgili 18 

genomik bölgeyle beraber 100’den fazla gen ilişkilendirilmiştir [51, 52]. Örneğin, birçok 

çalışmada atopik hastalıklarla bağlantılı olan 5q31-32 bölgesi, T hücre aktivitesi ve cilt 

morfogenezi ile ilişkili olan IL4, IL13, CD14 ve SPINK5 genlerini taşır [53]. Bağlantı 

analizlerinde daha spesifik bölgeleri bulabilmek için daha yoğun işaret eşlemesi (ince 

haritalama) yapılmaktadır. 

2.4.1.4 Aday Gen İlişkilendirme Çalışmaları 

Bağlantı analizlerinin genellikle aileler arasında veya belirli popülasyonlarda yapılmasına 

karşın, aday gen ilişkilendirme çalışmaları hem aile içerisinde hem de akraba olmayan 

hasta ve sağlıklı bireyler arasında yapılabilmektedir [46]. Bu yaklaşımda, sağlıklı bireyler 
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ve hasta bireyler arasındaki genler karşılaştırılarak hastalıkla ilişkili olası polimorfizimler 

belirlenmeye çalışılır [45]. 

Pozisyonel klonlama metoduyla belirlenen astımla ilişkili ilk aday gen, bir disintegrin ve 

metalloproteinaz olan ADAM33 genidir. Bronş düz kas hücreleri ve fibroblastlar tarafından 

sentezlenmekte olan bu genin, akciğer fonksiyonları ve havayollarının yeniden 

şekillenmesi ile ilgili olduğu düşünülmektedir [54]. İnsan genom projesinin 

tamamlanmasıyla beraber tek nükleotid değişimlerinin (single nucleotide polymorphism-

SNP) incelenmesi kolaylaşmıştır ve farklı popülasyonlarda farklı genler üzerinde çok 

sayıda çalışma tamamlanmıştır. Çok sayıda SNP Çalışması, Yapılan Genom Boyu 

İlişkilendirme Çalışmaları’nda (Genome Wide Association Studies-GWAS) 1000’yakın 

aday gen belirlenmiştir fakat bu aday gen çalışmalarının sonuçlarının tekrarlanabilirliği 

genellikle düşüktür. Bununla beraber, 17. kromozomda bulunan ve ilk keşfedilen GWAS 

geni olma özelliği taşıyan ORMDL3 geni, birden fazla aday gen çalışmasında 

tanımlanmıştır. [51, 55, 56]. Buna ek olarak 2. kromozomda IL1RL1/IL18R1, 6. 

kromozomda HLA-DQ 9. kromozomda IL33, 15. kromozomda SMAD3 ve 22. 

kromozomda IL2RB genleri astımla ilişkilendirilen genlerdir. Bu genler arasında ORDML3 

geni özellikle çocukluk çağı astım ile ilişkiliyken, HLA-DQ geç dönem astım ile ilişkilidir. 

ORMDL3, IL1RL1/IL18R1, IL33, SMAD3 ve HLA-DQ genleri birçok çalışmada çocukluk 

çağı astımı ile ilişkilendirilmişlerdir. [45, 57] 

2.4.2 Epigenetik ve Çevresel Faktörler 

Genetik faktörler astım hastalığında önemli bir yer edinse de tek başına gerekli veya yeterli 

değildir. Yapılan çeşitli epidemiyolojik çalışmalarda ve hayvan çalışmalarında aynı genetik 

değişkenliğin farklı çevrelerde, farklı klinik fenotiplerle karakterize olduğu gösterilmiştir 

[58].  

2.4.2.1 Epigenetik Faktörler 

Epigenetik, DNA dizisinde doğrudan değişiklik olmaksızın, gen ifadesindeki değişiklilerin 

incelenmesidir. Bu değişiklikler arasında DNA’nın metilasyonu, fosforilasyonu, 

asetilasyonu, ubikitilasyonu görülebilmektedir [59]. DNA dizisini değiştirmeden meydana 

gelen bu etkiler, hücre yaşamının geri kalanı boyunca hücre bölünmeleri yoluyla kalabilir 

ve bunun yanı sıra birden fazla nesil boyunca da sürdürülebilir [60]. Anormal DNA 

metilasyonu, değiştirilmiş histon modifikasyonu, spesifik mikro-RNA ifadeleri ve 

kromozomlarda gerçekleşen diğer değişiklikler T hücre, dendritik hücre, marofaj gibi 
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inflamatuar hücrelerin yanı sıra epitel hücre gibi yapısal hücrelerin yeniden 

yapılanmasında görev alırlar. Ayrıca, dendritik hücre işlevi, makrofaj aktivasyonu ve 

havayolu epitel bariyerinin bozulması gibi etkilere sebep olabilmektedirler [60]. Son 20-30 

yılda astım ve alerjinin görülme sıklığındaki ciddi artışlar genetik dizide değişikliğe neden 

olmadan gen ifadesi üzerinde etkili olan epigenetik faktörlerin de önemli bir rol oynadığını 

göstermektedir [61-63]. 

2.4.2.2 Çevresel Faktörler 

Astımın ortaya çıkışını tetikleyen çeşitli çevresel faktörler mevcuttur. Bunların arasında 

mikrobiyal ve viral patojenler, egzoz dumanları, polenler, Aspergillus fumigatus gibi dış 

ortam küfleri,  soğuk ve nemli hava gibi ev dışında maruz kalınan çeşitli etkenlerin astımı 

tetiklediği ve şiddetini arttırdığı gösterilmiştir [64]. Bununla birlikte ev tozu akarları, 

hamamböcekleri, fareler, evcil hayvan tüyleri, ev küfleri kaynaklı moleküller, farmasötik 

ilaçlar, gibi iç ortam alerjenleri de astım tetikleyicileridir [59]. Yapılan çalışmalar, benzer 

popülasyonlarda görülen astım sıklığındaki önemli farkların farklı dış ortam ve iç ortam 

şartları, çalışma ortamı ve farklı beslenme alışkanlıklarına bağlı olarak tüketilen besinler 

(Omega-6 çoklu doymamış yağ asitleri, C ve D vitaminleri, β-karoten, magnezyum, 

selenyum vb. mineraller) tarafından da kaynaklanabileceğini göstermektedir  [42]. 

2.5 Astım ve Mantar İlişkisi 

Astımın şiddeti, kişiden kişiye değişiklik gösterir ve bununla birlikte, astımlıların üçte 

ikisinin yaygın alerjenlere karşı reaksiyon gösterdiği bilinmektedir [65]. Astım şiddetinin 

artmasındaki en önemli ve yaygın alerjenler, ev tozu akarı (house dust mite = HDM), evcil 

hayvanlardan kaynaklanan hayvan tüyleri, polenler ve mantarlardır [66-68]. Mantarların 

insan sağlığını etkilediği uzun yıllardır bilinmekte ve etkileri araştırılmaktadır  [65, 69]. 

2.5.1 Mantarlar 

Mantarlar alemi, küfler, mayalar, mantarlar, braket mantarları gibi çeşitli ökaryotik 

organizmaları içeren geniş bir alemdir [70]. Mantar Yaşam Ağacı Birleştirme (AFTOL) 

projesine göre, mantarlar alemi 8-10 filuma bölünebilir. Bunlar arasında, Ascomycota ve 

Basidiomycota grupları, tanımlanan mantar türlerinin yaklaşık %98'ini temsil eden 

Dikarya'yı oluşturur [71, 72]. Mantarların tamamı zararlı olmasa da içerisinde insan 

sağlığını birçok yönden olumsuz etkileyebilen türleri barındırmaktadır. Mantarlar, 

konaklarına yüzeysel deri enfeksiyonlardan, hayatı tehdit eden invazif mikozlara kadar 
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değişen enfeksiyon yoluyla, toksinler üreterek veya alerjik reaksiyonları indükleyerek zarar 

verebilirler [73]. Mantarlar, hayvanlardan ve bitkilerden farklı olan karmaşık bir 

metabolizmaya sahiptir. Çevrelerine enzimler salgılarlar ve enzim faaliyetinin parçalanma 

ürünlerini emerler [74]. Penicilium, Aspergillus türlerinin yanı sıra Candida albicans gibi 

mayaların da dahil olduğu bazı mantar türleri, mantar kaynaklı akciğer enfeksiyonlarının 

en önemli nedenini oluşturur [73, 75, 76]. 

Mantarlar, maya gibi tek hücreli olabilir, ancak tipik olarak çapı 2 ila 10 mm arasında 

değişen, hiflerden oluşan, iplik benzeri veya tüp benzeri bir gövdeye sahiptir. Hifler 

mantarların uçlarında büyür ve sıklıkla dallanır ve bu da miselyum adı verilen birbirine 

bağlı bir hif ağının oluşumuna neden olur [77, 78]. Mantarlar, çoğu havada dağılmaya 

uyarlanmış sporlar üreterek çoğalırlar. Sporlar, mayoz veya mitozla çoğalabilir. Mayoz 

bölünme ile üretilen sporlar, eşeyli üreme ile ilişkilidir ve her bir fungal filumun özelliği 

olan çeşitli yapılarda üretilir. Alerjenik mantarlar arasında, mitoz bölünme ile üretilen 

sporların çoğu, farklılaşmış hifler veya konidiyoforlar üzerinde oluşur ve bunlara konidya 

adı verilir. Bunlar, yaşam döngüsünün eşeysiz çoğalma aşamasıyla ilişkilidir (Şekil 2.6.) 

[79].        

                                              

Şekil 2. 6. Mantarların Hayat Döngüsü [80]. 

2.5.2 Mantar Hücre Duvarı  

Temel olarak, mantar hücre duvarlarının tümü benzer şekilde tasarlanmıştır. Duvar yapısı, 

duvarın işlevini doğrudan etkiler ve çevreyle iletişim halindedir. Lifli ve jel benzeri 

karbonhidrat polimerler, çeşitli proteinler ve diğer yapılar ile güçlü fakat esnek bir 

haldedir. Hücre zarının hemen üzerinde yer alan sert bir kitin yapısı hücre duvarının ana 

tabakasını oluşturmaktadır. Kitin tabakasının hemen üzerinde ise heterojen bir halde β-1,3 
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glukan yapısı ve bu yapıya bağlı dallanmış bir β-1,6 glukan yapısı bulunmaktadır. Bu 

çekirdek yapısı sayesinde, selüloz ve β-1,3; β-1,4 glukan yapısı içeren bitki çeperinden 

ayrılmaktadır. Bu yapı hücre duvarının suda çözünürlüğünü azaltarak, hücre duvarının 

suda çözünmeyen bir hal almasını sağlar. Kitin ve β-glukan yapısından oluşan iskelet 

üzerinde çeşitli bağlı proteinler ve karbonhidrat yapıları bulunmaktadır. Bu yapılar; 

mannanlar, mannoproteinler ve galaktomannanlardır. Kitin, β-glukan ve mannozlardan 

oluşan bu heterokompleks yapı haricinde, mantar türleri arasında değişkenlik gösteren 

melanin, α-1,3 glukan gibi ikincil yapılar da bulunmaktadır. Mantar hücre duvarı, doğuştan 

gelen bağışıklık sistemini uyarabilecek çeşitli bileşenlere sahiptir.  (Şekil 2.7.) [74, 79, 81].  

 

 

Şekil 2. 7. Mantar Türlerinin Hücre Duvar Yapıları [82]. 

2.5.2.1 Hücre Duvarı Polisakkaritleri 

Kitin ve glukan gibi polisakkaritler, transmembran enzimatik kompleksler tarafından hücre 

zarında sentezlenir [82].  Kitin ve glukan sentezinde rol alan ana sentazlar hücre zarında 

bulunur ve substrat olarak urasil di-fosfat (UDP) şekerini kullanırlar. Bu polisakkaritler 

(kitin ve glukan), kendi aralarında ve diğer moleküller ile (mannan, glikoproteinler) çapraz 

bağlar oluşturarak hücre duvarının sağlamlığını türden türe değiştirirler [81, 82]. 

Mantar hücre duvarının, hücre zarına bağlı ilk kısmı olan kitin, hücre duvarı bileşenleri 

arasındaki en polimorfik bileşendir [83]. 1,3-β-Glukan yapısı ile beraber mantar hücre 

duvarının çekirdeğini oluştururlar [82]. Kristal yapısından dolayı direnç ve sertlik 
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kazandırır. Ayrıca, fitopatojenik mantarlarda enfeksiyonla ilişkili morfogenezde anahtar 

rollere sahiptir [84].  

β-glukanlar, yulaf ve arpa gibi bitkilerin yanı sıra; bakteri, mantar, maya, yosun ve liken 

gibi organizmaların hücre duvarlarında bulunan glikoz polimerleridir. Bitkilerde bulunan 

β-glukan yapısı 1,3-1,4 glukoz bağları ile karakterize iken, bu yapı birkaç istisna haricinde 

maya ve mantarlarda 1,3-1,6 glukoz bağlarıyla karakterizedir (Şekil 2.8.). Bu bağlanma 

farklılığı nedeniyle, maya ve mantardan elde edilen β-glukan yapısı, suda çözünmez bir 

özellik kazanır ve ayrıca 1,3-1,4 β-glukan yapısına kıyasla daha fazla biyolojik aktiviteye 

sahip olduğu iddia edilmektedir [82, 85, 86]. β-glukanların suda çözünürlük, moleküler 

kütle ağırlığı, dallanma derecesi ve konformasyon gibi fiziksel özelliklerine bağlı olarak 

çeşitli biyolojik ve immünofarmakolojik aktivitelere sahip oldukları gösterilmiştir [87]. 

Mantar hücre duvarının kuru ağırlığının yaklaşık %50-60 kadarını oluşturan bu 

karbonhidrat polimeri, makrofajlar ve diğer beyaz kan hücrelerindeki reseptörlerin 

(komplementer reseptör 3, çöpçü reseptörler) yanı sıra epitel hücrelerde bulunan 

reseptörlere de bağlanarak, bağışıklık sistemi üzerinde anti-tümör ve pro-inflamatuar 

aktiviteyi güçlü bir şekilde uyarır [88, 89]. 

