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1. GİRİŞ 

Allerjik astım havayolunun kronik inflamatuar bir hastalığıdır. Hastalığın 

geliĢiminde Th2 tipi sitokinlerin önemli rolü olduğu, bu sitokinlerin etkisi ile 

geliĢen yangının akciğer eozinofilisi, artmıĢ serum IgE düzeyleri, havayolu aĢırı 

duyarlılığı, artmıĢ mukus sekresyonu ve geriye dönüĢümlü hava yolu daralmasının 

hastalığın temel özelliklerini oluĢturduğu bilinmektedir (2,3). 

Özellikle IgE yapımı ve eozinofil aktivasyonu ile karakterize Th2 tipi immün 

yanıtın, normal koĢullarda, öncelikle parazitlere karĢı immün savunmada önemli 

olduğu bilinmektedir ve bu parazitlerin çoğunluğu kitin içermektedir. Ġnsanların 

besin kaynakları arasında kitin içeren maddelerin bulunmaması ancak insanlarda 

kitini parçalayan kitinaz aktivitesi gösteren enzimlerin saptanması, bu enzimlerin  

doğal savunmada önemli rolü olabileceğini düĢündürmektedir.    Sonuç olarak Th2 

tipi immün yanıtla kitinaz indüksiyonu ya da aktivasyonu arasında bir bağlantı 

olması  akla yakın görülmektedir.  

Th2 tipi yanıtın baskın olduğu ve bunun etyopatogenezde en önemli faktör 

olduğu düĢünülen allerjik hastalıklara gelince, ev-tozu akarı, hamam böceği ve 

mantarlar gibi atopik hastalıkların en yaygın rastlanan allerjenleri kitin 

içermektedir ve deneysel fare astım modelinde Th2 tipi sitokinlerin kitinazlarla 

iliĢkili olduğunu düĢündüren veriler yayınlanmıĢtır (37). 

Bu bilgilerin ıĢığında allerjik hastalığı olan bireylerin immün sisteminin 

kitin içeren bu allerjenleri, henüz bilinmeyen bir algaçla belirleyip, parazit 

saldırısı olduğu Ģeklinde algıladığı ve bu nedenle anti-paraziter olduğu iyi bilinen 

Th2 tipi immün yanıtı geliĢtirdiği düĢünülebilir. Bu hipotez allerjik hastalıkların 

etyopatogenezine yeni bir bakıĢ açısı getirmektedir. Kitinazın (Acidic Mammalian 

Chitinase; AMCase) özellikle allerjik yangı reaksiyonunun etkin  kolunda önemli 

rolü olduğunun gösterilmesi yeni tedavi yaklaĢımlarını da gündeme getirebilir. 

Ancak yapılan çalıĢmalarda AMCase‟ın astımdaki havayolu yangısına nasıl 

katıldığı, kitin dıĢındaki substratlarının neler olduğunu gösteren çalıĢmalar 

yetersizdir. Kitinin mikropartikül Ģeklinde verilmesinin Th2 yanıtının aksine Th1 

yanıtına neden olduğunun gözlenmesi kitin ve kitin mikropartiküllerinin farklı 

yolakları etkileyebileceği sorusunu gündeme getirmiĢtir. ÇalıĢmalarda deneysel 

fare modelleri kullanılmıĢ, fare ve insanda enzimin farklı iĢlevleri olduğu 
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gösterilmiĢtir. Ġnsan hücreleri kullanılarak yapılan invitro doz yanıt eğrisi ve 

sitokin salınımı ile ilgili veriler yetersizdir. Deneysel astım modelinde gözlenen 

bu kitinaz aktivasyonunun akciğer dokusuna  özel bir durum mu olduğu, yoksa 

diğer dokulardaki alerjik yanıtlarda da aktive olup olmadığı bilinmemektedir. 

Örneğin, diğer bir  Th2 baskın hastalık olan  Atopik dermatitte AMCase‟ ın 

durumu konusunda hiçbir veri bulunmamaktadır. 

Bu çalıĢmada biz, atopik dermatitte deri biyopsilerinde AMCase‟ın 

durumunu araĢtırmayı, ayrıca kitin ve kitin mikropartiküllerinin  atopik ve sağlıklı 

kontrollerin mononükleer hücrelerini nasıl etkilediğini incelemeyi amaçladık. 
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2. GENEL BİLGİLER 

2.1. Astım 

2.1.1. Tarihçe  

Astım kelimesi yunanca „ aazein‟ yani soluk soluğa nefes alma kelimesinden 

gelmektedir. Astım kelimesi ilk olarak 2700 yıl önce Homer‟in Ġliadında 

tanımlanmıĢtır. Homer‟in destanına göre astım kısa-sık nefes alma, güç nefes 

alma, sık sık nefes alma olarak tanımlanmıĢtır.  

Hipokrat astımı tıbbi durum olarak ilk miladdan 450 yıl önce tanımlamıĢtır. 

Galen 6 yüzyıl sonra astımla ilgili daha çok tanımlama yapmıĢ, kısmi ya da tam 

bronĢial obstruksiyona neden olduğunu açıklamıĢtır.  

Ġspanyol hekim ve  filozof  Moses Maimonides 1190 yılında  tanı, tedavi ve 

önlemleri tanımlamıĢ, astımlı hastaların kirli hava ve stresten uzak durmalarını, 

dengeli beslenme ve spor yapmalarını öğütlemiĢtir.  

Bernardino Ramazzini 17. yüzyılda, astım ile organik tozlar arasındaki 

iliskiyi not etmiĢtir. 1901 yılında bronkodilatatörler kullanılmaya baĢlanmıĢ,  

ancak 1960‟larda inflamatuar mekanizmaların tanımlanması ile tedavi rejimine 

anti-inflamatuar ilaçlar da eklenmiĢtir (1).  

 

2.1.2. Tanım 

Havayolu aĢırı duyarlılığı hastalığı olarak ta bilinen astım dünyanın en önde 

gelen sağlık sorunlarından biridir. Astım mast hücreleri, eosinofiller, T lenfositler, 

makrofajlar, nötrofiller, epitel hücrelerinin rol aldığı hava yolunun kronik 

inflamatuar bir hastalığıdır. Ġnflamasyon sonucu özellikle gece ve/veya sabah 

saatlerinde tekrarlayan nöbetler halinde öksürük, hıĢıltı (wheezing), hırıltılı 

solunum, solunum sıkıntısına neden olmaktadır. Havayolu daralması tedaviyle 

ve/veya kendiliğinden geri dönebilmektedir. Tetikleyici ajanlarla karĢılaĢma 

sonrası geliĢen bronĢ düz kaslarındaki kasılma, mukozal inflamasyon, ödem, 

yoğun mukus sekresyonu ve havayolundaki kalıcı yapısal değiĢiklikler astımdaki 

havayolu daralmasının nedenidir. Son yıllarda yapılan çalıĢmalarda astımın tam 

anlamıyla geri dönüĢümlü bir hastalık olmadığını, havayollarında oluĢan yeniden 

yapılanma (remodeling) nedeniyle bazı kalıcı yapısal değiĢikliklere neden olduğu 
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ortaya çıkarılmıĢtır. Solunum yolu infeksiyon ajanları, allerjenler, stres, egzersiz, 

iritan maddelerin inflamasyonda önemli rol oynayan tetikleyiciler olduğu 

bilinmektedir (2,3). 

 

2.1.3. Epidemiyoloji 

Astımın görülme sıklığı ülkeden ülkeye hatta aynı ülkede bölgesel farklılık 

göstermektedir. GeliĢmiĢ toplumlarda ISAAC (International Study of Asthma and 

Allergies in Childhood) yöntemi ile astım prevalansı %4-23 arasında 

bulunmuĢtur.Ülkemizde ISAAC yöntemi ile yapılan çocukluk çağı prevalans 

çalıĢmalarında ise, kümülatif astım prevalansı %13.7-15.3 arasında değiĢmektedir 

. Ġzmir ilinde 6-13 yaĢ arası çocuklarda yapılan bir çalıĢmada, astım kümülatif 

prevalansı %4.9 olarak bulunmuĢtur (5) . 

Çocukluk yaĢ gurubunda E/K: 2/1 iken puberteden sonra E/K:1/1 

olmaktadır. Çocukluk çağı astımlıların % 50-60„ı ergenlikten sonra 

iyileĢmektedirler. 

 

2.1.4. Risk Faktörleri (10) 

Kişisel faktörler 

Genetik yatkınlık 

Atopi 

Havayolu aĢırı duyarlılığı 

Cinsiyet 

Irk/ Etnik özellikler 

Çevresel faktörler 

Allerjenler 

Mesleksel ajanlar ve Hava kirliliği 

Solunum sistemi infeksiyonları 

Sosyoekonomik düzey 

Diyet ve ilaçlar 

Obesite 

Sigara dumanı maruziyeti 
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Szentivani ve ark. (1) 1968 yılında astımda beta adrenerjik teoriyi 

tanımlamıĢtır. Bu teoriye göre beta-2 reseptörlerin blokajinın astıma neden olduğu 

düĢünülmekteydi. 1995 yılında ise atopik hastalarda IgE aĢırı üretimi olduğunu 

tanımlamıĢlardır. 

Astım ve diğer allerjik hastalıklardaki prevalans artıĢının nedeni ile ilgili 

olarak en etkileyici açıklama ilk kez 1989 yılında David Strachan tarafından 

yapılmıĢtır. Strachan‟a göre; “Son yüzyıl süresince aile yapısının küçülmesi, ev içi 

konforundaki iyileĢme, kiĢisel temizlik standartlarında yükselme, ailedeki genç 

bireyler arasında çapraz enfeksiyonları azaltmıĢtır. Bu durum, atopik hastalıkların 

yaygınlaĢmasına neden olabilir.” Bu teoriyi destekleyen birçok epidemiyolojik 

çalıĢmada, ailedeki birey sayısı arttıkça astım geliĢme riskinin azaldığı, ayrıca 

yuvaya baĢlama yaĢının erken oluĢunun da benzer Ģekilde infeksiyon ajanları ile 

karĢılaĢmayı arttırarak astım hastalığı geliĢimine karĢı koruyucu etki gösterdiği 

saptanmıĢtır. 