Glukan sentezini ve bileşimini inceleyen çalışmalar, Saccharomyces cerevisiae ve Candida 

albicans'ta yapılmıştır ve bu çalışmalarda maya hücre duvarının ana yapısı olarak β-1,3-1,6 

glukan içerdiği gösterilmiştir [90]. Buna karşın, yakın zamanda yapılan araştırmalar ise 

Neurospora crassa, A. fumigatus dahi birçok filamentli mantarın, hücre duvarı ana 

bileşenlerinde β-1,6 glukan yapısının ana bileşen olmadığı gösterilmiştir [91, 92].  

Mantar hücre duvarını oluşturan bir polisakkarit olan mannanlar, proteinlere bağlanan kısa 

dekorasyon mannanları ve uzun temel mannanlar olarak iki şekilde bulunurlar. 

Mannanların sentezleri mayalarda ve küflerde benzer yolakları izler ve kısa dekorasyon 

mantarlarının varlığı hem mayaların hem de A. fumigatus’un hücre duvar yapısının 

oluşumunda oldukça önemlidir [93].  Buna karşın mayalar ve ipliksi mantarlar arasındaki 

en büyük farklardan birisi hücre duvarı uzun mannanlarının yapısal organizasyonudur. S. 

cerevisiae ve C. albicans gibi mayalarda, yüksek oranda dallanmış N-bağlantılı mannanlar 

proteinlere bağlanır ve molekül başına 100'den fazla mannosil kalıntısı içerir. Bu 

mannanlar hücre duvarının yüzeyini kaplar ve hücre duvarının polisakkarit çekirdeğine 

kovalent olarak bağlanmazlar. İpliksi mantar A. fumigatus'ta uzun mannanlar (zincir başına 
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ortalama 50 mannoz), glukan-kitin çekirdeğine kovalent olarak bağlandıklarından hücre 

duvarının ayrılmaz bir parçasıdır [94].  

                                      

Şekil 2. 8. a) Suda çözünmeyen dallı β- glukan yapısı b) Suda çözünen lineer β-

glukan yapısı [95]. 

2.5.2.2 Melanin  

Melaninler, polimerize fenolik ve / veya indolik bileşiklerden oluşan, yüksek moleküler 

ağırlıklı, negatif yüklü hidrofobik pigmentlerdir [82]. Melaninlerin işlevleri tam olarak 

bilinmemekle beraber mantar hücre duvarlarında iki tip melanin bulunur. Bunlar 

Aspergillus türlerinde bulunan 1,8-dihidroksinafitalin (DHN)-melanin ve Wangiella 

dermatitidis, Sporothrix schenckii, gibi siyah renkli patojenlerde ve Cryptococcus 

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

Bitki patojenik mantarları üzerine yapılan çalışmalara dayanarak, melaninin insan mantar 

patojenlerinde yapısal rolünün hücre duvarı sertliğini arttırdığı, W. dermatitidis gibi siyah 

mantarların hiflerinin konak dokulara ve Aspergillus türlerinin kondiyalarına renk verdiği 

söylenebilir [82, 96]. 

2.5.2.3 Hücre Duvarı Proteinleri 

Mantarların hücre duvarında, farklı işlevlerde ve bazen türe özgü çok sayıda protein sınıfı 

bulunur. Yüzeylere yapışarak duvarın özelliklerini değiştirmede ve mantarın dış ortama 

adaptasyonunda veya fagositlerden gizlenmesinde görev yapabilirler [82]. 

2.5.3 Aspergillus fumigatus  

Aspergillus ailesi içerisinde 250’den fazla tür olup, çoğu toprakta bulunur ve gıda 

bozulmasının ana etkenleri arasındadır [97]. Aspergillus ailesi içerisinde özellikle 4 tür; A. 

nidulans, A. niger, A. terreus ve A. fumigatus insan ve hayvan hastalıklarının yaygın 



18 
 

ajanlarıdır. Bu 4 tür içerisinde A. fumigatus, dış çevrede en çok karşılaşılan ve fırsatçı 

mantar patojeni olarak solunum yolu hastalıklarına neden olmaktadır [98, 99]. 

2.5.3.1 Aspergillus fumigatus’ un β- Glukan İskeletli Hücre Duvarı 

Mantar hücre duvarının fiziksel ve biyolojik özellikleri, yapısal polisakkaritlerin bileşimi, 

bağlanma şekilleri ve konumu ile belirlenir. Mantar hücre duvarı polimerleri temel olarak 

sıcak alkalide çözünürlüklerine göre iki gruba ayrılırlar. Yakın dönemde yapılan bir 

çalışmadaki kimyasal analizler sonucunda A. fumigatus hücre duvarının tespit edilen 

özellikleri: i) β-1,6 glukanın merkezi yapıda olmaması ve ii) diğer mantarlarda 

tanımlanamayan doğrusal bir β-1,3 β-1,4 glukanın varlığıdır. Aynı çalışmada A. fumigatus 

türünün alkali çözünmeyen fraksiyonlarının galaktomannan, kitin ve β-1,3 glukan yapıları 

içerdiği görülmüştür. Kitin, galaktomannan ve lineer β-1,3-β-1,4 glukan, β-1,3 glukan yan 

zincirlerinin indirgeyici olmayan ucuna kovalent olarak eklenmiştir. Mayalarda olduğu 

gibi, kitin, β-1,4 bağı yoluyla β-1,3 glukana bağlanır. Bu veriler, β-1,3-glukanın 

dallanmasının hücre duvarı yapısında erken bir olay olduğunu ve kitinin galaktomannan ve 

doğrusal β-1,3 - β-1,4 glukan için potansiyel reseptör bölgelerinde bir artışa yol açtığını 

göstermektedir [92, 100, 101] 

2.5.3.2 Aspergillus fumigatus ve Havayolu Hastalıkları 

Fungusların hava yolu alerjeni olduğu uzun yıllardır bilinmektedir. Hava yolu fungal 

alerjenleri arasında en sık karşılaşılanları Alternaria, Cladosporium, Penicillium, mayalar 

ve Asperigillus’tur [69, 102]. Mantarlar optimum geliştikleri ortam sıcaklıklarına göre 3 

sınıfa ayrılabilirler: 

1. Mezofilik (Ilıman Ortam Seven) Mantarlar: 18°C ile 22°C sıcaklıklarda 

optimum gelişim gösteren mantarlardır. Mezofilik mantarlar 37 °C’de yüksek 

aktivite gösteremedikleri için insanlarda patojen olma özellikleri sınırlıdır [103]. 

2. Termofilik (Sıcaklık Seven) Mantarlar: Yüksek sıcaklıklarda gelişebilen bu 

mantarlar vücut sıcaklığında da rahatlıkla gelişebilirler. Fakat bu mantarlar 

20°C’nin altında büyüyemezler. Bu nedenle genellikle dış çevrede bulunamazlar ve 

nadiren insan enfeksiyonları ile ilişkilidirler [103] 

3. Termotolerant (Sıcaklık Değişimlerine Toleranslı) Mantarlar: Çevresel şartlara 

yüksek uyumluluğu olan, ani sıcaklık değişikliklerine karşı uyum sağlayabilen 

mantarlar, hem dış çevrede yoğun bir şekilde bulunurlar hem de vücut sıcaklığı 

olan 37°C’de aktivitelerini devam ettirebilirler. Bu mantarlar, başta alerjik 
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havayolu enfeksiyonları olmak üzere birçok hastalık ile ilişkilendirilmişlerdir 

[103]. 

 Aspergillus cinsi mantarlar, termotolerant özellikte olup, sıcaklık değişikliklerine karşı 

toleranslıdır. Dış çevrede sıklıkla karşılaşılan Aspergillus cinsi mantarlar, ürettikleri küçük 

sporlar vasıtasıyla alt ve üst solunum yollarında kolayca kolonize olabilirler [103, 104].  

Solunum yollarına yerleşen bu sporlar çimlenmeye başlar. Solunum yollarında gelişen bu 

sporlar hastalığa yatkın kişilerde bronkopulmoner aspergillozis (ABPA) gelişimine sebep 

olur ve fungal duyarlılığa sahip şiddetli astım (SAFS) ile ilişkilendirilirler [105].  

2.5.3.3 Aspergillus, ABPA ve SAFS 

Aspergillus cinsi mantarlar, kişilerin Aspergillus sporlarını soluması, bronşiyal astımı 

olanların Aspergillus hassasiyeti ve ABPA ile beraber astım alevlenmesi gibi farklı 

şekillerde astımın başlangıcı ve şiddetlenmesinde rol oynarlar [65, 106].  

ABPA, Alerjik Bronkopulmoner Mikozun (ABPM) en yaygın şeklidir. T yardımcı 

hücrelerinin alt gruplarından olan Th2 hücrelerinin infiltrasyonu, pulmoner sistemdeki ve 

periferal kandaki yüksek eozinofili ile karakterize bir akciğer hastalığıdır.  Bununla 

beraber, kan serumunda Aspergillus fumigatus’a özgü IgE ve IgG1 antikorları da yüksek 

miktarda bulunmaktadır [107].  

SAFS, son yıllarda fungal alerjenlere duyarlı olan astım hastalarında tanımlanmış yeni bir 

astım fenotipidir. Çalışmalar doğrultusunda ABPA ile yakından ilişkili olduğu 

gösterilmiştir. Genetik yatkınlığın da etkili olduğu SAFS ve ABPA, astımlı hastalarda 

birbirinden farklı klinik özellikler göstermektedirler. Yapılan çalışmalarda nazal polip, 

rinit, saman nezlesi ve bronkektazi gibi klinik bulguların SAFS hastalarında ABPA 

hastalarına oranla daha fazla görüldüğü tespit edilmiştir.  Buna ek, olarak total IgE (tIgE) 

ve Aspergillus fumigatus’a spesifik IgE (sIgE) serum konsantrasyonları, ABPA 

hastalarında SAFS hastalarına göre daha yüksek oranlardadır [108]. Astım hastalarına 

SAFS tanısı koyulurken ABPA ile farkının ayırt edilmesi büyük önem taşımaktadır. ABPA 

genellikle Aspergillus duyarlılığının ileri boyuta varmasından kaynaklanır ancak 

Aspergillus duyarlılığı olan her astım hastası ABPA’nın tüm klinik bulgularını 

taşımayabilir. Araştırmalar, ABPA prevelansının, Aspergillus duyarlılığı olan bronşiyal 

astım hastalarında %40 oranında olduğunu göstermektedir [106]. 
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2.6 Astım ve Havayolu Epiteli 

 Solunum yolu boyunca bulunan havayolu epitel hücreleri, dışarıdan solunan alerjenlere, 

mikroorganizmalara ve çeşitli kimyasal ajanlara karşı bariyer görevi görür  [109]. 

Havayolu epitel hücreleri, yüzeylerinde bulundurdukları Patern Tanıma Reseptörleri (PRR) 

ise dışarıdan gelen molekülleri tanır ve bağışıklık sistemi hücrelerinin uyarımını 

sağlayacak olan sinyal basamaklarını aktive eder  [110]. 

2.7 Patern Tanıma Reseptörleri (PRR) 

İnsan vücudu sürekli olarak bakteri, mantar, virüs, parazit ve protozoa gibi zararlılara 

maruz kalmaktadır. Bu istilacılara karşı, doğal bağışıklık sistemi epitel hücrelerle beraber 

ilk savunma hattını oluştururlar [111]. Bağışıklık sistemi, yabancı molekülleri 

tanıyabilmek için özelleşmiş reseptörlerle donatılmıştır. Bu reseptörler, dendiritik hücreler 

ve makrofajlar başta olmak üzere immün sistemin diğer hücrelerinde de bulunan 

PRR’lerdir [112]. PRR’ler, patojenler üzerinde bulunan spesifik patojenle ilişkili 

moleküler paternleri (PAMP) ve hasarlı hücrelerden salınan hasara bağlı moleküler 

paternleri (DAMP) tanırlar  [113, 114]. Bazı Nükleotid Bağlayıcı Oligomerizasyon Alanı 

Benzeri Reseptör (NLR)’ler haricinde, PAMP'ların veya DAMP'ların PRR'ler tarafından 

algılanması, inflamatuvar yanıtı oluşturan genlerin transkripsiyonunu düzenler. Bu genler, 

proinflamatuar sitokinleri, tip I interferonları (IFNs), kemokinleri, antimikrobiyal 

proteinleri ve PRR sinyalleşmesinin modülasyonunda yer alan proteinleri ve birçok 

karakterize edilmemiş proteini kodlar. Bu genlerin ifadesi, aktive edilmiş PRR’ler arasında 

farklılık gösterir [113]. Hem membran hem de sitoplazmada bulunan PRR’ler 5 reseptör 

ailesinden oluşur. Bunlardan, Toll Benzeri Reseptörler (TLR) ve C Tipi Lektin 

Reseptörleri (CLR), transmembran proteinleriyken, Nükleotid Bağlayıcı Oligomerizasyon 

Alanı Benzeri Reseptörler (NLR), Retinoik Asitle İndüklenebilir Gen (RIG) 1 benzeri 

reseptörler (RLR) ve AIM2 (Eksik Melanoma 2) Benzeri Reseptörler (ALR) sitoplazmik 

proteinlerdir (Şekil 2.9.) [111, 115, 116].  
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         Şekil 2. 9. Patern Tanıma Reseptörleri [111]. 

 2.7.1. Sitoplazmik Patern Tanıma Reseptörleri  

2.7.1.1 NOD Benzeri Reseptörler (NLR) 

NLR’ler, konakçının doğal immün tepkisinin düzenlenmesinde kritik bir rol oynayan özel 

bir hücre içi protein grubudur. Genellikle bakterileri tanırlar [117].  Nükleer faktör-κB ve 

mitojenle aktive olan protein (MAP) kinaz sinyal yolaklarını tetikleyen ve inflamatuar 

kaspazların aktivasyonunu kontrol eden sinyal yolaklarını bir araya getiren yapı iskelesi 

proteinleri olarak işlev görür. NLR'ler, immün hücreler ve epitel hücreleri dahil birçok 

hücre tipinde ifade edilmesine rağmen, esas olarak makrofajlar ve nötrofiller dahil olmak 

üzere fagositlerde ifade edilirler [118]. Kaspaz alım alanı (CARD), pirin alanı (PYD), 

asidik alan, bakulovirüs inhibitör tekrarları (BIRs) gibi, aktivasyon için kritik olan ve NOD 

ile PAMP’leri algılayan bir çok bölgeden oluşan kompleks proteinlerdir [119]. 

2.7.1.2 RIG Benzeri Reseptörler 

TLR'ler, dendritik hücreler ve makrofajlar gibi spesifik hücrelerdeki viral bileşenleri tespit 

ederken, RLR'ler enfekte virüsleri algılar [120]. RLR’lerin viral RNA’yı algılamasıyla 

beraber tip 1 interferon (IFN) ve inflamatuar sitokinlerin üretimi başlayarak immünolojik 

bir cevap oluşturulur [121]. 

2.7.1.3 AIM2- Benzeri Reseptörler 

Yeni karakterize edilmiş bir patern tanıma reseptörüdür. AIM2 benzeri reseptörler, 

Konakçı kaynaklı apoptotik hücrelerden, bakterilerden ve virüslerden gelen DNA’ları 
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doğrudan sitozolik DNA'ya bağlayarak inflamazomu birleştirebilen bir ALR üyesidir. 

[122].  ALR ailesinin diğer üyelerinin de inflamasyonu aktive ettiği gösterilmiştir [123]. 

2.7.2 Transmembran Patern Tanıma Reseptörleri  

2.7.2.1 Toll Benzeri Reseptörler 

Bir transmembran protein olan TLR’ler doğal bağışıklık sistemimizin öncül reseptörleridir 

ve istilacı bakteri, mantar veya virüslere karşı bağışıklık gösterilmesinde rol alırlar. 

Spesifik adaptör moleküllerinin görevlendirilmesi yoluyla sinyal verirler ve doğuştan gelen 

bağışıklık yanıtlarının sonucunu belirleyen transkripsiyon faktörleri Nükleer Faktör κB 

(NF-κB) ve İnterferon Düzenleyici Faktör (IRF) lerin aktivasyonuna yol açar [124]. 

Yapılan çalışmalar sonucunda 13 çeşit TLR tanımlanmıştır.  TLR1 ve TLR9’a kadar 

olanlar insan ve farelerde bulunurken; TLR10 sadece insanlarda, TLR11, TLR12 ve TLR 

13 ise sadece farelerde bulunmaktadırlar [125]. 

Toll benzeri reseptörler membran boyunca uzanmış bir transmembran bölgesi, katalitik 

olmayan yapısında at nalı şeklinde bir ligand bağlanma bölgesi ve transmembran bölgeye 

bağlı bir sinyal kuyruğu içeren yapıya sahip tip 1 transmembran reseptörleri olarak 

bilinmektedirler [113]. 

Toll benzeri reseptörler işlevlerine göre alt gruplara ayrılırlar ve hücresel lokalizasyonları, 

işlevleri ile doğrudan ilişkilidir. Örneğin, bakteri ve mantar hücre duvarlarını tanıyan 

üyeler genellikle hücre yüzeyinde bulunarak hücre duvarı bileşenlerini tanırken; hücre içi 

vakuollerde bulunan üyeleri ise bakteriyel veya viral nükleik asitleri tanımaktadırlar. 

TLR’lar aracılığıyla alınan sinyaller sayesinde doğuştan gelen ve beraberinde de sonradan 

kazanılan immün yanıtları oluşturulmaktadır. Bunun sonucunda sitokin ve kemokin 

salınımları tetiklenerek inflamatuvar cevap oluşturulması sağlanmaktadır. Bu işleyişte 

genel olarak TLR yolaklı sinyaller NF-κB ve Mitojenle aktifleşen protein kinaz (MAP 

kinaz)’ ların aktivasyonu indüklenerek ilgili genlerin düzenlenmesi ve üretimi 

gerçekleşmektedir. Bu aktivasyon yolağında ana adaptör, NF-κB fosforilasyonunu TIR 

(Toll interlökin-1 reseptör) bölgesine bağlanarak regüle eden Miyeloid farklılaşma birincil 

yanıtı 88 (MyD88)’dir. TLR3 dışındaki tüm Toll benzeri reseptörlerle etkileşime giren 

MyD88 sinyal spesifikliğini de sağlar [125, 126]. 
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2.7.2.2 C- Tipi Lektin Reseptörleri (CLR) 

PRR’lerin diğer bir üyesi olan CLR’ler hücre yapışmasında, fagositozda, kompleman 

aktivasyonunda ve doğal bağışıklık sisteminde çeşitli işlevlere sahip 17 grup halinde 

organize edilmiş 1000'den fazla üyeden oluşan geniş bir membran protein ailesidir [36]. Bu 

proteinler baş bölgelerinde bulundurdukları C tipi lektin benzeri bölge (CTLD)’ler ile 

mantar, bakteri, virüs, parazit ve ev tozu akarı kaynaklı PAMP'leri ve DAMP’leri 

tanıyabilirler [107]. Çoğunlukla hücre dışı ligandları tanıyan bu reseptör ailesi içerisinde 

endojen hücre içi ligandları tanıyan üyeleri de vardır.  

Tanıma, spesifik amino asit motifleri, kalsiyum iyonları ve karbonhidrat yapısı tarafından 

sıkı bir şekilde düzenlenir. Reseptörün tanıma bölgesinin ilgili ligandlar ile birleşmesiyle, 

dalak tirozin kinaza (Syk) bağlı hücre içi sinyal yolları indüklenir. Bu aşamadan sonra, 

Syk, Protein Kinaz C-delta (PKC-δ) gibi bir dizi molekülü fosforile eder ve bu da CARD-

9'u fosforile ederek CARD-9, mukoza ile ilişkili lenfoid doku lenfoma translokasyon 

proteini 1(Malt-1), B hücreli lenfoma / lösemi 10 (Bcl10) 'dan oluşan bir kompleks 

oluşmasını sağlar. Bu, NF-κB 'nin aktivasyonuna, hem doğal hem de adaptif yanıtları 

yönlendiren anti-mikrobiyal yanıtların aktivasyonuna ve sitokin üretimi dahil olmak üzere 

inflamatuvar yanıtların indüksiyonuna yol açar [107]. 

C-tipi lektin reseptörleri, molekül yapılarına ve çözülebilirliklerine göre 

gruplandırılabilirler. Antijen alımında önemli olan DEC-205 ve Makrofaj Mannoz 

Reseptörü (MMR) taşıdıkları birçok CRD bölgesi ile tip I transmembran proteinleri 

içerisindedir.  Buna karşın, tipik olarak tek bir CRD alanı taşıyan Dektin-1, Dektin-2, 

Makrofajla İndüklenebilir C tipi Lektin (Mincle), Dendritik Hücreye Özgü ICAM3 kapıcı 

non-integrin (DC-SIGN) ve DC NK lektin grup reseptör-1 (DNGR-1), tip II transmembran 

proteinleri içerisindedir. Ayrıca, çözünür CLR'ler, patojen yüzeyler üzerinde bir dizi 

karbonhidrat modeline bağlanan oligomerik bir protein olan MBL'yi içerir [127]. 

2.7.3. Dektin-1 

CLR üyesi olan Dektin-1 reseptörü bitki, maya ve mantarların hücre duvar yapısında 

bulunan β-glukanı tanır [128, 129]. Dektin-1 tarafından β-glukanın tanınması, patojenik 

mantarları öldürmek için fagositoz dahil olmak üzere diğer inflamatuar yanıtları tetikler. 

Bu nedenle enfeksiyona karşı önemli bir rol oynar [129]. 
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2.7.3.1 Dektin-1 ‘in Moleküler Yapısı ve İfadesi 

Dektin-1 geni (Clec7a) farelerde kromozom 6f3, insanlarda ise kromozom 12p13.2’de 

bulunmaktadır [129]. Karaciğer, akciğer, timus, mide, dalak, ince barsak, böbrekler ve kalp 

gibi dokularda ve immün sistemin birçok hücresinde ifade edildiği gösterilmiştir [130].  

Fare dektin-1’leri (fdektin-1) 28 kDa’luk kütleleri ile tip II transmembran proteinleridir, 

izoform A ve izoform B olmak üzere iki izoform halinde üretilebilirler. Yapısal olarak, 

izoform A, CRD bölgesi ile ilişkili iki N-glikosilasyon bölgesi, kısa bir sap ve sitoplazma 

içerisine uzanan immünoreseptör tirozin bazlı aktivasyon motifi (ITAM) içeren bir kuyruk 

bölgesine sahipken, izoform B, CRD bölgesini hücre zarına bağlayan bir sap kısmı yoktur. 

İnsan dektin-1’leri (idektin-1) ise 33 kDa’luk bir ağılığa sahiptir, fdektin-1’lerin aksine 

CRD ile ilişkili N-glikozilasyon bölgesi içermezler, sadece idektin-1’in A izoformunda tek 

bir N-glikosilasyon bölgesi CRD’yi hücre zarına bağlayan sap kısmında bulunur (Şekil 

2.10.) [129].  İnsan dektin-1’lerinde bu iki ana izoform β-glukanı tanımaktadır fakat buna 

karşın, idektin-1’leri içerisinde β-glukanı tanımayan 6 izoform daha tanımlanmıştır [131]. 

 

Şekil 2. 10. Fare ve İnsan Dektin-1 Reseptörlerinin Genel Yapısı [129]. 

 

2.7.3.2 Ana β-Glukan Reseptörü Olarak Dektin-1 

Bağışıklık sisteminin zayıflaması bireyi parazit, bakteri, virüs ve mantar enfeksiyonlarına 

karşı açık hale getirir. Candida albicans, Aspergillus fumigatus ve Pneumocystis carinii 

gibi patojenler insanlarda ciddi hastalıklara neden olan tipik fırsatçı patojenlerdir. Bu 

fırsatçılara karşı doğuştan gelen bağışıklık savunmaları önemli ölçüde farklılık 

göstermektedir [129]. 
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Dektin-1, çözünür ve partiküler β-glukanın tanınmasında önemli bir rol oynar. Bununla 

birlikte, çözünür β-glukan, sinyali uyarmadan bloke edici ligand görevi görürken, 

partiküler β -glukan, dektin-1 için reseptör agonisti olarak işlev görür [132]. Fungal 

patojenlere karşı etkili bir koruma için iyi bir tanıma mekanizması gereklidir. Dektin-1 

tarafından mantar hücre duvarı bileşeni olan β-glukanın tanınması, mantar enfeksiyonunun 

kontrolü ve immün yanıtın oluşması için gereklidir. Fakat mantarların bu tanınmadan 

kaçabildiği durumlar vardır. α-(1,3)- glukanın Dektin-1 aracılı yolu ile β-glukanın 

tanınmasını engellediği gösterilmiştir [133]. 

2.7.3.3 Hava Yolu Hastalıklarında Dektin-1 Reseptörünün Rolü 

Yakın zamanda, çöpçü reseptörler, komplaman reseptör 3 ve laktosilseramidinin yanı sıra 

β –glukan için Dektin-1 reseptörü en önemli reseptör olarak tanımlanmıştır. Dektin-1 ile β 

–glukanın tanınması sonucunda fagositoz dahil olmak üzere, reaktif oksijen üretimi, sitokin 

ve kemokinlerin salınımı gibi çeşitli immünolojik cevap oluşturulur [129].   

Mantarlara karşı olan hassasiyetin astım şiddetini arttırdığına dair elde edilen kanıtların 

artmasıyla beraber, Dektin-1’in hava yolu hastalıklarındaki rolünün açıklanması için çeşitli 

deneysel çalışmalar yapılmıştır [128].  Brown ve arkadaşları Dektin-1 geni susturulmuş 

fareler üzerinde bir dizi çalışma yapmıştır. Bu çalışmalarda, Dektin-1 geni susturulan 

farelere Aspergillus fumigatus sporları solutulmuş ve hava yolu inflamasyonunda meydana 

gelen farklılıklar incelenmiştir. Yapılan çalışmalarda, Dektin-1 geni susturulan farelerin 

akciğerlerindeki IL-17A üretiminin önemli miktarda azaldığı, Aspergillus maruziyeti 

sonrasında nötrofillerin Dektin-1ve IL-23’e bağlı olarak IL-17A üretimini arttırdığı ve 

Dektin-1'in IL-22 üretimi yoluyla bir mantar alerjisi modelinde immünopatogeneze katkıda 

bulunduğunu gösterilmiştir [134-137]. Buna karşın 2012 yılında Rachael ve arkadaşları 

hem Aspergillus versicolar hem de Cladosporium cladosporioides türleriyle in vivo bir 

çalışma gerçekleştirmiştir. Bu deneyde mantarların farelerde farklı inflamasyon tiplerini 

indüklediği bildirilmiştir. Yapılan çalışmada C. cladosporioides’in ağırlıklı olarak Th2 

yanıtı ve eozinofilik inflamasyonla beraber güçlü bir hava yolu aşırı duyarlılığı (AHR) 

oluşturduğu, buna karşın A. versicolor’un güçlü bir Th17 yanıtı ve nötrofilik inflamasyonla 

beraber çok hafif AHR oluşturduğu bildirilmiştir. Yine aynı çalışmada, Dektin-1 geni 

susturulan farelerin A. versicolor maruziyeti yabanıl tip farelere kıyasla daha düşük IL-17A 

yanıtı oluştururken, C. cladosporioides maruziyeti sonucu oluşan eozinofilik 

inflamasyonun Dektin-1’den bağımsız olarak indüklendiği bildirilmiştir [138].  Bu 
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bulgular, mantarın neden olduğu alerjik reaksiyona hem Dektin-1 bağımlı hem de bağımsız 

yolların aracılık ettiğini göstermektedir [128]. 