Ġnfeksiyon ajanlarının allerjik hastalıklara yakalanma riskini azalttığını 

gösteren bir destek de Avrupa‟da çiftlikte yaĢayan, erken yaĢta inek sütü içen 

bebeklerde ileri yaĢlarda allerjik hastalık riskinin anlamlı azaldığını gösteren 

çalıĢmalardan gelmiĢtir. Birçok araĢtırmacı bu durumu erken yaĢta bakteriyel 

endotoksinlerle temasın atopik hastalıklara karĢı koruyucu etki gösterdiği yönünde 

yorumlamaktadır. Endotoksinler gram-negatif bakterilerin hücre duvarının dıĢ 

yapısını oluĢturan lipopolisakkaridlerdir. Bu yapılara ve genel olarak hücre içi 

bakterilere karĢı verilen immün yanıt allerjik hastalıklara karĢı koruyucu olan Th1 

tipindedir (11,12). 

 

         2.1.4.1. Astım ve Genetik 

Astımın genetik bir hastalık olduğuna dair yeterince veri bulunmaktadır. 

Ailesel birikim göstermesi, tek yumurta ikizlerinde ikisinde birden astım görülme 

oranının (konkordans) çift yumurta ikizlerinden daha fazla olması astımın genetik 

geçiĢli bir hastalık olduğunu destekleyen bulgulardır(6). Ailesinde atopi 

bulunmayan bireylerde astım görülme sıklığı %5-10 arasında iken, babada atopi 

öyküsü olanlarda 2 kat, annesinde atopi öyküsü  bulunanlarda 3 kat, her ikisinde 

de atopi öyküsü varsa 10 kat arttığı bildirilmektedir. Bu güne kadar astım ve atopi 
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ile iliĢkili birçok kromozom ve genetik mutasyon tanımlanmıĢtır. Ancak 

tanımlanan bu genlerin hiçbirisi kesin olarak astım ve atopinin patogenezi ile 

iliĢkilendirilememiĢtir. 

Astım poligenik kompleks bir hastalık olarak ele alınmakta ve oluĢumunda 

birden fazla gen ile çevresel faktörlerin birlikte etkilerinin rol oynadığı 

düĢünülmektedir. 

AraĢtırmalar astım ve iliĢkili fenotiplerin ailesel birikim gösterdiğini ortaya 

koymaktadır. Astımlı hastaların çocuklarının yaklaĢık % 25‟inde astım veya 

iliĢkili fenotiplerden herhangi birinin mevcut olduğu sonucu çıkmaktadır. Genetik 

serilere göre multipl populasyon örneklerinde astım ve atopi ile iliĢkili olabilecek 

yaklaĢık 19 kromozomal bölge belirlenmiĢtir. 

HLA tiplerinin allerjik hastalık ya da atopi geliĢiminde rol oynadığı 

düĢünülmektedir. Ev tozu akar duyarlılığı ile HLA sistemi arasındaki iliĢki 

incelendiğinde ev tozuna spesifik IgE yanıtı ile kromozom 6p21, 13q32-34 ve 

5q23-33 arasında iliĢki olduğu saptanmıĢtır (6,7). 

Erken çocukluk döneminde geçirilen infeksiyonlar atopi geliĢimini 

engellemektedir, bakteri hücre duvarında bulunan LPS, IL-12 salınımını 

uyarmakta ve Th1 yanıtını güçlendirmektedir.Monosit, makrofaj ve nötrofillerin 

yüzeyinde CD14 molekülü bulunmakta ve bu molekül LPS reseptörü olarak görev 

yapmaktadır. Kromozom 5 üzerinde yerleĢen CD14 molekülündeki 

polimorfizmlerin yüksek IgE düzeyleri ile kolere olduğu saptanmıĢtır. Ayrıca IL-

12β polimorfizmlerinin de erken dönemde özellikle kız çocuklarda akciğer 

fonksiyonlarında azalma ile iliĢkili olduğunu bildiren yayınlar mevcuttur (6). 

Kromozom 11q üzerinde yerleĢen yüksek affiniteli IgE reseptör genindeki 

polimorfizmlerinin de astım ve atopi ile iliĢkili olabileceği gösterilmiĢtir.β2 

reseptör genindeki mutasyonların astımın Ģiddeti ve tedaviye yanıtta iliĢkili 

olabileceği gösterilmiĢtir (9). 

Astım patogenezinde önemli rol oynayan IL-4, IL-13 sitokinlerinde ve 

bunların reseptörlerine, STAT-6 molekülünde  meydana gelen polimorfizmlerinde 

yaĢamın erken döneminde atopi geliĢimi ile iliĢkili olabileceği bildirilmiĢtir. 

Son zamanlarda yapılan çalıĢmalarda kromozom 20 üzerinde yer alan 

metalloproteinaz ailesinin bir üyesi olan ADAM33 polimorfizmleri incelenmiĢ, bu 
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polimorfizmlerin astımda yeniden yapılanma (remodeling) ve bronĢ aĢırı 

duyarlılığı geliĢiminde önemli rol oynayabileceği öne sürülmüĢtür (6-9). 

Görüldüğü gibi birçok genin polimorfizmi ile astım arasında iliĢki 

bildirilmiĢtir ancak bunların çoğu baĢka toplumlarda veya daha geniĢ 

araĢtırmalarla doğrulanmamıĢtır. Sonuç olarak kiĢinin genetik yapısına bağlı 

olarak ve çevresel faktörlerin de eklenmesi ile duyarlılığın değiĢik düzeylerde 

olabileceği görüĢü ağırlık kazanmaktadır. 

 

2.1.5. Patofizyoloji 

Astım patogenezi oldukça karıĢık ve henüz yeterince açıklanamamıĢ 

olmakla birlikte temel mekanizmanın havayolu duvarındaki inflamasyon ve bunun 

yol açtığı havayolu akımında kısıtlanma ve artmıĢ havayolu duyarlılığı olduğu öne 

sürülmektedir. KiĢide varolan bir genetik yatkınlığa, çevresel faktörlerin de 

katkısıyla ortaya çıkan bozulmuĢ immünoregülasyon ve/veya dengesiz nöral 

kontrol ve/veya uyarılmıĢ non immünolojik non nöral yol ile oluĢan kronik 

inflamasyon, bronĢ astımı patogenezinin temelini oluĢturmaktadır. 

Astımda erken tip hipersensitivite reaksiyonun rol oynadığı bir inflamasyon 

söz konusudur. Erken tip hipersensitivite reaksiyonunun temelini oluĢturan 

allerjik inflamasyon, erken fazda mediatör salınımının gerçekleĢtiği, geç fazında 

ise baĢlıca T lenfosit ve eozinofiller olmak üzere ortama hücre göçü ve kronik 

inflamasyonu ile karakterize bir patolojidir (ġekil 2.1.). 

Erken faz cevap, tetiklenen mast hücrelerinden hızla salınan mediatörler ile 

oluĢan bir reaksiyon tipi iken, genelde 6-8 saat sonra asıl olarak hücresel 

elemanların rol aldığı geç faz yanıt gözlenmektedir. Mast hücreleri sadece erken 

faz yanıtında değil geç faz cevabında da önemli rol alan mediatör ve sitokinler 

sentezleyerek, endotel, eozinofil ve IgE yapımı üzerinde etkili olmaktadırlar. Geç 

faz yanıt baĢlıca eozinofilden zengin olmak üzere lenfosit, nötrofil ve bazofil 

içeren hücre topluluğunun oluĢturduğu bir tablodur. T hücre, mast hücre ve aktif 

epitel hücresinden salınan IL-3, IL-5 ve GM-CSF kemik iliğinde eozinofil 

farklılaĢmasına, çoğalmasına ve dolaĢıma geçmesine neden olurlar. Eozinofillerin 

hedef dokuda toplanmaları çeĢitli sitokinler, adezyon molekülleri ve kemokinlerin 

etkileĢimleri sonucu gerçekleĢmektedir. Eozinofiller içerdikleri toksik ürünler 
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nedeniyle inflamasyonun geç fazının effektör hücreleridir. Ġçerdikleri MBP, ECP, 

EPO ve eozinofil kökenli nörotoksin özellikle solunum yolu için toksiktir ve 

epitelde dökülmeye neden olur. Vasküler geçirgenlikte artmaya, düz kas 

kontraksiyonuna, düz kas hipertrofisine, mukus bezlerde hipertrofiye ve eozinofil 

göçüne yol açan sisteinil lökotrienlerin de ana kaynağı eozinofillerdir. Eozinofiller 

ayrıca makrofajlara benzer Ģekilde ekstrasellüler matriks yıkımına neden olan 

matriks metalloproteazlarını sentezlerler. Geç fazdaki değiĢiklikler baĢlıca hava 

yolu epitelindeki hasarlanma ve bununla paralel olarak düz kas hipertrofisi, bazal 

membranda kalınlaĢma, ekstrasellüler matriksin yapısındaki değiĢmeler ile 

seyretmektedir (10). 

     

ġekil 2.1. Astımda allerjik inflamasyon (10 ) 

 

2.1.6. İmmunoregülasyon 

Organizmaya allerjenin girmesi  ve antijen sunan hücre ile karĢılaĢması 

sonucunda immun yanıt baĢlamaktadır. Antijen sunan hücre (APC) tarafından 

allerjen ufak peptit yapılara dönüĢmekte ve bölgesel lenf bezlerindeki T 

hücrelerine sunulmaktadır. Th0 hücrelerinin efektör fonksiyon kazanması ve 

proliferasyonu için dendritik hücre (DC) gibi antijen sunan hücrelere ihtiyacı 
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vardır. Antijen sunumu antijen sunan hücre ile Th0 hücrelerin karĢılıklı olarak bir 

etkileĢime girmeleri ile gerçekleĢmektedir. T hücreleri, sadece hücrelerin 

yüzeylerinde bulunan major doku uyum grup proteinlerine (MHC - Major 

Histocompalibility Complex) bağlanan antijenleri tanıyabilir. Ġki sınıf MHC 

proteini bulunmaktadır. MHC-І tüm vücut hücre yüzeylerinde gösterilebilir ve 

sitotoksik CD8
+
 T hücrelerine antijen sunarlar. MHC-ІІ özellikle makrofajlarda 

bulunmak üzere antijeni CD4
+
T hücrelerine sunarlar. T hücre aktivasyonu için iki 

sinyale ihtiyaç vardır. Birincisi T hücre reseptörünün APC yüzeyindeki antijen-

MHC kompleksine bağlanması, ikincisi T hücre yüzeyinde bulunan CD28 

proteinin APC yüzeyindeki ligandı olan B7 (CD80/CD86) ye bağlanmasıdır. 