Konidya ve hiflerle yapılan çalışmaların yanı sıra Dektin-1’in alerjik etkileri saflaştırılmış 

β-glukan kullanılarak da incelenmiştir. Zhang ve arkadaşları HDM β-glukanını fare 

deneylerinde kullanmışlardır. Çalışmada fareler hem A. versicolor mantarına hem de HDM 

β-glukanına maruz bırakılmıştır. İkili maruziyetin güçlü bir Th2 yanıtla beraber daha 

şiddetli bir AHR oluşturduğu bildirilmiştir. Ayrıca AHR artışındaki temel sebebin 

mantarın kendisinin değil, mantar hücre duvarı bileşeni olan β-glukan ile ilişkili olduğu 

gösterilmiştir. Bunların yanı sıra yapılan çalışmada, mantar maruziyetinin şiddetli alerjik 

astım gelişimine katkı sağladığı ve Th17 cevabının indüksiyonu ile kortikosteroidlere karşı 

daha dirençli hale getirdiği bildirilmiştir [139]. 2017 yılında başka bir çalışma ise Dektin-1 

geni susturulan farelerde HDM kaynaklı alerjik inflamasyonun ve Th17 tip immün 

yanıtların azaldığı gösterilmiştir [140]. 

Th17 hücrelerini indükleme potansiyelinin yanı sıra Dektin-1 aktivasyonunun eşzamanlı 

olarak IL-13 ve IL-17A üreten efektör CD4 + T hücrelerini arttırdığı gösterilmiştir [139]. 

Steroide dirençli şiddetli astımı olan hastalarda bronkoalveolar lavaj sıvısında IL-13 / IL 

17A ve Th2 / Th17 hücrelerinin yüksek sıklıkta bulunduğu bulgusu ile tutarlı olarak, 

Dektin-1 aktivasyonunun devam eden alerjik hava yolu inflamasyonunu deksametazon 

tedavisine dirençli hale getirdiği gösterilmiştir [141]. 
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3. DENEYSEL ÇALIŞMALAR 

 

3.1. Deneysel Çalışmalarda Kullanılan Malzemeler 

• Aspergillus fumigatus Fresenius suşu Türkiye Cumhuriyeti Halk Sağlığı 

Laboratuvarları’ndan liyofilize olarak satın alındı. 

• Mantar kültürü için Sabouraud %4 Dekstroz Agar (500 g, katalog no:105438) ve Malt 

Ekstrakt Broth (500 g, katalog no:105397) Merck firmasından (ABD) ticari olarak satın 

alındı. 

• Mantarların kültürasyonu için Mikrotest (Türkiye) 120 L çalkalamalı etüv kullanıldı. 

• β-glukan polimerini çözülebilir hale getirebilmek için gerekli olan zimolaz enzimi 

(katalog numarası E1004) Zymoresarch firmasından (ABD) satın alındı. 

• Elde edilen β-glukanın kimyasal karakterizasyonu Nicolet TM ISTM 50 spektrometre 

(Thermo Fisher Scientific, ABD) cihazı kullanılarak Zayıflatılmış Toplam Yansıtma 

Fourier Transform İnfrared Spektroskopisi (ATR-FTIR) yöntemi ile yapıldı. 

• Hücre kültürü çalışmaları sırasında kullanılan RPMI-1640 büyüme ortamı Sigma 

(ABD), Tripsin/EDTA çözeltisi, tripsin nötralizasyon çözeltisi Gibco (ABD), ve 

penisilin/streptomisin çözeltisi Lonza (İsviçre) firmalarından temin edildi. Hücre 

canlılığının tespiti içi kullanılan MTT (3-(4,5-dimetiltiyazol-2-il)- difeniltetrazolyum 

bromür) Sigma ve etidyum bromür/kalsein boyası BioVision (ABD) firmalarından 

temin edildi. 

• MTT analizleri için Perkin Elmer Multimode Plate Reader (İngiltere) cihazı kullanıldı. 

• Floresan boyama analizleri için Life Technologies Evos (ABD) marka mikroskop 

kullanıldı. 

• Hücrelerde Th2 yanıt oluşturmak üzere IL-4 ve IL-13 insan sitokinleri (Katalog 

numaraları sırasıyla; 200-4 ve 200-13) PeproTech şirketinden (İngiltere) satın alındı. 

• Hücrelerden RNA elde etmek için kullanılan E.Z.N.A Total RNA izolasyon kit 

OMEGA BIO-TEK (Avusturalya), komplementer DNA (cDNA) sentezi ve gerçek 

zamanlı PZR deneyleri için kullanılan kitler Thermo Fisher (ABD) firmalarından temin 
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edildi. Gerçek zamanlı PZR deneylerinin analizleri boyunca Applied Biosystems marka 

7500 Fast RT-PCR cihazı (ABD) kullanıldı. 

• Protein deneyleri sırasında kullanılan antikorlar; anti-Dektin-1 Primer Antikoru 

(Katalog no: ab40039), Goat Anti-Rabbit IgG H&L (Alexa Fluor® 594) Sekonder 

Antikoru (ab150080) Abcam (İngiltere) firmasından temin edildi. Western Blot 

görüntülemesi için Biorad Chemidoc – MP (ABD) cihazı kullanıldı. İmmunofloresan 

görüntülemesi için Life Technologies Evos (ABD) marka mikroskop kullanıldı. 

3.2. Aspergilus fumigatus Fresenius Suşunun Kültürasyonu  

3.2.1 Aspergilus fumigatus Kültürünün Canlandırılması 

Türkiye Cumhuriyeti Halk Sağlığı Laboratuvarları’ndan temin edilen liyofilize hücreler, 

distile suda çözülerek stok oluşturmak üzere %4’lük sabouraud agar üzerine ekildi ve 25 

oC’de 1 hafta boyunca çimlenmeye bırakıldı. İnkübasyon sonrasında çimlenen A. fumigatus 

hücreleri üretilmek üzere sıvı besi yerine alındı. 

3.2.2 Sıvı Besi Yerinde Üreme 

 Ticari olarak satın alınan Malt Ekstraktı %3 olacak şekilde hazırlandı ve otaklavlanarak 

steril hale getirildi. Katı besi yerinde çimlendirilen A. fumigatus suşları bir öze yardımıyla 

çeker ocak içerisinde steril olarak ekildi. Katı besi yerinden sıvı besi yerine ekilen fungus 

25 oC’de çalkalamalı etüv içerisinde 2-3 gün süresince inkübe edildi. Sıvı besi yerlerinde 

üretilen hücreler filtreli kâğıt vasıtasıyla süzüldü, besi yeri uzaklaştırıldı ve yaş biyo-kütle 

elde edildi. Elde edilen yaş biyo-kütleler 55oC sıcaklıkta 2 gün boyunca kurutuldu ve bir 

öğütücü vasıtasıyla küçük parçalara ayrıldı.  

3.3. β-glukan Ektraksiyonu 

β-glukan ekstraksiyonu için, Nisan 2020 yılında Fatemeh Sadeghi ve arkadaşlarının 

yayınlamış olduğu makale temel alınarak optimize edildi (Çizelge 1) [142]. 

Yönteme göre kısaca; 

• 2 gr ekstraksiyon ürünü, 0,04 g NaOH, 50 mL distile su ve 25 mL NaClO 

maddelerinden oluşan karışımı içerisinde 24 saat boyunca +4 oC’de inkübe 

edildi. 

• İnkübasyon sonrasında örnekler santrifüj edildi ve üst faz atıldı. 

• Kalan alt faz 1’er mL’lik alkol ve aseton karışımı ile yıkandı. 
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• Alkol ve aseton yıkamalarından sonra örnekler santifüj edilerek üst faz atıldı. 

• Santrifüj işlemi sonrasında geriye kalan kısım 1 mL’lik asetik asit ve 1 mL’lik 

DMSO çözeltileri içerisinde 50-60 oC’de 1 saat boyunca karıştırılarak inkübe 

edildi. 

• İnkübasyon sonrasında örnekler santrifüj edildi ve üst faz atıldı. 

• Kalan kısım tekrardan 1’er mL’lik alkol ve aseton çözeltileri içerisinde gece 

boyu inkübe edildi. Elde edilen molekülün FT-IR analizi yapıldı. 

Tablo 1. β-glukan Ekstraksiyonu [142]. 

  

3.4 β-glukanın ATR-FTIR ile Kimyasal Karakterizasyonu   

Ekstraksiyon sonrasında β-glukan varlığı ATR-FTIR yöntemi kullanılarak belirlendi. 

Ölçümde Nicolet TM ISTM 50 marka spektrometri kullanıldı. Spektrumlar 4000 ile 600 

cm-1 arasında 4 çözünürlük ve 16 tarama hızı ile gerçekleştirildi [143]. 

3.5 Hücre Kültürü Çalışmaları 

3.5.1 BEAS-2B Hücrelerinin Çoğaltılması 

Hücre kültürü deneyleri sırasında sağlıklı bronş epitel hücre hattı (BEAS-2B) kullanıldı. 

Hücreler 75 cm2 lik flasklarda çoğaltıldı. Bronş epitel hücreleri 100 U/mL penisilin ve 

Santrifüj

• 0,04g NaOH + 50 ml dH2O + 25 ml NaClO + 2 gr 
ekstraksiyon ürünü 4 oC’de 24 saat inkübasyon

Santrifüj
• 1 ml etanol + 1 ml aseton ile yıkama

Santrifüj

• 1 ml asetik asit + 1 ml DMSO 50-60 oC’de 1 saat
inkübasyon

Santrifüj

• 1 ml etanol + 1 ml aseton +4oC’de gece boyu 
inkübasyon
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5% FBS içeren RPMI-1640 besi yerinde 2-3 gün süreyle inkübe edildi. Hücrelerin flaskı 

kaplama oranı %70-80’e ulaştığında tripsinize edildi. 

3.5.2. Hücre Canlılık ve Sitotoksisite Deneyleri 

BEAS-2B hücrelerinin Aspergillus fumigatus’tan ekstrakte edilen β-glukan ile 

uyarılacak optimum dozun bulunabilmesi için etidyum homodimer-1 ve kalsein-AM 

floresan boyama ve MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-2,5-difenil tetrazolyum bromit) 

boyama yöntemleri kullanıldı. 

3.5.2.1 Canlı/Ölü Hücrelerin Boyanması 

Aspergillus fumigatus’tan ekstrakte edilen β-glukan ile farklı konsantrasyonlarda 

uyarılan BEAS-2B hücrelerinde, canlı/ölü hücre boyaması etidyum homodimer-III ve 

kalsein-AM boyaları ile yapıldı. Flaskta büyütülen hücreler tripsin ile kaldırıldıktan 

sonra hücre canlılığı deneyleri için 1x104 hücre/kuyucuk olacak şekilde 96 kuyucuklu 

plakalara ekildi. Ekilen hücreler kuyucukları %70-80 kapladığında β-glukan ile, aşağıda 

belirlenen konsantrasyonlarda 24 saat boyunca uyarıldı [144].  

I. Koşul: US (uyarılmamış hücre) 

II. Koşul: 0,1 μg/mL 

III. Koşul: 1 μg/mL 

IV. Koşul: 10 μg/mL 

V. Koşul: 100 μg/mL 

24. saat sonunda 1 mL PBS içinde 0,5 μL kalsein-AM (4 mM) ve 2 μL (2mM) etidyum 

homodimer-1 karıştırılarak her kuyuya 50 μL olacak şekilde paylaştırıldı. 30 dakika oda 

sıcaklığında ve karanlıkta bekletildikten sonra kırmızı ve yeşil ışık dalgalarında (Ex/Em 

= 485- 495/530-635 nm) florasan mikroskop ile görüntüleme yapıldı. Canlı hücreler 

yeşil renkte, ölü hücreler ise kırmızı renkte görüntülendi [145]. 

3.5.2.2. Sitotoksisite Deneyleri 

BEAS-2B hücre hatlarının bölüm 3.5.2.1’de belirtilen koşullarda, β-glukan alerjeni ile 

uyarımı sonrasında hücrelerdeki sitotoksisite ölçümü MTT (3-(4,5-Dimetiltiazol-2-yl)-

2,5-difenil 3 5 tetrazolyum bromit) yöntemi ile gerçekleştirildi. Bu yöntem ile canlı 

hücre oranı nicel olarak kolorimetrik yöntem kullanılarak saptandı. Tripsin ile kaldırılan 



31 
 

hücreler 1x104 hücre/kuyucuk olacak şekilde 96 kuyucuklu plakalara ekildi. Ekilen 

hücreler kuyucukları %70-80 kapladığında uyarımlar 24 saat boyunca yapıldı. 24 saat 

sonra MTT testi ile hücre canlılığı [146].  

Kısaca; 

• Kuyulardaki besi yeri çekilip atıldı. 

• Kuyulara 100 μL yeni besi yeri eklendi. 

• Yeni besi yeri eklenmiş kuyular üzerine 13 μL MTT (5 mg/mL) damlatıldı. 

• Plaka 37 oC etüvde 3 saat inkübe edildi. 

• İnkübasyon sonrasında besi yeri tekrardan çekilerek kuyuların içerisine 150 μl 

DMSO ilave edildi. 

• Örneklerin 570 nm’deki absrobans değerleri Perkin Elmer Multimode Plate 

Reader cihazı ile okundu. 

3.5.3. β-glukan Uyarımı 

Floresan boyama ve MTT boyama sonuçları doğrultusunda hücrelerin β-glukan ile 24 

saatlik uyarımda kullanılacak konsantrasyonları 0,1 μg/mL ve 1 μg/mL olarak 

belirlendi. 

Tez çalışması kapsamında hem uyarılmamış hem de Th2 sitokinleri ile uyarılmış 

BEAS-2B hücreleri β-glukan ile 24 saat boyunca stimüle edildi.  

Hücreler uyarılmadan önce elde edilen β-glukan zimolaz enzimi ile aşağıda tarif edildiği 

gibi parçalandı: 

• 50 mM PBS pH:7,5 ve 10 mM 2-merkaptoetanol karşımı 1 mL’de hazırlandı ve 

içerisine 1 mg numune eklendi. 

• Karışım içerisine 5 U/ μL zimolaz enzimi eklendi.  

• 35 oC’de 2 gün boyunca inkübe edildi. 

• Enzimin litik aktivitesinin bozulması için inkübasyon sonrası sıcaklık 60 oC’ye 

çıkarılmış ve 5 dakika bu sıcaklıkta inkübe edildi. 

3.5.3.1 BEAS-2B Hücrelerinin β-glukan ile Uyarımı 

BEAS-2B hücreleri T25 flasklarda 100 U/mL penisilin ve 5% FBS içeren RPMI-1640 

besi yerinde inkübe edildi ve hücreler %70-80 oranında flaskı kapladıklarında tripsinize 

edilerek 24 kuyulu plakalara alındı ve Şekil 3.1’de gösterildiği gibi uyarıldı. 
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Şekil 3. 1. BEAS-2B hücrelerinin β-glukan ile uyarımı 

 

3.5.3.2 BEAS-2B Hücrelerinin Th2 sitokinler ve β-glukan ile Uyarımı 

Th2 tip sitokin varlığında β-glukan etkisini görmek amacıyla hücreler Th2 sitokinler ve 

β-glukanla beraber uyarıldı. Uyarımda, IL-4 ve IL-13 konsantrasyonu 20 ng/mg  [147] 

olacak şekilde 0,1 μg/mL ve 1 μg/mL β-glukan içerisinde hazırlandı ve hücreler 24 saat 

boyunca uyarıldı.  Deney koşulları Şekil 3.2’de verildi. 

                            

Şekil 3. 2. BEAS-2B hücrelerinin Th2 sitokinler + β-glukan ile uyarımı 

 

3.6 RNA İzolasyonu 

RNA izolasyonu kullanım klavuzuna uygun olarak gerçekleştirildi. Kısaca; hücreler %1 

β -Merkaptoetanol ilave edilen lizis tamponu ile pipetaj yapılarak parçalandı. 
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Parçalanan hücreler üzerine 300 μL %70 etanol eklenerek 2 mL’lik toplama tüpü 

üzerine yerleştirilen kolon üzerine pipetlendi. Tüpler 10.000 rpm’de 15 saniye santrifüj 

edildi. Toplama tüpündeki sıvı atıldı ve kolon üzerine 700 μL Wash Buffer I (yıkama 

tamponu) ilave edildi. Tüpler 10.000 rpm de 15 saniye santrifüj edildi. Kolon yeni bir 

toplama tüpüne yerleştirildi ve üzerine 500 μL Wash Buffer II (yıkama tamponu II) 

solüsyonu ilave edildi. 10.000 rpm’de 15 saniye santrifüj edildi. Toplama tüpündeki sıvı 

boşaltıldı ve üzerine yine 500 μl Wash Buffer II solüsyonu ilave edildi. Tüpler 12000 

rpm de 15 saniye santrifüj edildi. Toplama tüpündeki sıvı boşaltıldı ve üzerine hiçbir 

şey ilave edilmeden yine 12.000 rpm’de 1 dakika santrifüj edildi. Kolon steril 1.5 mL 

ependorf tüp üzerine alındı ve üzerine 50 μL RNaz içermeyen su ilave edilerek oda 

sıcaklığında 1 dakika inkübe edildi. Tüpler 12000 rpm de 2 dakika santrifüj edildi. Elde 

edilen örneklerdeki RNA miktarı Q5000 UV-Vis Spektrometre cihazı ile ölçüldü ve 

kullanılıncaya kadar -80 oC’ de saklandı. 

3.7. Komplementer DNA (cDNA) Eldesi 

Gerçek zamanlı PZR’da kullanılmak gen ifadelerinin görülebilmesi için, RNA’dan 

cDNA eldesi tedarikçi firmanın ve önceki örnek yayınlarda tarif edildiği gibi yapıldı 

[148]. 

1 μg ile 5 μg toplam RNA veya 1 μg ile 500 ng poli (A) + RNA'nın tek iplikçikli 

DNA'ya dönüştürülmesi için tasarlandı. cDNA aşamasında daha spesifik bir sentez 

gerçekleştirilmesi amacıyla oligo (dT)18 primer kullanıldı. Kullanmadan önce her 

bileşen iyice karıştırıldı ve santrifüjlendi. 0,2’ mL ’lik PCR tüplerine 1 μL Oligo (dT)18 

Primer (100 μM) eklendi. Toplam hacmi 12 μL’ye tamamlamak için konsantrasyonu 

1μg olan total RNA’dan hesaplanan miktarda eklendi. Üzerine toplam miktarı 12μl ye 

tamamlayacak kadar ddH2O ilave edildi. 65 °C’de 5 dakika PCR’ da inkübe edildi ve 

ardından 1 dakika buz üstünde bekletildi. Sonrasında, 4 μL 5x Reaction Buffer, 1 μL 

RiboLock RNase Inhibitor (20 U/μL), 2 μL 10 mM dNTP Mix, 1 μL RevertAid 

MMuLV RT (200 U/μL) eklendi. Her RNA / primer karışımına 8 μL cDNA sentez 

karışımı eklendi, hafifçe karıştırıldı. Son olarak 42 °C’de 60 dakika PZR’de inkübe 

edildi. Böylece elde edilen cDNA’lar gerçek zamanlı PZR’de kullanılmak üzere -80 

°C’de saklandı. 
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3.8. Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu 

 RNA izolasyonu yapılan ve cDNA sentezi gerçekleştirilen hücrelerde Dektin-1 ifadesi ve 

sitokin profilleri için Gerçek Zamanlı Polimeraz Zincir Reaksiyonu ile incelendi. Gerçek 

zamanlı PZR de kullanılacak olan Dektin-1, IL-6, IL-8, IL-25, IL-33, TSLP, RANTES 

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

Isomerase A (PPIA) kullanıldı. Reaksiyon için kullanılan malzemeler ve polimeraz zincir 

reaksiyon koşulları Tablo. 3’de verildi [149]. 

 

Tablo 2. Primer Dizileri 

Genler                 İleri Primer (5’-3’)              Ters Primer (5’-3’) 

Dektin-1 TTTAGAAAATTTGGATGAAGATGGA ATATGAGGGCACACTACACAGTTG 

Rantes CCTGCTGCTTTGCCTACATTGC ACACACTTGGCGGTTCTTTCGG 

 IL-6 GCAGATGAGTACAAAAGTCCTGA TTCTGTGCCTGCAGCTTC 

IL-8 GAGTATTTCTACACCAGTGGCA GACTCTCCATCCTAGCCTCATCT 

IL-25 GGCGTTGGTACAGGTCCT CTCCCCTAGACCTGCTA 

IL-33 CTGGTCTGGCAGTGGTTT CAACACCCCTCAAATGAATCAG 

TSLP CCAGAGCCTAACCTTCAATCC CCTCTTCTTCATTGCCTGAGTAG 

PPIA TCTTTCACTTTGCCAAACACC CATCCTAAAGCATACGGGTCC  

 

Tablo 3. Gerçek zamanlı PZR Reaksiyon ve Döngü Koşulları  
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* : Aşama, 40 döngüde tamamlanmıştır. 

3.9 β-glukan ile Uyarılan BEAS-2B Hücrelerinde Dektin-1 Proteinin İfadesi 

Protein düzeyinde Dektin-1, ifadesi Western Blot ve immünositokimya yöntemleri 

kullanılarak incelendi. 

3.9.1 Hücre Lizatından Toplam Protein Eldesi 

Hücreler 24 saat boyunca belirtilen koşullarda uyarılmıştır; uyarılmamış koşul, IL-4 +IL-

13 uyarım, 0,1 μg/mL β-glukan ile uyarım, 1 μg/mL β-glukan ile uyarım, IL-4 + IL-13 + 

0,1 μg/mL β-glukan ile uyarım ve IL-4 + IL-13 + 1 μg/mL β-glukan ile uyarım. Uyarım 

sonrasında protein izolasyonları yapıldı [149].  

Kısaca; 

• Hücre kültüründe kuyucuklar üzerindeki besi yeri çekilerek uzaklaştırıldı. 

• Kuyular 500 μL soğuk PBS ile 2 kez yıkandı. 

• 1x Proteaz inhibitör kokteyl ve 9x Ripa Tamponundan hazırlanan karışımdan 60’ar 

μL kuyulara eklendi. 

• Kuyalar bir pipet yardımıyla kazındı. 

• Kuyulardan alınan hücreler 1,5 mL’lik ependorf tüplere aktarıldı ve 15 dakika 

boyunca +4 oC 10000 g’de santrifüj edildi. 

• Elde edilen örnekler alikolanarak -80 oC’de saklandı. 

3.9.2 Proteinlerin Bradford Metodu ile Spektroskopik Olarak Ölçülmesi 

Protein izolasyonu yapıldıktan sonra elde edilen örnekler Bradford yöntemi ile tayin edildi [150]. 

• PBS ve Bradford ajanı 5:1 oranında karıştırıldı. 

 Malzeme Miktarı  

 

 

Reaksiyon 

Koşulları 

2X SYBR Green PCR Master 

Mix 

12,5 µL  

İleri Primer (10 µM) 0,1 µL  

Ters Primer (10 µM) 0,1 µL  

Kalıp (50 ng) 1 µL  

Nükleazsız su 11,5 µL  

 Döngü aşaması Sıcaklık Süre 

 

Döngü Koşulları 

Isıyla aktivasyon 95 °C 5 dk 

Denaturasyon * 95 °C 10 s 

Primer yapışma/uzama * 60 °C 30 s 
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• Protein konsantrasyonunu belirlemek için sığır serum albümini (BSA) 2 mg/mL 

konsantrasyonda stok olarak hazırlanıp seyreltildi (0-0.2-0.4-0.8-1.2-1.6-2.0 

mg/mL). 

• Ölçülecek proteinler 96 kuyulu plakalara 10’ar μL eklendi. 

• Örneklerin üzerine 200 μL Bradford çözeltisi ilave edildi ve 5 dakika beklendi. 

• Bekleme sonrasında örneklerin 595 nm’deki absrobans değerleri Perkin Elmer 

Multimode Plate Reader cihazı ile okundu. 

3.9.3 Western Blot Yöntemi ile Dektin-1 Proteininin İfadesi 

Protein konsantrasyonları belirlendikten sonra Western Blot analizi ile protein ifadeleri 

incelendi [149]. 

• Örnekler Leammli tamponu içerisinde hazırlandı. 

• 95 oC’de 5 dakika inkübe edildi. 

• İnkübasyon sonrasında örnekler yürütme jeline 10’ar μL olarak yüklendi. 

• Yürütme işlemi ilk olarak 60 V 15 dakika, sonrasında ise 100 V 75 dakika boyunca 

gerçekleştirildi. 

• Yürütme işleminden sonra jelde yürüyen örnekler daha sonra yarı kuru transfer 

yöntemi ile nitroselüloz membrana transfer edildi. Trasfer işlemi 20 V 90 dakika 

boyunca yapıldı. 

• Transfer işleminden sonra membran %5’lik süt tozu ile 160 rpm’de 1,5 saat 

boyunca bloklandı ve sonrasında TBST ile 3 kez yıkandı. 

• Membran yıkandıktan sonra %0.5 kuru süt ve 1/1.000 oranında insan Dektin-1 

antikoru içeren TBST ile +4 oC ve 160 rpm’de gece boyu inkübe edildi ve 

inkübasyon sonrasında membran TBST ile 3 er kez yıkandı. 

• Yıkama işleminin ardından membran, %0.5 kuru süt ve 1/10.000 oranında sekonder 

rabbit dektin-1 antikoru ile 1,5 saat inkübe edildi ve inkübasyondan sonra 3 kere 

TBST ile yıkandı. 

• Membran Biorad Chemidoc – MP cihazı ile görüntülendi 

3.9.4 İmmunofloresan Boyama Yöntemi ile Dektin-1 İfadesinin Gösterilmesi 

 Th2 tip sitokin ve β-glukan ile uyarılan hücrelerde Dektin-1 ifadesindeki değişiklik 

immünositokimya yöntemi ile tespit edildi. 
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• Hücreler 24 kuyulu plakalar içinde yuvarlak lamel üzerinde 150.000 hücre 

olacak şekilde ekildi 

• Lameller %70-80 kaplandığında besi yeri uzaklaştırıldı ve 24 kuyulu plakalar 

içinde 1 kere 150 μL PBS ile yıkandı. 

• Fiksasyon aşaması için lamellerin üzerine 150 μL %10 Formalin solüsyonu 

(NBF) eklendi. +4°C’de 10 dakika boyunca inkübe edildi. 

• NBF lamellerden uzaklaştırıldı ve 3 kez 150 μL PBS ile yıkandı. 

• Permeabilizasyon için 150 μL % 0,2 Triton X-100 + PBS lamellerin üzerine 

eklendi ve 5 dakika oda sıcaklığında inkübe edildi.  

• Triton X-100 lamellerden uzaklaştırıldı ve 150 ul %1 BSA (PBS içinde 

hazırlanmış) lamellerin üzerine eklenir. 30 dakika oda sıcaklığında inkübe 

edildi.  

• BSA lamellerden uzaklaştırıldı ve lameller 3 kere 150 μL % 0,2 Triton X-100 

ile yıkandı. 

• Western Blot tekniğinde kullanılan primer antikor %1 BSA ile seyreltildi ve 

150 μL lamellere eklendi. 2 saat oda sıcaklığında inkübe edildi 

• Primer antikor uzaklaştırıldı ve lamellerin etrafı hidrofobik kalem (PAP Pen) ile 

çizildi. Sonrasında lameller 4 kere 150 μL PBS + %0,2 Triton X-100 ile 

yıkandı. 

• Sekonder antikor %1 BSA ile seyreltilir ve 150 μL lamellere eklendi. 1 saat oda 

sıcaklığında karanlıkta inkübe edildi. 