Aktive olan Th0 hücreler ortamdaki sitokin düzeyi, aktive olan transkripsiyon 

faktörleri, sunulan antijenin ve antijen sunan hücrenin özelliğine göre Th1 veya 

Th2 yönünde farklılaĢır (3). 

Ortamda IL-12, IL-18, IL-23, IL-27 gibi sitokinler ve T-bet, STAT-4 (Signal 

transducer and activator of transcription) transkripsiyon faktörlerinin etkisiyle 

hücresel immüniteden sorumlu Th1 hücrelerine farklılaĢırlar. Th1 hücreleri IL-2, 

IFN-γ, TNF-β salınımına sebep olurlar. Hücre içi patojenlere karĢı savunmada bu 

sitokinler B hücrelerine etki ederek Ig E sentezinin baskılanmasında rol alırlar. 

Ortamda IL-4 sitokini, GATA-3 ve STAT-6 gibi transkripsiyon faktörleri 

etkisiyle de Th2 yönünde farklılaĢma olmaktadır. IL-4, IL-5,IL-6,IL-10,IL-13 

salgılarlar. IL-3, GM-CSF, TNF-α  ise her iki T hücre grubunda yapılmaktadır. 

Th2 hücrelerinden salınan bu  sitokinler helmint gibi hücre içi patojenlere karĢı 

savunmada rol alırlar, aynı zamanda B hücreleri,mast hücreleri, bazofiller, 

eosinofiller için kemoatraktan sitokinler olup büyüme ve farklılaĢmalarında da rol 

almaktadırlar. IL-4 ve IL-9 mast hücre maturasyonunda rol alırken, GM-CSF, IL-

3, IL-5 eozinofillerin diferansiyasyon ve matürasyonunda, IL-6 eozinofil ve mast 

hücrelerin aktivasyonunda önemlidir (3,4). Th2 lenfositten salgılanan IL-4 ve IL-

13 aracılığı ile IgG ve IgM üreten plazma hücresi B hücresine dönüĢerek (izotip 

kayması) IgE yapımına yol açarlar.  Sentezlenen IgE bir süre kanda serbest olarak 

dolaĢtıktan sonra yüksek afiniteli IgE reseptörü taĢıyan (FcεRICD64) dokudaki 

mast hücreleri ile dolaĢımdaki bazofillere ve düĢük afiniteli IgE reseptörü taĢıyan 

(FcεRIICD23) lenfosit, eozinofil, trombosit ve makrofajlara bağlanmaktadır. 
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IgE'nin kendisi için yüksek afiniteli reseptör taĢıyan mast hücresine bağlanması 

allerjik inflamasyonun ilk klinik bulgusu olan "erken faz reaksiyonun" 

gözlenmesine neden olmaktadır. 

 Solunum yolu ile tekrar allerjenle karĢılaĢmada, allerjen mast hücresinin 

yüzeyindeki IgE molekülü ile bağlanarak "mast hücresinin aktifleĢmesine" neden 

olur. Mast hücre aktivasyonu, hücredeki mevcut ve yeni sentezlenmiĢ bir takım 

ürünlerin salınımına (degranüle olmasına) yol açar. BaĢta histamin olmak üzere 

bradikinin, serotonin gibi mediatörlerin salınımı allerjik inflamasyonun ilk birkaç 

dakikasında oluĢan erken faz cevabına yol açarak bronĢ düz kasında kasılmaya ve 

damar geçirgenliğinde artıĢa neden olurlar. Bu olaylar kliniğe nefes darlığı ve 

hırıltılı solunum Ģeklinde yansımaktadır. Salınan sitokinler hücrelerin 

adezyonuna, eozinofillerin migrasyon, aktivasyon ve yaĢamlarını sürdürmelerine 

ve kollajen birikimi ile baĢta bazal membranın kalınlaĢması olmak üzere fazladan 

onarımların baĢlamasına neden olurlar. 

Antijenle karĢılaĢımdan 6-8 saat sonra araĢidonik asit oluĢmakta, araĢidonik 

asit metabolitleri olan lökotrienler, (LTB4-LTC4-LTD4-LTE4) (SRS-Aveya 

sisteinil lökotrienler), prostoglandinler (PGD2, PGE2, PGF2, PGI2), tromboksan A2 

ve PAF (platelate activating factor) ortaya çıkmaktadır. Bu metabolitler astımın 

kronik dönem bulguları olan mukozal kalınlaĢma, düz kas hipertrofisi gibi 

bulgulardan sorumlu tutulmaktadır. 

Eozinofillerin tetiklediği nöropeptidler nöral mekanizmayı uyararak 

inflamasyonu ve kronikleĢmeyi daha da arttırırlar. Sonuçta eozinofiller astımda 

„remodelling‟ denen yeniden Ģekillenmeye yol açan ana hücrelerdir. 

Mukoza ve submukozada bulunan alveoler makrofajlar da aktive olup, 

alveoler makrofaj kaynaklı büyüme ve değiĢim faktörleri salgılarlar. Bu da 

fibroblastlarda kollagen yapımını hızlandırır. Kollajen bazal membranlarda birikir 

ve onları kalınlaĢtırır ve remodelling olayına katkıda bulunur. 

Astımda bazı adezyon moleküllerinin endotel, epitel, lökosit yüzeylerinde 

artmıĢ ekspresyonları saptanmıĢtır. Bunlardan en iyi bilinenleri VCAM-1 

(Vasküler Hücre Adhezyon Molekülü), ICAM–l (Hücre içi adhezyon molekülü), 

ELAM-1(Endotelyal-lökosit adhezyon molekülü) artıĢıdır. Bu da lümene eozinofil 

geçiĢini baĢlatarak, inflamasyonu arttırır. Bunun dıĢında endotelde artmıĢ E - 
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selektin, VLA-l, VLA-4 (Very Late Activation Antigen) ekspresyonları da 

bildirilmiĢtir (3-5,9). 

IL-12 ve/veya IL-12 reseptör (IL-12 R) eksikliği olan fare modellerinde Th1, 

IL-4 ve/veya IL-4 reseptör (IL-4 Rα) eksikliği olanlarda da Th2 yanıtında 

bozukluk olduğu gösterilmiĢtir.  

Bu sitokinlerin reseptörlerine bağlanması sonucunda JAK bağımlı kinazlar 

aktive olmaktadır. Bu aktivasyon sonucunda intrasitoplazmik sinyal ileticisi olan 

STAT molekülünde tirozin fosforilizasyonu gerçekleĢmektedir. Aktiflenen STAT 

molekülü nükleusa yönelmekte, DNA‟ya bağlanarak gen ekspresyonunu 

değiĢtirebilmektedir (ġekil2.2). IL-12 ve IL-4 farklı JAK-STAT yolağını 

kullanmaktadır. 

IL-4, JAK1-3/STAT-6‟yı kullanırken, IL-12, JAK2-TYK2/STAT-4 yolağını 

kullanmaktadır (13-15).  

 

 

 

ġekil 2.2. JAK-STAT Sinyal Yolağı ve Th1-Th2 Yanıtı (14 ). 

 

   IL-4 geni susturulmuĢ (Knock-Out=KO) farelerde antijen uyarımı 

sonucunda allerjik yanıt geliĢmediği, bununla uyumlu olarak IL-4‟ün antikorla 

nötralizasyonu sonucunda inflamasyonun engellendiği gösterilmiĢtir. Bu bilgiler 

ıĢığında  IL-4´ün antijen spesifik T hücre geliĢiminin baĢlangıç fazında önemli 
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olduğunu ancak efektör fazda önemli olmadığı düĢünülmektedir. IL-4 „ün 

inflamasyonda primer efektör molekül olmadığı görüĢleri yaygınlaĢmıĢtır. Th2 

yolağının aktiflenmesinde tek baĢına  IL-4 rol almamakta IL-13‟ün daha önemli 

role sahip olduğu görüĢleri yaygınlaĢmıĢtır. IL-13‟ün allerjik astımı indüklemede 

tek baĢına yeterli olduğu gösterilmiĢtir (15). 

IL-13 fonksiyonlarına aracılık eden kompleks reseptör sistemi 

bulunmaktadır (IL-4Rα, IL-13Rα1, IL-13Rα2). IL-13Rα1, IL-13Rα2 hemapoetin 

reseptör ailesinin üyesi olup % 32 oranında aminoasit benzerliği 

göstermektedirler. X kromozomunda lokalizedirler. Her ikisi de IL-13 bağlamakta 

ancak IL-4 bağlamamaktadır. IL-13Rα1 tek baĢına düĢük affinitede, IL-4Rα 

varlığında yüksek affinitede IL-13 bağlamaktadır. IL-13Rα2 ise IL-13‟ü yüksek 

affinitede bağlamaktadır. IL-4Rα, IL-13Rα1 fonksiyonel reseptörlerdir. 

Hemapoetik ve nonhemapoetik hücrelerde eksprese olabilmektedirler (B 

hücreleri, monosit/makrofaj, dendritik hücreler, eosinofil, basofil, fibroblast, 

endotelyal hücreler, havayolu epiteli ve düz kas hücrelerinde). 

IL-13Rα2 ise testis, beyin, karaciğer, timus ve havayolu düz kas 

hücrelerinde eksprese olduğu gösterilmiĢtir. Aynı zamanda çözünebilir formu fare 

üriner sisteminde ve serumunda gösterilmiĢtir. Kısa bir sitoplazmik uzantı 

içermekte ve sinyal iletiminden yoksun olduğu dikkati çekmektedir. Bu reseptör 

subünitinin IL-13 sinyal iletimini engellediği, STAT-6 aktivasyonunu bloke ettiği 

düĢünülmektedir. IL-13Rα2 ekspresyonunun Th2 sitokinlerine spesifik olmadığı 

Th1 sitokinleri sonucu da eksprese olduğu gösterilmiĢtir. Reseprörün IFN-γ ile 

uyarımının IL-13‟ü inhibe ettiği gösterilmiĢtir. Th1-Th2 sitokinlerinin IL-13Rα2 

aracılığı ile regülasyonda rol oynadıkları düĢünülmektedir (16-18). 

Hayvan modelleri ile yapılan çalıĢmalarda diğer Th2 tip sitokinlerden 

bağımsız olarak IL-13‟ün astımı indüklemede tek baĢına yeterli ve gerekli olduğu 

gösterilmiĢtir. IgE ile duyarlılanmıĢ insan havayolu düz kasında IL-13 üretildiği 

ancak IL-4 üretilmediği gösterilmiĢtir. Fare akciğerine IL-25 uygulanmasının IL-

13 gen ekspresyonunu arttırdığı gözlemlenmiĢtir. 

IL-13‟ün allerjik yanıtı bilinen eozinofil ve IgE aracılıklı olayları 

oluĢturmasından ziyade havayolu hücrelerinde kompleks olaylar oluĢturmasıyla 

gerçekleĢtirdiği düĢünülmektedir. Fare akciğerinde IL-13 gen artıĢının belirgin 
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fibrozise sebep olması fibrotik yanıtta primer düzenleyici olduğunu 

düĢündürmektedir. IL-13 tek baĢına havayolu aĢırı duyarlılığı, mukus aĢırı üretimi 

ve subepitelyal fibrozise sebep olabileceği düĢünülmektedir. Bu etkilerinin STAT-

6 bağımlı olduğu düĢünülmektedir (15-19). Aynı zamanda IL-13 paraziter 

infeksiyonlarda önemli rol oynamakta, IL-13 polimorfizmlerinin schistozoma 

infeksiyonu ile iliĢkili olabileceği bildirilmiĢtir (19). 

IL-13 çeĢitli kemokinlerin salınımını arttırarak değiĢik bölgelerdeki 

inflamatuar hücrelerin inflamasyon alanına göçünü sağlamakta ve bu yolla 

havayolu aĢırıduyarlılığı, mukus aĢırı üretimi ve subepitelyal fibrozise neden 

olduğu düĢünülmektedir. 

Son yıllarda yapılan çalıĢmalarda IL-13‟ün havayolu epitelinden kitinaz adlı 

enzimin  aktiflenmesine neden olduğu, aktiflenen kitinazın eotaksin ve MCP-1 

gibi kemokinleri eksprese etmesi sonucu inflamasyonu ve havayolu aĢırı 

duyarlılığını arttırıcı etkisi olduğu üzerine durulmaktadır. Kitinaz inhibisyonun 

havayolu bulgularını inhibe edebileceği yapılan fare modellerinde gösterilmiĢ ve 

tedavi yaklaĢımına yeni bir bakıĢ açısı getirmiĢtir (15) . 

Th2 baskın hastalıkların artmasına paralel olarak Th1 baskın otoimmun 

hastalıkların da artıĢ göstermesi allerjik hastalıklarda T hücrelerinin rolünün basit 

bir Th1-Th2 dengesi ile açıklanamıyacağını gündeme getirmiĢtir. Son yıllarda Th1 

ve Th2 hücrelerden farklı baĢka bir T hücre alt grubu bulunmuĢtur. Bu hücreler T 

regulatuar (Treg) hücreler olarak adlandırılmıĢtır. Treg hücreler otoimmunite, 

allograft rejeksiyonuna karĢı korumada, infeksiyöz ve allerjik hastalıklarda önemli 

role sahiptir (20,21). 

Ġki önemli Treg hücre grubu tanımlanmıĢtır. CD4
+
CD25

+
Treg hücreler, 

timus tarafından üretilir, yüksek oranda transkripsiyon faktörü FoxP3 eksprese 

ederler. Antijen spesifik Treg hücreler antiinflamatuar sitokinler olan IL-10 

ve/veya TGF-β sekrete ederler. IL-10 sekrete edenler TR1, TGF-β sekrete edenler 

Th3 olarak adlandırılmaktadır. 

Her iki Treg hücre alt grubunun baskılayıcı fonksiyonları olduğu, astımda 

havayolu aĢırı duyarlılığını ve inflamasyonu azaltıcı etkisi olduğunu gösteren 

çalıĢmalar bulunmaktadır. 
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Allerjen immunoterapisi ya da glukokortikoid tedavi sonrası Treg hücrelerde 

IL-10 sekresyonunda  artıĢ olduğu  gösterilmiĢtir. Allerjik inflamasyon sırasında  

APC‟lerden salgılanan IL-6 sitokini etkisi ile Treg hücrelerin baskılandığı 

gösterilmiĢtir. IL-6 ve IL-10‟un allerjik hastalıklarda önemli düzenleyici sitokin 

olduğu  düĢünülmektedir (3,20,21). 

Tanımlanan bir baĢka T hücre alt grubu ise Th17 hücreleridir. Th17 

hücrelerinin otoimmun hastalıklarda, özellikle deneysel ensefalomyelit 

modellerinde, romatoid artrit gibi hastalıklarda, transplant rejeksiyonunda, multipl 

sclerosisde, tümör büyümesinde,astım ve allerjik inflamasyonda önemli rolü 

olduğunu gösteren çalıĢmalar mevcuttur.  

Th17 hücreleri IL-17 sekrete ederler ve değiĢik IL-17 alt grupları 

tanımlanmıĢtır (IL-17A–F). IL-17E diğer ismiyle IL-25 olarak adlandırılmaktadır. 

IL-25 ekspresyonu naiveT hücreleri, Th1 hücreler, B hücre, kemik iliği kaynaklı 

DC, makrofaj, mast hücre veya endotelyal hücrelerde saptanamamıĢ ve IL-25‟in 

in vivo ekspresyonu özellikle mukozal dokuda olduğu gösterilmiĢ. 

IL-17 sitokinleri  farklı dokularda çalıĢılmıĢtır. IL-17A ve IL-17F´nin 

astımda rol aldığını bir çok kanıt göstermektedir. IL-17A ve IL-17F ekspresyonu 

normal insanlara göre astımlılarda artmıĢ ve ikisi de IL-6 ve IL-8 in 

ekspresyonunu arttırdığı gösterilmiĢtir.  

IL-17A ve IL-17F‟e zıt olarak, IL-25 CCL-5 (RANTES) ve CCL-11 

(Eotaxin-1) gibi kemokinlerinin ekspresyonunu indükler ki bunlar eozinofil 

aktivasyonunu sağlamakla beraber Th2 sitokinlerinden IL-5, IL-13 ve belki de  IL-

4 ekspresyonunu da sağladığı düĢünülmektedir. 

IL-12 sitokin ailesinin üyeleri (IL-12, IL-23, IL-27) Th1/Th17 

diferansiyasyonunda önemlidir. Th17‟yi stabilize eden IL-23‟ e zıt olarak IL-12 ve 

IL- 27 Th1 yanıtını arttırır ve Th17 geliĢimi ve fonksiyonunu engeller. Bu yüzden 

IL-12/IL-27 ve IL-23 dengesi Th1/Th17 değiĢiminde önemli role sahiptir. 

IL-17‟nin aynı zamanda  ekstraselüler bakteriler olan Klebsiella pneumonia 

ve Bacteroides fragilis ve Candida albicans gibi mantarlara da karĢı savunmada 

etkili olduğunu bildiren yayınlar mevcuttur. 

CD4+CD25+ regulatory T cells (Tregs) varlığında naiv T hücrelerin 

aktivasyonu,  IFN-γ ve IL-2 üretiminde baskılanma olmakla beraber IL-17A 
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düzeylerinde artıĢa neden olur. Bazı çalıĢmalarda T reg hücrelerinin  alerjik astımın 

efektör fazında Th2 yanıtını kontrol edebileceği düĢünülmektedir (23-26). 

Yapılan bir baĢka çalıĢmada IL-17, Th2 sitokinleri olan IL-4, IL-13 ve IL-5‟ 

in akciğer ve  bölgesel lenf nodlarında lokal üretimine inhibitör etkisi olduğunu 

ancak dalak hücre kültüründe bu etkisi olmadığı gösterilmiĢ, IL-17‟nin  alerjik 

astımın yeni bir endojen negatif regülatörü olduğu ve IL-17-Th17´nin astımda 

terapötik hedef tedavi olabileceğini düĢünülmüĢtür (27). 

Sonuç olarak allerjik astım basit bir Th1-Th2 dengesi ile açıklanamayan, 

birçok hücre grubunun dahil olduğu kompleks bir hastalıktır. 

 

2.2. Atopik Dermatit 

2.2.1. Tanım 

Atopik dermatit (AD) kronik, tekrarlayan, kaĢıntılı, inflamatuar deri 

hastalığıdır. Çocukluk çağının en sık görülen deri hastalığı olmakla birlikte her 

yaĢta görülebilmektedir. Olguların çoğunluğunda bulgular ilk 5 yaĢta 

baĢlamaktadır. Çocukluk çağında baĢlayan bulgular zaman içinde 

gerileyebilmekte ve eriĢkin dönemde tekrar bulgu verebilmektedir. Sıklıkla kiĢisel 

ya da ailevi atopik dermatit, astım ve allerjik rinit öyküsü ve sık görülen çevresel 

antijenlere karĢı IgE yapma eğilimini de içeren çok sayıda genetik ve 

immunolojik faktörler hastalığa eĢlik etmektedir (28). 