• Sekonder antikor uzaklaştırıldı ve lameller 4 kere 150 μL PBS + % 0,2 Triton 

X-100 ile yıkandı. 

• Mounting medium lamellere damlatılır ve üzeri lamel ile kapatılıp Life 

Technologies Evos (ABD) marka mikroskop kullanıldı. 

 

3.10 İstatistiksel Analiz 

Tez çalışmasında tüm istatistiksel analizler Graph Pad Prism 9.0 programı kullanılarak 

yapıldı.  Veriler, ± ortalama standart hata ile gösterildi. Genler arasındaki ifade 

farklılıklarını tespit etmek amacıyla tek yönlü ANOVA yapıldı. p<0,05 anlamlı olarak 

kabul edildi.  



38 
 

4.TARTIŞMA VE SONUÇ 

Tez çalışmasının ilk aşaması A. fumigatus türü mantarlardan β-glukan izolasyonunu 

kapsamaktadır. Bu amaçla, A. fumigatus türü mantarlar öncelikli olarak kültüre edildi ve 

hücre duvarından asit-baz ekstraksiyon yöntemiyle β-glukan saflaştırması yapıldı. Elde 

edilen ekstraktın varlığı ve saflığı ATR-FTIR analiz yöntemiyle gerçekleştirildi. 

Doğrulamalar sonrasında elde edilen ektstraksiyon ürünü zimolaz enzimi ile parçalanarak 

hücre kültüründe kullanılabilir hale getirildi. β-glukan, enzim ile suda çözünebilir hale 

getirildikten sonra enzim aktivasyonunu durdurmak için 60 oC’de 5 dakika örnekler ısıtıldı. 

Tezin ikinci aşamasında, BEAS-2B epitel hücreleri T25 flasklarda çoğaltıldı ve tripsinaz 

yöntemi ile kaldırılarak 96 kuyulu plakalara ekildi. 96 kuyulu plakalarda büyütülen 

hücrelerde uygun uyarım koşullarını doğrulamak için, BEAS-2B hücreleri β-glukan ile 

farklı konsantrasyon ve sürelerde uyarıldı. Sonrasında MTT ve floresan boyama ile 

canlılık/sitotoksisite, deneyleri yapılarak uyarım koşulları belirlendi. Tezin üçüncü 

aşamasında, gerçek zamanlı PZR yöntemi ile gen ifadeleri RNA düzeyinde incelendi. Gen 

ifadelerinin incelenebilmesi için sırasıyla; 1- BEAS-2B hücreleri Th2 sitokinler ile uyarıldı 

ve Dektin-1 reseptörünün gen ifadesi incelendi. 2- Th2 sitokinlerle uyarılan BEAS-2B 

hücreleri A. fumigatus’tan elde edilen β-glukan ile uyarıldı. Uyarımlar sonrasında ilk önce 

RNA izolasyonu yapıldı daha sonrasında ise elde edilen RNA’lar ile komplementer DNA 

(cDNA) elde edilerek gerçek zamanlı PZR yapıldı. Gerçek zamanlı PZR yöntemi ile; 1- 

Sadece β-glukan varlığında Dektin-1 reseptörünün gen ifadesi incelendi. 2- Th2 tip 

sitokinler varlığında Dektin-1 ifadesi ve sitokin profilleri incelendi. Tezin dördüncü 

aşamasında gen ifadelerinin proteine yansıyıp yansımadığını görebilmek için Western Blot 

ve immünofloresan boyama yöntemleri kullanıldı. İlk olarak BEAS-2B hücreleri ve Th2 

sitokinlerle uyarıldı ve Dektin-1 ifadesi Western Blot tekniği ile protein düzeyinde 

incelendi. Sonrasında Th2 sitokin varlığında β-glukan ile uyarılan BEAS-2B hücrelerinde 

Dektin-1 ifadesi Western Blot tekniği ile incelendi. Dektin-1 İfadesinin BEAS-2B 

hücrelerindeki yerini görebilmek için hücreler β-glukan ile uyarıldı ve immünofloresan 

boyama yöntemiyle Dektin-1 proteininin ifadesi incelendi.  Son olarak elde edilen veriler 

istatistiksel olarak değerlendirildi. 

4.1. A. fumigatus’ tan Ekstrakte Edilen β-glukan’ın Doğrulanması 

β-glukan’ın izolasyonu için Fatemeh Sadeghi ve arkadaşlarının 2020 yılında Candida 

albicans’tan β-glukan elde etmek için uyguladıkları yöntem optimize edilerek kullanıldı 

[142]. Bu yöntem ile elde edilen ürünler ATR-FTIR 4000 ile 600 cm-1 spekturumlar 
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arasında 4 çözünürlük ve 16 tarama hızı ile analiz edildi. Elde edilen ATR-FTIR sonuçları 

Şekil 4.1 ve Tablo 4’de gösterilmiştir.           

                            

 

Şekil 4. 1. FTIR %Transmittans Grafiği. 

Mavi daireler içerisinde gösterilen gruplar sırasıyla; -OH grubu, -CH2 grubu, Karboksilik 

ester grubu ve C-O grubunu göstermektedir. ATR-FTIR analizi sonucunda elde edilen 

veriler literatürdeki β-glukan FTIR sonuçları ile uyumludur [151-153].                                                                                                                                                                                                                 

Tablo 4. Transmittans grafiğine göre dalga sayısı ve karşılık geldiği fonksiyonel bölgeler 

Dalga Sayısı Fonksiyonel Bölge 

3334,84 cm-1 -OH bölgesi 

2898,43 cm-1 -CH bölgesi 

1715,27 cm-1 -C=O bölgesi 

1030,59 CO, CC bölgesi 

4.2 Bronş Epitel Hücrelerinde β-glukan Alerjeni ile Uyarımın Hücre Canlılığına ve 

Sitotoksisiteye Etkisi  

Bronş epitel hücre hattı olan BEAS-2B hücreleri, β-glukan ile artan dozlarda uyarıldı. 

Uyarım sonrasında hücre canlılığı etidyum homodimer-1 ve kalsein- AM floresan boyama 

ile incelendi. Sitotoksisite analizi ise MTT deneyi ile gerçekleştirildi. 
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4.2.1 β-glukan Uyarımı Sonrasında Canlı ve Ölü Hücrelerin Floresan Mikroskobu ile 

Görüntülenmesi 

Bronş epitel hücrelerin β-glukan ile artan konsantrasyonlarda uyarımı sonrasında canlı/ölü 

hücre boyaması gerçekleştirildi. Hücreler β-glukan ile 0,1μg/mL, 1 μg/mL, 10 μg/mL ve 

100 μg/mL konsantrasyonlarda 24 saat boyunca uyarıldı. Uyarım sonrasında elde edilen 

floresan boyama görüntüleri Şekil 4.2.’de verilmiştir. 

                  

Şekil 4. 2. BEAS-2B hücreleri β-glukan ile; Uyarılmamış Koşul (UK) (A), 

0,1 μg/mL (B), 1 μg/mL (C), 10 μg/mL (D), 100 μg/mL (E) 

konsantrasyonlarda uyarılmış koşullarının canlı (yeşil) /ölü (kırmızı) hücre 

boyama fotoğrafları; 20 X, bar 125 μm 

Literatürdeki çalışmalar 6 μg/mL β-glukan (lentinan) ile uyarılan koşullarda hücre 

canlılığının azaldığını göstermektedir [144]. RPMI-2650 nasal epitel hücrelerinin 10 ve 

100 μg/mL A. fumigatus kaynaklı β-glukan ile uyarımının BEAS-2B hücrelerindeki 

sonuçlara uyumlu olarak, hücre canlılığını azalttığı bulunmuştur (Laboratuvarımızın 

sonuçları – yayınlanmamış). Boyama sonuçlarımız literatür bilgileri ile benzer sonuçlar 

vermiştir [144, 154]. 10 μg/mL itibariyle hücre morfolojisinde değişiklikler görülmekle 

beraber hücre canlılığında azalma başlamış ve 100 μg/mL de hücre canlılığı önemli 

miktarda düşmüştür.  

4.2.2 β-glukan Uyarımının Hücre Canlılığına Etkisi 

Çalışmada bronş epitel hücrelere uygulanan β-glukan ekstraktının hücre canlılığına etkisini 

belirlemek amacıyla MTT ölçümü gerçekleştirildi. BEAS-2B hücrelerinin 0,1μg/mL, 1 



41 
 

μg/mL, 10 μg/mL ve 100 μg/mL konsantrasyonlarda β-glukan ile 24 saat uyarımları 

sonrasında elde edilen MTT sonuçları Şekil 4.3.’de verildi. 
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Şekil 4. 3. Bronş epitel hücrelerin farklı konsantrasyondaki β-glukan ile uyarılması 

sonrasında elde edilen MTT sonuçları; n=3; **** p<0.0001. Hata çubukları SEM’i 

göstermektedir. 

BEAS-2B hücrelerinin 0,1μg/mL, 1 μg/mL, 10 μg/mL ve 100 μg/mL konsantrasyonlarda 3 

tekrar ile yapılan uyarımları sonucunda kontrol grubunun hücre canlılığı %100 olarak 

kabul edildi. Yapılan analiz sonucunda hücre canlılığının 100 μg/mL ‘de önemli oranda 

azaldığı görüldü. 0,1 μg/mL konsantrasyon ile uyarılan gruplarda ortalama hücre canlılığı 

%117.24, 1 μg/mL konsantrasyon ile uyarılan gruplarda ortalama hücre canlılığı %95.76, 

10 μg/mL konsantrasyon ile uyarılan gruplarda ortalama hücre canlılığı %93.075 ve 100 

μg/ mL konsantrasyon ile uyarılan gruplarda ise ortalama hücre canlılığı % 41.71 olarak 

hesaplandı. 

Boyama sonuçlarından farklı olarak MTT sonuçlarında 10 μg/mL ‘de önemli bir değişiklik 

görülmedi. İki yöntemden elde edilen sonuçlar arasında gözlenen bu farkın yöntemlerin 

çalışma prensipleri ile ilgili olabileceği düşünüldü. MTT deneyi mitokondriyal aktivitenin 

ölçülmesi prensibine dayalı bir yöntemdir [155]. 10 μg/mL ile uyarılan hücreler ışık 
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mikroskobu ile morfolojik olarak incelendiğinde hücre morfolojilerinin değiştiği görüldü. 

Buna karşın MTT sonuçlarına göre hala yüksek bir mitokondriyal aktivitelerinin olduğu 

anlaşıldı. Bu durumun ise bir grup hücrenin uyarana karşı direnç gösterip mitokondriyal 

aktivitelerinin yüksek olabileceği ile ilişkili olduğu düşünüldü. MTT yönteminden farklı 

olarak floresan boyama yönteminde canlı/ölü hücreler boyanmaktadır. Kalsein-AM hücre 

zarından geçerek sitoplazmaya girebilen ve sitoplamazdaki esterazlar tarafından 

parçalanarak yeşil renk oluşturan bir substrattır. Kalsein-AM stoplazma aktivitesini 

gösterdiği için canlı hücrelerin yeşil renkte görülmesini sağlar. Buna karşın Et/Br 

homodimer III ajanı membrandan geçemeyen ve DNA’ya bağlanan bir ajandır. Bu ajan 

canlı olmayan (membran yapılarını kaybetmiş) hücrelerin çekirdeklerine bağlanarak 

kırmızı renkte bir ışıma oluşmasını sağlar. Floresan boyama yöntemi canlı ve ölü hücreleri 

göstermekte iken MTT yöntemi hücre içi metabolik aktivitenin bir göstergesidir. Bunlara 

ek olarak literatürde 2010 yılında DDL-1 mide kanseri hücreleri ile yapılan bir çalışmada 

ticari bir β-glukan olan laminarinin farklı konsantrasyonları (0-10 μg/mL) kullanılmış ve 6 

μg/mL konsantrasyon itibariyle hücre ölümlerinin gerçekleştiği bildirilmiştir [144]. Başka 

bir çalışmada ise A549 hücreleri farklı lipositlerle kapsüllenmiş β-glukan formları ile 5, 10, 

15, 20 ve μg/mL konsantrasyonlarda 24 saat uyarılmış ve hücre canlılığını ölçmek için ise 

MTT analizi yapılmış ve artan konsantrasyonlarda hücre canlılığında azalma izlenmiştir 

[154]. 

Floresan boyama ve MTT verileri bir arada değerlendirildiğinde, gen ve protein ifadesi 

ölçüm deneyleri için hücre ölümüne yol açmayan 0,1 μg/mL ve 1 μg/mL β-glukan 

konsantrasyonları seçildi.  

4.3 Gerçek Zamanlı PZR Çalışmaları ile Dektin-1 Geni ve Sitokin ve Kemokinlerin 

İfadesinin İncelenmesi 

4.3.1 BEAS-2B Hücrelerinde Dektin-1 Geninin İfadesi 

PZR çalışmalarında BEAS-2B hücreleri IL-4, IL-13 ve β-glukan ile uyarıldı. BEAS-2B 

hücrelerindeki Dektin-1 reseptörünün gen ifadesi, bir housekeeping gen olan Peptidil 

İzomeraz A (PPIA)’a karşı incelendi (Şekil.4.4). 
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Şekil 4. 4. BEAS-2B hücre hatlarında Dektin-1 reseptörünün ifadesinin 

incelenmesi           *** p<0,001; **** p<0.0001 Hata çubukları SEM’i 

göstermektedir. 

Gerçek zamanlı PZR sonuçlarına göre; β-glukanın artan konsantrasyonları ile uyarılan 

BEAS-2B hücrelerinde Dektin-1 reseptörünün ifadesi konsantrasyona bağlı olarak 

artmıştır. 0,1 μg/mL Dektin -1 ile uyarım sonrasında uyarılmamış koşula göre anlamlı bir 

artış olmamasına karşın; 1 μg/mL konsantrasyonda uyarım sonrasında ise 3,5 katlık bir 

artış tespit edildi. Ayrıca yalnızca Th2 tip sitokinlar olan IL-4 + IL-13 ile uyarılan BEAS-

2B hücrelerinde de Dektin-1 ifadesinin 3,5 kat arttığı gözlendi. Buna ek olarak β-glukanın 

Th2 tip sitokinler olan IL-4 ve IL-13 ile beraber uyarımı sonrasında BEAS-2B hücrelerinde 

Dektin-1 ifadesi 5,5 kat artmıştır. 