 

2.2.2. Epidemiyoloji 

Son yıllarda birçok allerjik hastalıkta olduğu gibi atopik dermatit 

prevalansında da artıĢ bildirilmektedir. ÇeĢitli ülkelerde  çocukluk yaĢ grubunda 

AD  prevalansı % 2-10 arasındadır. Ülkemizde atopik dermatit sıklığı ile ilgili çok 

sağlıklı veriler olmamakla birlikte, yapılan değiĢik çalıĢmalarda %2-7 arasında 

değiĢen oranlar saptanmıĢtır. Erkeklerde kızlara göre iki misli daha fazladır (29). 
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2.2.3. Genetik 

Genetik faktörler hastalığa yatkınlıkta önemli rol oynamaktadır.Hastaların 

ailelerinde de atopik hastalık öyküsü sıktır. Kalıtım Ģekli açık olmamakla birlikte 

poligenik kalıtım söz konusudur. AD geliĢiminde annedeki yüklülüğün daha 

belirgin etkisi olduğu ileri sürülmektedir. Yapılan ikiz çalıĢmaları bu genetik 

özelliği doğrulamaktadır.Tek yumurta ikizlerinde birinde AD varsa diğerinde 

görülme sıklığı çift yumurta ikizlerine göre 4 kat daha fazladır. AD ile diğer 

allerjik hastalıkların geliĢiminde rol oynadığı düĢünülen bazı genler üzerinde 

yoğunlaĢılmıĢtır. Bu genler içerisinde Th2 sitokinlerinin kümelendiği kromozom 

5q31-33 bölgesi özellikle dikkati çekmektedir. ÇalıĢmalarda IL-4 ve IL-13 gen 

polimorfizmleri ile hastalık arasında iliĢki olabileceği gösterilmiĢtir.AD için 3q21, 

1q21, 17q25, 20p ve 13q12-14 linkage grupları belirlenmiĢ, HLA tiplerinin rolü 

halen tartıĢmalıdır (31,34). 

Son yıllarda yaygın konjenital eritrodermi ile karakterize bir tek gen 

hastalığı olan Netherton hastalığı üzerinde durulmaktadır. Bu hastalarda atopi 

bulguları (besin allejisi,ürtiker, astım) ve yüksek serum IgE düzeyleri mevcuttur. 

SPINK5 (Serin Proteaz Ġnhibitör) mutasyonunun bu hastalıkta önemli rol 

oynayabileceği görüĢleri yaygın olup bu proteinin AD,astım gibi atopik hastalıklar 

da da önemli rol oynayabileceği düĢünülmektedir (33). 

 

2.2.4. Klinik 

 Klinik olarak üç fazı bulunmaktadır: 

 Akut dönemde Ģiddetli kaĢıntı ile birlikte eritem, ödem, veziküller, kaĢıntı 

sonucu epidermis kaybı (ekskoriasyon), seröz sızıntı ve kabuklanmalar dikkati 

çeker. 

 Subakut dönemde eritematöz deri üzerinde ekskoriye, üzeri kabuklanmıĢ 

olan papüller bulunur. Deride kalınlaĢma ve hafif pullanma baĢlamıĢtır. 

 Kronik dönemde ise deri kalınlığı (likenifikasyon) ve fibrotik papüller 

bulunur, eritem genellikle yoktur. KaĢınma ve sürtünme nedeni ile deri kıvrımları 

belirginleĢmiĢtir. 
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 Atopik dermatit kronik ve tekrarlayıcı bir hastalık olduğu için olgularda bu 

üç tip lezyon bir arada bulunabilir. Deri genellikle kurudur,sağlam deriye göre 

lezyonların olduğu deri bölgesinde su kaybı fazladır. 

Bebeklik döneminde (2 yaĢ altında) sıklıkla yüzde, yanaklarda olmak üzere 

bazen alında, kaĢlar üzerinde, göz kapaklarında tutulum olup Ģiddetli kaĢıntı ile 

birlikte eritemli zeminde, papül ve vezikül oluĢumları, seröz sızıntı ve 

kabuklaĢmalar dikkati çeker, ayrıca ekstremitelerin ekstansör yüzleri tutulmuĢtur 

ve saçlı deride dermatit bulunabilir. 

Çocukluk çağında (2-12 yaĢ grubunda), kıvrım yerlerinde (fleksural 

bölgelerde) tutulum daha fazladır. Bu bölgelerde deri kalınlaĢmıĢ, papül 

oluĢumları, likenifikasyon ve ekskoriasyon, kaĢıntı izleri ve deride renk 

değiĢikliği dikkati çeker. 

Adolesan dönemi ve eriĢkinlerde ise tekrarlayıcı bir hastalık olduğu için 

bazen hiçbir bulgu bulunmayabilir. Bulgu olan olgularda daha çok kıvrım 

yerlerinde likenifikasyon, kabuklanmalar, ellerde, el ve ayak parmaklarında 

tutulum Ģeklinde görülür. 

Atopik dermatitli hastaların deri enfeksiyonlarına yatkınlığı fazladır. 

Hastaların deri yüzeyindeki sekretuar IgA düzeyinin azalmıĢ olmasının 

enfeksiyonlara yatkınlığı arttırdığı ileri sürülmektedir. Herpes Simpleks ve 

Molluscum Contagiosum enfeksiyonları sık görülmekle birlikte olguların büyük 

çoğunluğunda deri lezyonlarında Stafilokokus Aureus kolonizasyonuna 

rastlanmaktadır. Bunların dıĢında Candida ve M.Furfue gibi fungal enfeksiyonlara 

sık rastlanmaktadır (28,30). 

Atopik dermatit tanısında Hanifin-Rajka tarafından 1980 yılında bildirilen 

kriterler yaygın kullanılmaktadır. Ancak yapılan çalıĢmalar, bu kriterlerin 

duyarlıklık ve özgüllüğünün toplumlar arasında ve değerlendirici hekime göre 

büyük farklılıklar gösterdiğini ortaya koymuĢtur. Son olarak tanı amaçlı 

“American Academy of Dermatology” Pediatrik Dermatoloji grubunun 

toplantılarında geliĢtirilmiĢ olan basitleĢtirilmiĢ kriterlerin kullanımı 

önerilmektedir. Ġngiltere çalıĢma grubu özellikle epidemiyolojik çalıĢmalarda 

kullanılmak üzere daha pratik tanı kriterleri geliĢtirmiĢ, daha sonraları da 

Milenyum Kriterleri tanımlanmıĢtır (28,30,31). 



  23 

 

Atopik Dermatitte Major ve Minör kriterler (Hanifin-Rajka Kriterleri) 

(Tanı için 3 Major ve 3 Minör kriter bulunmalıdır) 

Majör Kriterler 

1. KaĢıntı 

2. Tipik morfoloji ve dağılım (bebek ve çocuklarda yüzde ve ekstansör 

yüzlerde tutulum, yetiĢkinlerde fleksural tutulum ve likenifikasyon, kasık 

ve aksillanın tutulmaması) 

3. Kronik veya kronik olmayan relapslarla seyreden dermatit 

4. Kendisinde ve/veya ailesinde atopi öyküsünün olması 

 

Minör Kriterler 

1. Kserozis (yaygın cilt kuruluğu) 

2. Ġhtiyoz 

3. Allerji deri testinde pozitiflik saptanması 

4. Yüksek serum IgE düzeyleri 

5. Erken baĢlangıç 

6. Deri enfeksiyonlarına yatkınlık (özellikle S.Aureus ve H.Simpleks gibi) 

7. Dennie-Morgan göz altı kıvrımı 

8. Terleme ile kaĢıntı 

9. Tekrarlayan konjoktivit 

10. Anterior Subkapsüller Katarakt 

11. Yün ve lipid çözücülere karĢı intolerans 

12. Besinlere aĢırıduyarlılık 

13. Çevresel faktörlerden etkilenme 

14. Beyaz dermografizm 

15. Perifoliküler belirginleĢme 
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2.2.5. İmmunopatogenez 

AD‟de en önemli immunopatogenik anormalliğin T hücrelerde gözlendiği 

ileri sürülmektedir.AD‟li hastalarda yardımcı T ve sitotoksik T hücre oranının 

arttığı ve belirgin bir yardımcı T hücre baskınlığı olduğu belirlenmiĢtir. 

Lezyonların aktivasyon ve erken geliĢim evresinde Th2, kronik lezyonlarda ise 

Th1 sitokin cevabının baskın hale gelmektedir (32). 

Th2 hücrelerini baskılayan bir sitokin olan IFN-γ düzeyleri AD‟li hastalarda 

düĢüktür. Buna bağlı olarak IL-4, IL-5, IL-13, PgE2 gibi sitokinler ile IgE ve 

periferik kandaki eozinofiller sıklıkla yüksek oranda bulunur. AD‟de T 

hücrelerinin aktive olması ile IL-2R ekspresyonu da artar, bu bulgu AD‟de T 

hücre aktivasyonunun bir göstergesidir (34). 

Atopik dermatitte deri fonksiyonel olarak farklı bir immünolojik organ gibi 

davranır ve derinin kronik inflamasyonu T-hücreler tarafından infiltrasyonu 

sonucu olur. Deride yerleĢen bu T-hücrelerin büyük çoğunluğu CD45RO
+
 

bellek/efektör hücre tipindedir ve Cutaneous-Lymphocyte-Associated Antigen 

(CLA) molekülü taĢırlar. Bu hücrelerin yüksek miktarda IL-5 ve IL-13, az 

miktarda da IL-4 ve IFN-γ salgıladıkları gösterilmiĢtir.CLA
+
CD45

+
RO hücrelerin 

apoptozisinin ortamdaki IL-2, IL-4 ve IL-5 ile baskılandığı ve hücrelerin yaĢam 

süresinin uzadığı bildirilmektedir (34). Atopik dermatitte dolaĢımdaki CLA
+
 

allerjen-spesifik bellek/efektör T-hücreleri aktive olur ve salgıladıkları IL-13 

ağırlıklı bir sitokin paterniyle bir yandan IgE yapımını tetiklerken, IL-5 ile de 

eozinofillerin apoptozisini geciktirirler. Atopik dermatitte CLA eksprese eden 

derideki T-hücrelerin intralezyonel sitokin paternlerine yönelik araĢtırmalarda en 

fazla miktarda IFN-γ, daha az IL-4 bulunmasının yanı sıra, yine yüksek 

miktarlarda IL-5 ve IL-13 yapımının olduğu gösterilmiĢtir. Derinin allerjik 

inflamasyonlarında CD4+ T-lenfositlerin yanı sıra önemli miktarda CD8
+
 

hücrelerinin deriye infiltre olduğunun bulunması, T-hücrelerin bu her iki alt 

grubunun da önemli rol oynadığını düĢündürmektedir. 

Akut dönemde IFN-γ ve IL-12 üreten hücreler çok azdır, kronik dönemde 

ise IL-4 ve IL-13 üreten hücreler azalırken IL-5, GM-CSF, IFN-γ ve IL-12 gibi 

sitokinlerin salgılandığı hücrelerin arttığı görülmektedir. AD‟li hastaların perifer 

kan CLA
+
 T-hücrelerinde ve deri biyopsi örneklerinde incelenen sitokinlerde IL-5 
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ekspresyonun artmıĢ olduğu görülmektedir. Buna göre, hem CD4
+
 hem CD8

+
 

CLA
+
 T-hücrelerin süpernatanları yeni saf eozinofillerin in vitro yaĢam sürelerini 

uzatırken, CLA
+
 T-hücre süpernatanlarının eozinofil sürvisini etkilememektedir. 

Sitokinlerin nötralizasyonu CLA
+
 T-hücrelerden salınan IL-5‟in AD‟deki uzamıĢ 

eozinofil sürvisinde baskın rol oynadığını göstermiĢtir. 

Aktive olmuĢ  T- hücrelerinin salgıladığı IFN-γ keratinositler üzerindeki Fas 

reseptörünün (CD95) ekspresyonunu arttırarak bunları apoptozise duyarlı hale 

getirir. çoğunlukla düĢük IFN-γ salgılayan T-hücreler aynı zamanda fazla 

miktarda IL-5 ve IL-13 yaparak eozinofili ve IgE yapımına katkıda bulunurlar. 

Keratinositlere öldürücü darbeyi epidermisteki T-hücre yüzeyinde eksprese 

olduktan sonra serbestleĢen Fas ligandı yapar. Sağlıklı insan derisi ve yapay 

olarak elde edilmiĢ derilerin aktive T-hücreler ile kültürleri yapıldığında, deriye 

infiltre olan T-hücrelerin neden olduğu keratinosit apoptozisinin atopik 

dermatitteki esas olay olduğu görülmektedir aktivasyon durumlarına bağlı olarak 

CD4
+
 ve CD8

+
 T-hücrelerin keratinosit hasarında rol oynayabileceğini 

göstermektedir. T-hücrenin keratinositle her zaman doğrudan teması 

gerekmemekte ve aktive T-hücreden serbestleĢen Fas ligandı eğer keratinositler 

apoptozise duyarlıysa bunların apoptozisini baĢlatabilmektedir. IFN-γ 

keratinositlerin apoptozise doğru gidiĢine karar veren bir sitokin gibi durmaktadır. 

Epidermal keratinositlerin apoptozisini hedef alarak astım ve atopik dermatit 

tedavisinde geliĢtirilecek ilaçlar gelecekte yeni ufuklar açacak gibi durmaktadır 

(35). 

 

2.3. Kitin, Kitinazlar ve Astım 

Kitin nematodlar, böcekler ve mantarlarda yaygın olarak bulunan, ancak 

memelilerde bulunmayan bir karbonhidrat polimeridir. Doğada selülozdan sonra 

en yaygın olarak bulunan N-asetilglukozamin polimeridir (ġekil 2.3). 
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ġekil 2.3. Kitin ve glikozaminin moleküler yapısı (Ray Fort. Structure and Mechanism in 

Biological Chemistry) 

 

Kitinazlar endo-β-1,4-N-asetilglukozaminidazdır. Beklenildiği gibi 

kitinazlar, kitini parçalayan, kitin içeren organizmaların büyümesini engelleyen 

enzimlerdir, bu enzimlerin kitin içeren patojenlere karĢı savunmada önemli rol 

oynadığı bilinmektedir. Ġnsanlarda da kitinaz genlerinin bulunduğu bilinmektedir, 

ancak bu gen ürünlerinin biyolojik rolleri bilinmemektedir ve benzer Ģekilde 

insanlarda da kitin içeren patojenlere karĢı savunmada rol oynamaları beklenirse 

de bunu gösteren çok az veri vardır.  

Ġlk kez Gaucher Hastalarının plazmalarında kitinaz aktivitesi tespit edilmiĢ 

ve insan fagosit-spesifik kitinazı (chitotriosidaz) olarak adlandırılmıĢtır.  

Makrofajlardan sekrete edilen bu enzim katalitik bir bölüm ve C-terminal kitin 

bağlayan bölüm içermekte ve 50 kDa ağırlığındadır. Chitotriosidaz diğer 

hücrelerde eksprese edilmemekte ve nötrofilik granüllerde depolanmaktadır 

(36,38,46,50,52,53,66). Granulomatöz hastalıklar (Wegener granulomatozis, 

Sarkoidoz), granulomatöz infeksiyon hastalıkları ( Tüberkulozis, Leishmaniozis, 

Lepra)‟nda plazma chitotriosidaz aktivitesi saptanmıĢ olup, sarkoidozlu ve beta 

talasemili hastaların bir kısmında bu enzim aktivitesi tespit edilmiĢtir (47,51,67). 

Chitotriosidazın biyolojik fonksiyonları tam olarak bilinmemekle birlikte 

fagositik spesifik salınımının doğuĢtan immunitede rol oynadığını 

düĢündürmektedir. Bitki kaynaklı kitinazın kitin bağımlı mantarlara karĢı 

savunmada rol oynadığı belirlenmiĢtir. Sistemik fungal enfeksiyon oluĢturulan 
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deneysel fare modellerinde chitotriosidazın fungostatik etki göstermesi benzer 

aktivitenin insan immunitesinde de rol oynayabileceğini düĢündürmektedir. 

Etnik gruplarda chitotriosidaz aktivitesinde farklı defektler tespit edilmiĢ ve 

bu defektlerin kitin içeren bir filarial parazit olan Wunchereria Bancrofti 

infeksiyonuna yatkınlığı arttırdığı düĢünülmektedir (38,68). 

Daha sonraları memelilerde ikinci bir enzim tanımlanmıĢ ve bu enzim 

chitotriosidaz ile %52 homolog olmakla beraber optimum pH:2‟de calıĢtığı 

gösterilmiĢ ve bu asidik memeli kitinazı (Acidic Mammalian Chitinase ; AMCase) 

olarak adlandırılmıĢtır (36,42-44). AMCase farelerin ve insanların gastrointestinal 

sistem ve akciğerlerinde bulunmaktadır. Aynı zamanda AMCase farelerin 

ekzokrin hücrelerinde de bulunmuĢ, chitotriosidazdan farklı olarak asidik pH‟da 

optimum etki gösterdiği ifade edilmiĢtir (42-44,55). 

Farelere intravenöz Schistosoma mansoni yumurtaları enjekte edildikten 

sonra akciğerde aĢırı miktarda AMCase eksprese olduğu görülmüĢ. Bu 

ekspresyonun IL-4 ve IL-13‟ün rol aldığı Th2 tipi immun yanıtla arttığı 

belirtilmiĢtir. Bu artıĢ Th1 yanıtın baskın olduğu ya da IL-13 geni susturulmuĢ 

(knockout) olan farelerde saptanmamıĢtır (57). Aspergillus fumigatus antijeni ya 

da ovalbumin verilerek deneysel astım modeli oluĢturulmuĢ farelerde yüksek 

oranda AMCase mRNA düzeyleri saptanmıĢ, bu artıĢta STAT-6 sinyal yolağının 

aracılık ettiği dolayısıyla IL-4 ve IL-13‟ün rol oynadığı belirtilmiĢtir (13). 

Ġnsan AMCase geni kromozom 1p13‟te lokalize olup chitotriosidaz geninin 

1p32‟de lokalize olduğu gösterilmiĢtir. 1p32‟de chitotriosidaz (CHIT1) ve 

HCgp39 (CHI3L1) kitinaz protein ailesi lokalizedir (41). Farelerde ise kromozom 

1 bant E4‟te lokalize olup BRP39 (Chi3I1) ve Hgp39 kitinaz protein ailesi 

bulunmaktadır. AMCase, chitotriosidaz, human cartilage glycoprotein-39 kd 

(HcGP-39)/YKL-40, YKL-39 insanda, YM-1, YM-2, AMCase, oviductin ve 

breast regression protein 39 (BRP-39) ise farelerde tanımlanan kitinaz benzeri 

genlerdir. BRP39 fare meme hücrelerinde keĢfedilmiĢ ve bunun değiĢik adlarda 

çeĢitli homologları değiĢik türlerde tanımlanmıĢtır. Human cartilage glycoprotein-

39 kd (HcGP-39), human YKL-40, porcine 38-kd heparin-binding glycoprotein 

(GP38K), ve bovine 39-kd whey proteini kapsarlar. Sadece AMCase ve 

chitotriosidazın kitinolitik etkisi bulunduğu ifade edilmektedir (49,56,58). BRP-39 
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ve HcGP-39/YKL-40 1. kromozomdaki 39-kd lik ürünlerdir ve ilki fare ikincisi 

insan ürünüdür, kitinaz aktiviteleri olmadığı belirtilmiĢtir. BRP-39 benzeri 

moleküller doku yeniden yapılanımında rol aldığının kanıtları vardır, çünkü 

stromal hücre  proliferasyonu, diferansiyasyonu ve sağ kalımını regüle 

etmektedirler. HcGP-39/ YKL-40‟ın hastalık patogenezinde önemli rol oynadığı 

düĢünülmektedir, romatoid artrit, osteoartrit, metaztatik meme kanseri ve birçok 

pürülan menenjitlerde kandaki düzeylerinin arttığı görülmüĢtür (58,65). 