Dektin-1 reseptörü temel olarak miyeloid hücrelerde, makrofajlarda ve nötrofillerde ifade 

edilir [156]. Bununla beraber Dektin-1 reseptörünün dendritik hücrelerde ve akciğer 

epitellerinde de ifade edildiği gösterilmiştir [157, 158]. Ayrıca Dektin-1’in hem Th2 tip 

sitokinler varlığında hem de Th17 sitokinler varlığında ifadesinin arttığı gösterilmiştir 

[128, 159, 160].                                                         
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2003 yılında Janet ve arkadaşlarının yapmış olduğu bir çalışmada Dektin-1 ifadesinin IL-4 

+ IL-13 varlığında 4 saatlik uyarımların 24 saatlik uyarımlara kıyasla daha yüksek olduğu 

bildirilmiştir [160]. Fareler üzerinde Dektin-1 reseptörünün rolünü araştıran bir çalışmada 

lenfosit hücreleri S. cerevisiae β-glukanı ile 24 saat ve 48 saat boyunca uyarılmıştır. Bu 

uyarımlar sonucunda ise bir Th2 tip sitokin olan IL-4’ün arttığı gözlenmiştir [161]. 

Literatürde paylaşılan bulgular değerlendirildiğinde β-glukanın Dektin-1 aracılı Th2 yanıt 

oluşturduğu görülmektedir. Tüm bu veriler birlikte değerlendirildiğinde Dektin -1 

ifadesinde patojen kaynaklı β-glukan ve Th2 tip hücre mikro çevresinin önemli olduğu 

sonucunu çıkarmaktayız.  

 

4.3.2 Th2 Sitokinler Varlığında BEAS-2B Hücrelerinin β-glukan ile Uyarımı 

Sonrasında Sitokin Profillerinin İncelenmesi 

Tez çalışması kapsamında 24 saat süresince β-glukan ile uyarılan BEAS-2B hücrelerinde 

IL-6, IL-8, IL-25, IL-33, TSLP ve RANTES sitokin ve kemokinlerinin ifadeleri 

incelenmiştir. Elde edilen sonuçlar sırasıyla Şekil 4.5.’de, artış ve azalışları Tablo 5’de 

verildi.                                       
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Şekil 4. 5. BEAS-2B hücrelerinin β-glukan ile uyarımı sonrası sitokin 

ifadelerindeki değişim ** p<0,01 *** p<0,001 ****p<0,0001. 

IL-6 ifadesindeki değişim: 0,1 μg/mL ile 24 saat boyunca uyarılan BEAS-2B hücrelerinin 

IL-6 ifadesinde uyarılmamış koşula kıyasla anlamlı bir farklılık görülmedi. Buna karşın β-

glukan konsantrasyonu 1 μg/mL’ye çıkarıldığında IL-6 miktarında 2 katlık bir artış 

gözlendi (p <0.01).  

IL-8 ifadesindeki değişim: Hem 0,1 μg/mL hem de 1 μg/mL ile 24 saat boyunca 

gerçekleştirilen uyarımlar sonucunda IL-8 seviyesinde azalma gözlendi. Fakat bu azalma 

istatistiksel olarak anlamlı bulunmadı.  

IL-25 ifadesindeki değişim: 0,1 μg/mL ile 24 saat boyunca uyarılan BEAS-2B hücrelerinin 

IL-25 ifadesinde uyarılmamış koşula kıyasla anlamlı bir farklılık görülmedi. Buna karşın 

β-glukan konsantrasyonu 1 μg/mL’ye çıkarıldığında IL-25 miktarında yaklaşık 3,5 katlık 

bir artış gözlendi. 

IL-33 ifadesindeki değişim: IL-33 ile 3 tekrarlı yapılan gerçek zamanlı PZR sonuçlardın 

CT değerleri 35’in üzerinde bulundu.  
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TSLP ifadesindeki değişim: 0,1 μg/mL ile uyarılan hücrelerde istatistiksel olarak anlamlı 2 

katlık bir azalma görülmüşken, 1 μg/mL ile uyarılan hücrelerde anlamlı bir fark 

görülemedi. 

RANTES ifadesindeki değişim: 0,1 μg/mL ile uyarılan hücrelerde RANTES ifadesine 2 

kattan fazla bir azalma görülmüşken; 1 μg/mL ile uyarılan hücrelerdeki RANTES 

ifadesinde 1,5 katlık bir artış izlendi. 

Literatürde Aspergillus fumigatus’a ait spor ve hiflerinin BEAS-2B epitel hücreleri 

üzerindeki inflamatuar etkilerini araştıran bir çalışmada; sporlar ile yapılan uyarımda IL-6 

artışı gözlenmezken hif ile uyarımda IL-6 artışı gözlenmiştir. Yine aynı çalışmada IL-8 

ifadesine bakılmış ve IL-6 ile benzer bir profil bulunmuştur [162]. Romani ve arkadaşları 

kullandıkları fare modeli çalışmasında IL-6 geni susturulmuş farelerde C. albicans’a 

duyarlılığın arttığını bildirmişlerdir [163]. IL-6’nın fagositozda rol alması, eksikliğinde 

fungal duyarlılığın artması gibi sebeplerden dolayı mantar savunmasında önemli bir sitokin 

olduğu ifade edilmiştir [163, 164]. Bu bilgiler ışığında Aspergillus fumigatus’tan elde 

edilmiş β-glukan ile uyarımda IL-6 sitokinin ifadesindeki artış literatür ile uyumludur 

(p<0.005). CXC kemokin ailesinin bir üyesi olan IL-8, özellikle nötrofiller için önemli bir 

aktivatördür [165]. Literatürde A.fumigatus ve P.chryosegenum hif ve konidyaları ile 6 saat 

boyunca uyarılan BEAS-2B hücrelerinde IL-8 ifadesinin arttığı gözlenmiştir. Literatürden 

farklı elde edilen gen ifade profilleri arasındaki farklılıkların nedeni;  fungal substratlarla 

karşılaşma zamanı ve  farklı fungal substratlarla (konidya ve hif) uyarımın 

gerçekleştirilmesi olabilir. . IL-8 sitokini, hücresel uyaranlara karşı erken dönem cevap 

verme potansiyeline sahip bir sitokindir  [162] ve birçok hücre tipi tarafından salgılanan ve 

hem bir kemoatraktan hem de güçlü bir anjiyonik faktör olan IL-8, IL-6 ya benzer 

metabolik özelliklere sahip olmakla birlikte, IL-6 ya kıyasla daha kısa bir yarı ömre 

sahiptir [166]. Birçok çalışma IL-8’in erken dönem belirteci olduğunu göstermektedir 

[166, 167]. 

 IL-17 ailesine bir üyesi olan  IL-25,  IL-17E adıyla da bilinmektedir [168]. Bu sitokin 

temel olarak Th2 tip sitokinlerin sentezinde görev almaktadır ve alerjenle karşılaşma 

sonrasında erken evrede aktive olmaktadır  [169]. 2018 yılında yayınlanmış bir makalede 

fare akciğer epitel hücreleri, Aspergillus fumigatus’tan toplanan hem canlı hem de ısıyla 

inaktive edilmiş konidyalar ile 6-24 ve 48 saat boyunca uyarılmıştır. Isı ile öldürülen 

konidyalarla yapılan uyarımda IL-25 seviyeleri 6. saatte en yüksek olmak üzere zamanla 
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azalmış fakat ortamdaki varlığını korumuştur. Yine aynı çalışmada canlı konidyalar ile 

uyarım yapıldığında 6. saatte en az, 24. saate en fazla, 48. saatte ise 6. saatten fazla 24. 

saatten az olacak şekilde bir profil oluşturmuştur [170]. Tez çalışmasında literatürdeki 

verilerle uyumlu olarak  IL-25 ifadesi 24. saat sonunda kontrol grubuna kıyasla 4 kata 

yakın bir artış göstermiştir (p<0.005). 

IL-1 protein ailesinin bir üyesi olan IL-33, IL-25 gibi Th2 sitokinlerinin aktivasyonunda 

görev alan bir sitokindir [171]. Canlı konidya ve ısıtılmış konidyalar ile uyarılan farelerin 

akciğer epitel hücrelerinde 6, 24 ve 48 saat sürelerle sonucunda IL-33 ifadesinin kontrol 

grubuna göre arttığı gösterilmiştir [170]. Buna karşın bizim sonuçlarımızda IL-33’ün CT 

değerleri oldukça düşük (CT>35) çıktı ve IL-33 ifadesi tespit edilemedi. Bunun temel 

sebebi IL-33 geninin uyarımın erken evrelerinde transkribe olması olabilir. Ayrıca 

literatürdeki çalışmalarda kullanılan konidyalar β-glukan haricinde diğer hücre duvarı 

yapılarını da içermektedir. IL-33 ifadesinin 24. saat sonrasında da görülmesinin sebebi β-

glukan harici alerjenlerin etkisi olabilir.  Buna karşın HDM ile uyarılan hava yolu epitel 

hücrelerinde IL-33 ifadesinin en yüksek 2. saatte görüldüğü, 6. saatte azalmaya başladığı 

ve 24. saatte kontrol grubuna kıyasla daha düşük seviyede olduğu literatürde gösterilmiştir 

[172]. 

2014 yılında yapılan bir çalışmada Aspergillus fumigatus hifleri parçalanarak kitinaz ve 

glukanaz enzimleri ile ayrı ayrı muamele edilmiş ve farelere nazal olarak verilmiştir. Bu 

çalışmada fare epitel hücrelerinde TSLP ifadesinin erken (6 saat) ve geç (72 saat) 

dönemdeki ifadeleri incelenmiştir. 72. saatteki TSLP ifadesinin 6. saatteki TSLP ifadesine 

kıyasla daha yüksek olduğu görülmüştür  [173]. Başka bir çalışmada ise fare akciğer epitel 

hücreleri ısıtılmış ve canlı konidyalar  ile uyarılmış ısıyla inhibe edilen konidyalarla 

uyarımın yapıldığı koşullarda TSLP ifadesinde artış saptanmış; ancak canlı konidyalarla 

uyarılan koşullarda  kontrole göre fark bulunamamıştır [170]. Bizim sonuçlarımızda ise 0,1 

μg/mL ile uyarılan hücrelerde kontrole göre bir azalma görülmüşken (p<0.01), 1 μg/mL 

uyarımlarda kontrole benzer bir profil görüldü. Son olarak ise RANTES ifadesinin 

konsantrasyona bağlı olarak arttığı tespit edilmiş olmasına karşın literatürde β-glukan ile 

uyarımın RANTES ifadesi üzerine olan etkileri hakkında yeterli bilgi bulunmamaktadır.   
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Tablo 5.: Sitokin/ Kemokinlerin 24 Saatlik konsantrasyona bağlı ifade değişiklikleri. 

 

Sitokin / Kemokin 0,1 μg/mL 1 μg/mL 

IL-6      <>        + 

IL-8       -        - 

IL-25       -        + 

IL-33       o        o 

TSLP       -       <> 

  [<>] DEĞİŞİM YOK; [-] AZALIŞ; [+] ARTIŞ ; [O] CT >35 

4.4 Western Blot Yöntemi ile Dektin-1 Proteininin İfadesinin İncelenmesi 

BEAS-2B hücrelerinde β-glukanla uyarımın Dektin-1 üzerine etkilerinin protein düzeyinde 

incelenmesi amacıyla Western Blot yöntemi kullanıldı. Elde edilen sonuçlar Şekil 4.6. ve 

4.7.’de verildi.         

                                           

Şekil 4. 6 Yalnızca β-glukan ile uyarılan BEAS-2B hücreleri. A: Dektin-1 Protein 

İfadesini, B: β-aktin Kontrol grubunu, C: Protein ifadesindeki kat artışını 

göstermektedir. 
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Şekil 4. 7. IL-4 + IL-13 ve β-glukan ile uyarılan BEAS-2B hücreleri. A: Dektin-1 

Protein İfadesini, B: β-aktin Kontrol grubunu C: Protein ifadesindeki kat artışını 

göstermektedir. 

Şekil 4.6. ‘da yalnızca β-glukan ile uyarılan hücrelerde Dektin-1 protein ifadesinde 1.5 

katlık bir artış gözlenmesine karşın fark istatistiksel anlamlılığa ulaşmadı. Şekil 4.7.’de 

yalnızca IL-4 ve IL-13 ile uyarılan hücrelerde Dektin-1 protein ifadesinde 1,8 kat arttığı 

gösterildi. Buna karşın hem IL-4 + IL-13 hem de β-glukan ile uyarılan koşullarda protein 

düzeyinde bir değişiklik tespit edilmedi.  

Literatürde Dektin-1 protein ifadesiyle ilgili Western Blot çalışmaları kısıtlıdır. 

Makrofajlarda otofajide β-glukanın rolünü araştıran bir çalışmada makrofaj hücreleri β-

glukan ile uyarılmış ve 24 saatin sonunda kontrol grubuna göre Dektin-1 protein ifadesinde 

1,5 katlık bir artış gösterdiği tespit edilmiştir [174]. Bunun yanı sıra insan kornea epitel 

hücrelerinde yapılan bir diğer çalışmada, uyaran olarak hem curdlan (Agrobacterium β-

glukanı) hem de Aspergillus fumigatus hifleri kullanılmıştır. Bu deneyde hücreler sırasıyla; 

uyarılmamış, curdlan ile uyarılmış, hif ile uyarılmış ve curdlan + hif ile uyarılmış şeklinde 

4 gruba ayrılmıştır. 24 saat süren uyarım sonunda, Dektin-1 protein ifadeleri 

incelendiğinde ise yalnız curdlan ve hif ile uyarılan gruplarda uyarılmamış koşula göre 

anlamlı bir  değişiklik gözlenmemişken, hem curdlan hem de hif ile uyarım yapılan 

hücrelerde 24. saat sonunda Dektin-1 protein ifadesinde 1,5 katlık artış gözlenmiştir [175]. 