YM-1 proteininin CD4
+
 ve eosinofiller için önemli bir kemotaktik faktör 

olduğu düĢünülmektedir. Fare chitotriosidazının mRNA ekspresyonuna 

bakıldığında yüksek oranda dil ve midede olduğu ancak diğer dokularda olmadığı 

görülmüĢ. Ġnsan chitotriosidaz ekspresyonu ise özellikle lenf nodlarında olmak 

üzere kemik iliği ve akciğerlerde de saptanmıĢ olup mide de saptanmamıĢ bu 

bulgu da farelerin aksine bu enzimin insanlarda beslenmeden çok savunmada rol 

oynadığını düĢündürmektedir (38,39). Ġnsan AMCase‟ı ise yüksek oranda mide ve 

akciğer dokusunda eksprese olduğu belirtilmektedir. Fare AMCase‟ı ise mide, 

tükrük bezi ve akciğerlerde eksprese olmaktadır (ġekil 2.4-5) (38,44). 

 

     ġekil 2.4. Fare AMCase mRNA‟sının dokulardaki dağılımı (44) 
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ġekil 2.5. Ġnsan AMCase  mRNA‟sının dokulardaki dağılımı (44) 

 

     Non radyoaktif in-situ hibridizasyon kullanarak her iki kitinazın mRNA 

ekspresyonuna bakılmıĢ. Chitotriosidaz dil papillalarının skuamoz epitelinde, 

AMCase von Ebner adı verilen küçük tükrük bezlerinde ve parotiste bulunmuĢ. 

Ġnsandan farklı olarak her iki enzimin de fare midesinde eksprese olduğu 

bulunmuĢ. Antumun pilorik glandlarında chitotriosidaz ekspresyonu saptanmamıĢ 

olup özellikle aĢağı gastrointestinal kanalda, duodenumda, ileumun paneth 

hücrelerinin lieberkühn kriptalarında eksprese olduğu saptanmıĢtır. Ġnsan 

akciğerinde chitotriosidaz alveoler makrofajlar aracılığı ile eksprese olmakta buna 

zıt olarak fare akciğerinde chitotriosidaz ekspresyonu görülmemiĢtir (44).  Enzim 

ekspresyonundaki bu fark fare ve insandaki chitotriosidaz genindeki farklılıkla 

açıklanmaktadır. 

AMCase  astımlı hastaların akciğerlerinde yüksek oranda eksprese olmakta 

iken sağlıklı bireylerde bulunmamaktadır (37). Bir baĢka çalıĢmada AMCase  

alveolar makrofajlarda ve gastrointestinal kanalda meydana geldiği ancak 

chitotriosidazın sadece fagositlerde eksprese olduğu gösterilmiĢtir (38). 
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Bir baĢka çalıĢmada nazal poliple birlikte eosinofilik kronik sinüziti olan 

olgular incelenmiĢ. Kontrol grup ve nazal polipli grubun her ikisinde de AMCase 

yapımına (ekspresyonu) saptanmıĢ. Ancak AMCase ekspresyonu tedaviye dirençli 

polip grubunda tedaviye yanıtlı gruba göre daha fazla bulunmuĢ.Her iki grubun 

IL-13 düzeylerine bakıldığında anlamlı bir fark bulunmamıĢtır (69). Ġlginç olarak, 

ovalbumin verilerek astım modeli oluĢturulmuĢ farelerde acidic mammalian 

chitinase (AMCase) ın hava yolu epiteli ve akciğer makrofajlarında aktive olduğu, 

aynı bulguların astımlı hastalarda da gözlendiği bildirilmiĢtir. Bu araĢtırmada 

ayrıca, AMCase ın indüksiyonunun IL-13 üzerinden olduğu gösterilmiĢtir (37). 

Allosamidin ve anti-kitinazların verilmesi ile AMCase indüksiyonunun gerilediği 

belirtilmiĢtir (37,48). IL-13, Th2 tipi yanıtta salınan bir interlökindir ve atopik 

hastalıklarda Th2 baskın immün yanıtın çok önemli olduğu bilinmektedir (45). 

Özellikle IgE yapımı ve eozinofil aktivasyonu ile karakterize Th2 tipi immün 

yanıtın öncelikle parazitlere karĢı immün savunmada önemli olduğu bilinmektedir 

ki bu parazitlerin çoğunluğu kitin içermektedir. Deneysel astım modeli 

oluĢturulmuĢ fare modellerinde alınan bronkoalveolar lavaj sıvısı (BAL) 

incelenmiĢ, sıvıdaki AMCase ekspresyonunun deksametazonla inhibe edildiği 

ancak chitotriosidaz ekspreyonu üzerine inhibe edici etkisi olmadığı saptanmıĢtır 

(64). Kitin farelere verilince eozinofil ve bazofilleri de kapsayan ve IL-4 eksprese 

eden  doğal immün hücrelerin dokuda artıĢını sağlamaktadır. Doku infiltrasyonu 

TLR aracılıklı lipopolisakkarid tanınmasının yokluğunda etkilenmezken enjekte 

edilen kitin daha önce IL-4 ve IL-13 ile uyarılabilen memeli kitinaz ve AMCase 

ile karĢılaĢtırılmıĢ ise bu yanıt oluĢmamakta, eğer kitin AMCase´ı aĢırı eksprese 

etmiĢ bir fareye injekte edilirse de oluĢmayabilir. Kitin alternatif makrofaj 

aktivasyonunu ve LTB4 üretimini in vivo uyarabilir ki bu optimal immün yanıt 

için gereklidir. Kitin doğal immün hücrelerin doku infiltrasyonu için gereken 

tanıma aracıdır ki bu alerjik ve helmintik immünitede önemlidir ve bu durum 

omurgalıların kitinazlarları tarafından negatif olarak düzenlenebilir (40). 

Sonuç olarak Th2 tipi immün yanıtla kitinaz indüksiyonu ya da aktivasyonu 

arasında gösterilen iliĢki akla yakın görülmektedir. Th2 tipi yanıtın baskın olduğu 

ve bunun etyopatogenezde en önemli faktör olduğu düĢünülen allerjik hastalıklara 
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gelince, polenler, ev-tozu akarı, hamam böceği ve mantarlar gibi atopik 

hastalıkların en yaygın rastlanan allerjenleri kitin içermektedir. 

Bu bilgilerin ıĢığında allerjik hastalığı olan bireylerin immün sisteminin 

kitin içeren bu allerjenleri,  parazit saldırısı olduğu Ģeklinde algıladığı ve bu 

nedenle anti-paraziter olduğu iyi bilinen Th2 tipi immün yanıtı geliĢtirdiği 

düĢünülebilir.Ġnsan diyetinde kitin bulunmamaktadır, AMCase‟ın monosit-

makrofaj sisteminde ve RES (Retikulo Endotelyal Sistem)‟de saptanması doğal 

savunmada rol oynadığını düĢündürtmektedir. 

Astımlı hastalarda AMCase gen polimorfizmine bakılmıĢ, K17R-ekson 4‟te 

A47G (rs3818822) polimorfizmi kontrol grubuyla karĢılaĢtırıldığında astımlı 

hastalarda anlamlı oranda farklı bulunmuĢ (p=0.0031 ve p= 0.0003). Astımlı 

hastalarda  Chitotriosidaz  (CHIT1)‟de Gly102Ser ve Ala442Gly polimorfizmleri 

incelendiğinde hastalıkta major rol oynamadığı tespit edilmiĢ (41). AMCase‟ın 

kataliktik bölgesinden 7 aminoasit önce baĢka bir polimorfizm saptanmıĢ, 

pozisyon 17‟deki L>A değiĢiminin katalitik aktiviteyi değiĢtirebileceği 

belirtilmiĢtir (36). 

 Bazı araĢtırmacılar kitinin astımda koruyucu etkisi olduğunu tanımlamıĢtır. 

Allerjenle duyarlılaĢtırılmıĢ farelere düĢük miktarda oral kitin verilmesi akciğer 

eosinofilisini ve IgE miktarını azalttığı gösterilmiĢ, bu etki kitin verilmeyen 

farelerde saptanmadığı gösterilmiĢtir (62). Ġn vitro yapılan tek çalıĢmada kitinin 

makrofaj hücre dizesinde TNF-α ve IL-1 yapımına yol açtığı bildirilmiĢtir (60). 

Bir baĢka çalıĢmada Dermatophagoides pteronyssinus ve Aspergillus 

fumigatus ile deneysel astım modeli olusturulmuĢ farelere intranasal CMP (kitin 

mikropartikülü) verilmiĢ. Serum Ig E, periferal kan eozinofilisi, havayolu aĢırı 

duyarlılığı ve akciğer inflamasyonunda azalma saptanmıĢ. Aynı zamanda Th1 

sitokinleri olan IL-12, IFN-, TNF-α’ da artıĢ saptanırken, IL-4‟te azalma olduğu 

belirtilmiĢtir (54). Yine bir baĢka çalıĢmada deneysel astım modeli oluĢturulmuĢ 

farelere intranazal CMP verilmesinin inflamasyonu azalltığı gösterilmiĢtir (61). 

CMP‟nin viral hemaglutinin ile intranasal uygulanması sonrası mukozal 

immuniteyi arttırdıği ve viral infeksiyonlarda koruyucu olduğu belirtilmiĢtir (59). 

Kitinazın allerjik hastalıklarda rol oynadığına dair veriler varsa da özellikle 

AMCase‟ı indükleyen düzenek ortaya konulmamıĢtır. Parazitlerde, mantarlarda ve 
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allerjenlerde yoğun olarak bulunan kitinin bağıĢıklık sistemi tarafından nasıl 

algılandığı ve hangi algaçların rol oynadığı bilinmemektedir. 

AMCase‟ın astımda belirgin arttığına yönelik veriler yaygınlaĢmıĢsa da bu 

artıĢın organizma lehine ya da aleyhine mi olduğu konusunda kesin veriler 

bulunmamaktadır. 

Yukarıda sözünü ettiğimiz çalıĢmaların çoğunluğu doku düzeyinde yapılmıĢ 

olup in vitro olarak kitin, kitin mikropartikülleri ile karĢılaĢım sonrasında hücre ve 

algaç düzeyinde AMCase ve diğer sitokin yanıtları arasındaki iliĢkiyi gösteren 

çalıĢmalar yetersizdir. 

AMCase çalıĢmalarında çoğunlukla fare modelleri kullanılmıĢtır, halbuki 

fare ve insanlarda bu enzimin iĢlevinin farklı olduğuna dair veriler bulunmaktadır. 