Fare korneası üzerine yapılan başka bir çalışmada fare kornealarında Aspergillus fumigatus 

kaynaklı β-glukanın Dektin-1 proteini ifadesi üzerine etkileri incelenmiştir.  Bu çalışmada 

kornea hücrelerine Aspergillus fumigatus hifleri enjekte edilmiş ve 10 saat uyarılmış ve 

Western Blot yöntemiyle Dektin-1 protein düzeyi incelenmiştir.  Aspergillus fumigatus 
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hifleri ile uyarılan hücrelerde Dektin-1 protein miktarında bir değişiklik saptanmamıştır 

[176]. 

IL-4 + IL-13 ile birlikte β-glukan uyarım sonucu RNA düzeyinde gözlenen ancak protein 

düzeyinde tespit edilemeyen farkın açıklanabilmesi amacıyla 36 ve 48 saatlerde ko- 

stimülasyonun yapılması planlanmıştır.  

4.5 İmmünofloresan Boyama ile Dektin-1 Proteininin İfadesinin Belirlenmesi 

Protein ifadesinin gösterilebilmesi için Western Blot yöntemine ek olarak 

immünositokimya yapılmıştır. BEAS-2B hücrelerinin Th2 sitokinlerle uyarımı sonrası elde 

edilen immünositokimya sonuçları Şekil: 4.8. ‘de gösterilmiştir.  

   

 

Şekil 4. 8. BEAS-2B hücrelerinin 24 saat boyunca Th2 sitokinler ile uyarılması 

sonucu oluşan Dektin-1 protein ifadesi A: Negatif Kontrol B: Uyarılmamış Koşul 

C: IL-4 +IL-13 Sitokinler ile uyarılmış koşul. Negatif kontrolde boyama 

yapılmamıştır. Çekirdek boyaması 4',6-diamidino-2-fenilindol (DAPI) ile 

yapılmıştır (mavi). Dektin-1 boyaması ise Alexa Fluor® 594 ile gerçekleşmiştir 

(kırmızı). 

Gerçek zamanlı PZR sonuçlarında Th2 sitokinler varlığında Dektin-1 ifadesinin arttığını 

tespit edilmiştir. Western blot yöntemine ek olarak, immunofloresan boyama yöntemi ile 

Dektin-1 protein ifadesini incelediğimizde uyarılmamış koşula kıyasla Th2 tip sitokin ile 

uyarılan hücrelerde Dektin-1 protein ifadesinde belirgin bir artış gözlemlenmiştir.  
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5. YORUM 

 

Astım, dünya çapında her yaştan ve cinsiyetten bireyi etkisi altına alabilen ve etkilediği 

kişilerin yaşam kalitelerini olumsuz yönde etkileyen bir solunum yolu hastalığıdır. Astımın 

başlangıcı ve şiddetin hem genetik faktörlerin hem de çevresel faktörlerin rol alması 

astımın tedavisini güçleştirmektedir. Astım tedavilerinde daha kesin çözümler bulabilmek 

için bilim adamları astımı çeşitli fenotip ve endotiplere ayırmıştır. 

Astım başlangıcında ve alevlenmesinde en önemli etmenlerden birisi de dış ortamdan 

soluduğumuz hava yolu alerjenleridir. Hava yolu alerjenleri içerisinde polenler, hayvan 

tüyleri, tozlar, ev tozu akarları ve mantarlar yer almaktadır. Mantarlar birçok çevresel 

koşula adapte olabilmeleri ve fırsatçı patojen olmaları nedeniyle ayrı bir öneme sahiptir. 

Fırsatçı patojenler arasında sıklıkla karşılaşılan türler; Candida sp., Alternari sp., 

Peniclium sp. ve Aspergillus sp.’dir. Bu türler içerisinde Aspergillus türleri yüksek 

patojenite ve termotolerant özellikleriyle dikkat çekmektedir. Bu mantar türü hem 

ürettikleri sporlar vasıtasıyla solunum yollarına kolonize olarak, hem de gövdelerinde 

kopan parçalarla alerjik etki oluşturarak mantar duyarlı bireylerde astım şiddetini 

arttırabilmektedirler. 

Tez çalışması kapsamında, hava yolu patojeni olan Aspergilus fumigatus türünün hücre 

duvar bileşenlerinden β-glukan ekstrakte edildi. Saflaştırılan β-glukan, bronş epitel hücre 

hattı olan BEAS-2B hücrelerine uygulanarak Dektin-1 reseptörünün mRNA ve protein 

düzeyinde ifadesi incelendi. Ayrıca β-glukan ile uyarılan hücrelerde temel sitokinlerin ve 

kemokinlerin ifadeleri mRNA düzeyinde incelendi.  

Literatürde β-glukan saflaştırmayı tarif eden çeşitli yöntemler bulunmaktadır [177-179]. 

Saflaştırma yöntemi optimize edilirken, birçok maya ve mantarda başarılı olan farklı 

yöntemler denendi. Çalışmalarımızda kullandığımız ve literatürde tarif edilen klasik 

yöntemlerin Aspergillus fumigatus türü mantarlarda başarılı olmadığını gözlemledik. İleri 

çalışmalarımızda ise Fatemeh Sadeghi ve arkadaşlarının uygulamış oldukları yöntem 

optimize edilerek Aspergillus fumigatus kökenli β-glukan yapısı başarıla saflaştırıldı . 

Birçok maya ve mantarda başarılı olarak çalıştığı literatürde belirtilen yöntemlerin bizim 

çalışmamızda başarılı olmamasının nedenlerinden birisinin Aspergillus fumigatus’un 

istisnai hücre duvar yapısı olması muhtemeldir. Genel olarak mantar hücre duvarında 

bulunan α-glukan yapısı %1-%10 arasında değişmektedir. Fakat bu durum Aspergillus 
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türlerinde farklılık göstererek hücre duvarının %10’dan fazlasını α-glukan yapısı 

oluşturmaktadır. Bunun yanı sıra, mantar hücre duvarı iskeletlerinin %60’ı β-(1,3)-(1,6) 

halkasal glukan yapısı içermektedir. Fakat Aspergillus fumigatus türü mantarlarda hücre 

duvarı iskeleti bitkilerinkine benzer bir şekilde β-(1,3)-(1,4) doğrusal glukan yapısı 

şeklinde bulunmaktadır [92]. Β-glukanın halkasal ve doğrusal yapıları arasındaki farklar 

göz önüne alındığında saflaştırmadaki bu zorluğun hücre duvar yapısındaki farklılık 

olduğu düşünüldü. 

β-glukan saflaştırma işleminden sonra, β-glukanın kimyasal karakterizasyonunun 

yapılabilmesi için ATR-FTIR analizi yapıldı. Analizdeki trasnmittans ve absorbans 

değerleri baz alındığında, elde edilen ekstraktın β-glukana ait tanımlanmış fonksiyonel 

bölgeleri içerdiği görüldü. 

Saflaştırılan ürününün β-glukan olduğu doğrulandıktan sonra, β-glukanın uygun 

konsantrasyonlarının bulunabilmesi için hücrelerde sitotoksisite ve canlılık testleri yapıldı. 

Bunun için BEAS-2B hücreleri 96 kuyulu plakalar ekildi ve 0.1, 1, 10 ve 100 μg/mL 

konsantrasyonlarda β-glukan ile 24 saat boyunca uyarıldı. Sitotoksisite için MTT, hücre 

canlılığı için EtBr/Kalsein boyama yöntemleri kullanıldı. Bu deneylerden elde edilen 

sonuçlar ve literatürdeki önceki bilgiler beraber kıyaslandığında uygulanacak dozlar 0.1 ve 

1 μg/mL olarak belirlendi. 

 BEAS-2B hücrelerinde Dektin-1 ifadesinin incelenmesi için öncelikle BEAS-2B hücreleri 

Th2 tip sitokinler olan IL-4 ve IL-13 ile uyarıldı. Th2 tip sitokinler varlığında Dektin-1 gen 

ifadesinin 3,5 kat arttığı tespit edildi. Bir β-glukan reseptörü olan Dektin-1’in β-glukan ile 

karşılaşan BEAS-2B hücrelerinde ifadesinin değişip değişmeyeceğini görmek için hücreler 

β-glukan ile belirlenen dozlarda uyarıldı. Bunun sonucunda, BEAS-2B hücrelerinde 

konsantrasyona bağlı olarak Dektin-1 ifadesinin arttığı ve 1 μg/mL konsantrasyonda 3,5 

katlık bir gen ifadesi artışı sağladığı görüldü. Tüm bunlara ek olarak, BEAS-2B 

hücrelerinin Th2 tip sitokinler ve β-glukan ile beraber uyarımlarının Dektin-1 ifadesini 

yaklaşık 5,5 kat arttırdığı görüldü. Elde ettiğimiz veriler, patojen kaynaklı β-glukan ile 

karşılaşma durumunda Th2 tip inflamasyonun olduğu bir ortamda, Dektin-1 ifadesindeki 

artışa bağlı olarak bu reseptör bağlı yolaklardaki değişikliklerin detaylı olarak araştırılması 

gerekliliğini ortaya koymaktadır.    

Th2 tip sitokinler ve β-glukan varlığında Dektin-1 protein düzeyindeki değişiklikler 

incelendiğinde Th2 tip sitokinlerin olduğu ortamda Dektin-1 ifadesinde artış gözlenmesine 
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karşın RNA düzeyinde gözlenenden farklı olarak β-glukan ile uyarım koşullarında Dektin-

1 protein ifadesinde artış tespit edilememiştir.  Sitokin bağımlı yolaklar ile β-glukan 

bağımlı yolaklar arasındaki farklılıkların, RNA-protein paternlerinde görülen farkın 

kaynağı olabileceğini düşünmekteyiz. Farklı uyarım sürelerinde protein deneyleri 

tekrarlanarak β-glukan uyarımının Dektin-1 proteini üzerindeki etkilerinin araştırılması 

planlanmıştır.  

Pro- ve anti-inflamatuar özellikteki IL-6 ‘nın ifadesindeki artışa paralel olarak epitel 

kökenli sitokinler olan alarmin IL-25 ve TSLP’nin ifadesindeki artış, epitel hasarla ilişkili 

bir inflamasyonun da göstergesidir. Literatürde TSLP’nin geç dönemde (72 saat) erken 

döneme kıyasla (6 saat) daha yüksek ifade edildiği gösterilmiştir. Ayrıca fungal 

konidyalarla yapılan bir çalışmada ısıyla muamele edilen konidyaların TSLP ifadesini 

arttırdığı buna karşın canlı konidyaların TSLP ifadesini değiştirmediği belirtilmiştir. 

Bunlara ek olarak bizim çalışmamızda TSLP ifadesi düşük konsantrasyonda kontrolden 

düşük bir profil sergilerken yüksek konsantrasyonda kontrol ile benzer profil göstermiştir. 

1 μg/mL konsantrasyonda kontrolle benzer bir profil görülmesinin nedeni TSLP’nin geç 

dönemde ortaya çıkması olabilir.   

Sonuç olarak; 

1. Hava yolu epitel hücrelerinde Th2 sitokinler varlığında Dektin-1 ifadesin arttığı 

tespit edildi. 

2. Aspergillus fumigatus türünden elde edilen β-glukanın hava yolu epitel 

hücrelerinde Dektin-1 ifadesini arttırdığı görüldü.  

Tez çalışmasında, uyarı zamanı olarak tek zaman seçilmiştir. Ancak erken ve geç dönem β-

glukan uyarımının epitel hücrede Dektin-1 ve inflamatuar sitokinler üzerine etkilerinin 

ortaya konması β-glukan temelli Aspergillus fumigatus enfeksiyonun etki mekanizmasının 

anlaşılması açısından önemlidir. Epitel kökenli sitokinlerin uyarı sonrası ifade profillerinin 

ortaya konması β-glukan temelli inflamasyonun açıklanmasında önemli bir yol 

oynayacaktır.  

Dektin-1 ifadesinin hava yolu inflamasyonundaki rolünü detaylandırabilmek adına 

Alternaria sp., Cladosporium sp. Penicilium sp. gibi için fırsatçı patojenlere ait β-glukanlar 

ekstrakte edilip farklı mantar türlerinin hava yolu inflamasyonunda oluşturduğu etkiler 

gözlenebilir. Bunlara ek olarak çalışmamızda hava yolu epitel hücresi olarak sadece 

BEAS-2B epitel hücre hattı kullanıldı. Mantarların üst ve alt solunum yollarına kolonize 



54 
 

olup inflamasyona sebebiyet verdiği göz önüne alınırsa BEAS-2B hücre hattına ek olarak 

bir nazal epitel hüce hattı olan RPMI-2650 hücre hattında β-glukan kaynaklı meydana 

gelen Dektin-1 ifadesi ve sitokin ve kemokin profillerinin incelenmesi hava yolu 

inflamasyonda Dektin-1 rolünün incelenmesine yönelik detaylı bir anlayış sağlayacaktır. 

Tez çalışması Aspergillus fumigatus’tan β-glukanın ekstrakte edilip uygulanması yönüyle 

literatürdeki benzer çalışmalardan ayrılmaktadır. Bu çalışma ile beraber, ekstrakte edilmiş 

saf β-glukanın (proteaz aktivitesi devam eden konidyalardan veya kitin,mannan gibi diğer 

hücre duvarı elemanlarını içeren bileşik yapılardan farklı olarak) hava yolu epitel 

hücrelerindeki Dektin-1 reseptörü üzerine olan etkisi gösterilmiş, sitokin ve kemokin 

profilleri oluşturularak literatüre katkı sağlanmıştır. Bu bağlamda tez çalışması gelecek 

çalışmalara öncülük edebilecek niteliktedir.   
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