Kitin ve/veya kitin mikropartiküllerinin allerjik hastalıklardan koruyucu ya da 

arttırıcı etkileri halen tartıĢılmakta, bununla ilgili yeni çalıĢmalara ihtiyaç 

duyulmaktadır.  

 

 

ġekil 2.6. Kitinaz aracılı havayolu aĢırı duyarlılığının ve inflamasyonun Ģematik gösterimi (65). 

 

    Bu çalıĢmalar allerjik hastalıkların etyopatogenezine yeni bir bakıĢ açısı 

getirmektedir. Biz projemizde atopik dermatitte kitinazların durumunu 
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incelemeyi, ayrıca kitin ve/veya allerjen uyarımının kitinaz oluĢumu ve Th1 veya 

Th2 tipte sitokin sentezi üzerine etkilerini incelemeyi amaçladık. 

 

3. GEREÇ VE YÖNTEMLER 

      ÇalıĢmaya Akdeniz Ünivesitesi Tıp Fakültesi Çocuk Sağlığı ve 

Hastalıkları Anabilim dalı, Allerji-Ġmmunoloji kliniğine baĢvuran 4 atopik ve 4 

sağlıklı  bireyden sodyum heparin içeren tüplere kan alındı. Mononükleer hücreler 

dansite gradiyent yöntemi ile  ayrıĢtırıldıktan sonra değiĢik allerjenlerle uyarılarak 

Elispot yapıldı. UyarılmıĢ mononükleer hücrelerden elde edilen süpernatantlar 

Elisa tayini için saklandı. Ayrıca uyarılmıĢ mononükleer hücrelerde AMCase gen 

yapımına (ekspresyonuna) bakıldı. 

      Akdeniz Üniversitesi Dermatoloji Anabilim dalı ve Alanya BaĢkent 

Üniversitesi Dermatoloji bölümünce 5 atopik dermatitli hastanın sağlıklı ve 

lezyonlu deri bölgesinden aydınlatılmıĢ onam formu imzalatıldıktan sonra biyopsi 

alındı, gönderilen biyopsilerden  AMCase gen yapımına (ekspresyonuna) bakıldı. 

 

3.1. Periferik Kan Mononükleer Hücre (PBMC) Ayrılması 

Alerjik semptomu bulunan bireylerden ve kontrol grubundan Sodyum-

heparin içeren tüplere 10 mL venöz kan alındı ve dansite gradientine göre ayrıldı. 

Yapılan iĢlemler aĢağıda belirtildiği gibidir. 

 

1. Sodyum-heparin içeren tüplere ~ 10 mL venöz kan alındı. 

2. Alınan kan 30 dakika oda ısısında bekletildikten sonra üzerine aynı oranda 

PBS eklendi. 

3. Ficoll histopaque-1077 (Sigma-Aldrich) ilave edilmiĢ falcon tüplerine 

PBS ile sulandırılmıĢ kan oran 1:2 olacak Ģekilde yavaĢça eklendi. 

4. 2040 rpm (800g), 20 dk., 20
0
C de santrifüj (Beckman-Coulter) edildi. 

5. Süpernatantlar atıldıktan sonra üzerinde PBS eklendi. 

6. 2000 rpm (780g), 10 dk., 8
0
C de santrifüj edildi. 

7. Süpernatantlar atıldıktan sonra üzerinde PBS eklendi. 

8. 1050 rpm (220g), 10 dk., 8
0
C de santrifüj edildi. 
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9. Süpernatantlar atıldıktan sonra üzerinde RPMI-1640 (Sigma-Aldrich) 

eklendi. 

10. Elde edilen hücre miktarı sayıldıktan sonra Elispot iĢlemine geçildi. 

 

3.2. Elispot 

Alerjik semptomu bulunan bireylerden ve kontrol grubundan Sodyum-

heparin içeren tüplere 10 mL venöz kan alındıktan sonra dansite gradienti ile 

ayrıĢrıtıldı ve elispot yapıldı. PVDF- Elispot kit (Euro-Clone) kullanılarak yapılan 

Elispot yöntemi aĢağıda belirtilmiĢtir. 

 

1. PVDF kaplı plaklara 25 µL % 70 etanol eklendi, 30 sn. oda ısısında inkübe 

edildi. 

2. Etanol uzaklaĢtırıldıktan sonra plaklar 100 µL PBS ile 3 kez yıkandı. 

3. 10 mL PBS içine 100 µL capture antikoru konularak dilüe edildi. 

Hazırlanan bu karıĢımdan tüm kuyucuklara 100 µL konularak plaklar 

kapatıldı ve bir gece + 4
0
C de bekletildi. 

4. Kuyuların içi boĢaltıldıktan sonra boĢ kuyucuklar 100 µL PBS ile yıkandı. 

5. PBS ile dilüe edilmiĢ UHT-milk kuyucuklara 100 µL olarak dağıtıldı, 

karanlıkta, oda ısısında 2 saat inkübe edildi. 

6. Plak döküldükten sonra kurutma kağıdının üzerine  hafifçe vurularak 

içindeki solüsyonun tamamen boĢaltılması sağlandı. 

7. PBS ile bir kez yıkandı. 

8. Ġstenilen konsantrasyonlarda hücre süspansiyonu ve antijen  her kuyuya 

100 µL olacak Ģekilde dağıtıldı. 37
0
C de CO2 inkubatörde değiĢik zaman 

dilimlerinde inkübe edildi. Ġnkübasyon süresince plaklar hareket 

ettirilmedi. 

9. Plak döküldükten sonra kurutma kağıdının üzerine hafifçe vurularak 

içindeki solüsyonun tamamen boĢaltılması sağlandı . 

10. Kuyulara 100 µL PBS-%0.1 tween 20 konularak 10 dakika  + 4
0
C de 

bekletildi. 

11. PBS-%0.1 tween 20 ile 3 kez plaklar yıkandı. 
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12. 96‟lık plate için 10 mL PBS-1%BSA içine 10 µL streptavidin-alkaline 

fosfataz konularak bu karıĢımdan her kuyuya 100 µL eklendi, plate 

kapatıldı, 1 saat 37
0
C de inkübe edildi. 

13. Kuyuların içi döküldü, PBS-%0.1 tween 20 ile 3 kez plaklar yıkandı, 

kurutma kağıdının üzerine plaklar hafifçe vurularak içindeki kalan 

solüsyonun uzaklaĢtırılması sağlandı. 

14. 100 µL BCIP/NBT buffer eklendi. 2-5 dakika oda ısısında reaksiyon 

oluĢması için  bekletildi. Görsel olarak nokta formasyonunun oluĢması 

gözlemlendi. 

15. 3 kez distile su ile yıkandı. 

16. Plaklar kurumaya bırakıldı. 

17. Elispot okuma cihazı (C.T.L.)  ile nokta sayıları okutuldu. (Aynı gün 

okuma yapılmayan plaklar ıĢıktan teması engellenmiĢ bir Ģekilde +4
0
C de 

bekletildi, ertesi gün okumaya alındı.) 

 

3.3. Elisa 

Hasta ve kontrol grubundan elde edilen kültür süpernatantlarından Elisa kiti 

(Beckman Coulter) kullanılarak IFN-γ, IL-13, IL-4 bakıldı. Elisa yöntemi aĢağıda 

açıklandığı gibi yapıldı. 

 

3.3.1. Elisa Protokol 

Standart Konsantrasyon IFN-γ Dilüent 

25 IU/mL 50 µL 250 IU/mL standart 900 µL 

6.25 IU/mL 100 µL 25 IU/mL standart 300 µL 

1.56 IU/mL 100 µL 6.25 IU/mL standart 300 µL 

0.39 IU/mL 100 µL 1.56 IU/mL standart 300 µL 

0 - 300 µL 
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Standart Konsantrasyon IL-4 Dilüent 

1000 pg/mL 50 µL 10 ng/mLstandart 450 µL 

250 pg/mL 100 µL 1000 pg/mL standart 300 µL 

62.5 pg/mL 100 µL 250 pg/mL standart 300 µL 

15.6 pg/mL 100 µL 61.5 pg/mL standart 300 µL 

0 - 300 µL 

 

1. Standart konsantrasyonları protokole göre hazırlandı. 

2. Kuyulara IFN-γ ve IL-13 için 50 µL, IL-4 için 100 µL standart ve kültür 

süpernatantı eklendi. 

3. 2 saat 18-25
0
C‟de sallayıcıda tutuldu. 

4. Kuyular yıkama solüsyonu ile yıkandı. 

5. 50 µL biotin iĢaretli antikor ve 100 µL streptavidin-HRP ekledi. 

6. 30 dakika 18-25
0
C de sallayıcıda tutuldu. 

7. Kuyular yıkama solüsyonu ile yıkandı. 

8. 100 µL substrat eklendi. 

9. 30 dakika 18-25
0
C de sallayıcıda tutuldu. 

10. 50 µL durdurucu solüsyon eklendi. 

11. 450 nm de emilimleri (absorbansları) okutuldu. 

 

 

Standart Konsantrasyon IL-13 Dilüent 

300 pg/mL 100 µL 3 ng/mL standart 900 µL 

75 pg/mL 100 µL 300 pg/mL standart 300 µL 

19 pg/mL 100 µL 75 pg/mL standart 300 µL 

5 pg/mL 100 µL 19 pg/mL standart 300 µL 

0 - 300 µL 
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3.4. mRNA İzolasyonu 

Atopik dermatitli hastalardan elde edilen deri biyopsilerinden ve kültüre 

edilmiĢ mononükleer hücrelerden mRNA izolasyon kiti (Qiagen kit) kullanılarak 

yapıldı. mRNA izolasyon protokolü aĢağıdaki gibidir. 

1. Hücre pelletlerine 350-600 µL RLT buffer eklendi. Bu karıĢım QIA- shredder 

kolonlarına aktarıldı. 

2. 2 dakika maksimum hızda santrifüj edildi. 

3. Kolonların filterli kısmı atıldı. 

4. 350-600 µL % 70‟lik etanol eklenip lizat RNeasy kolonlarına aktarıldı. 

5. 15 sn. 8700 rpm (8000g) de santrifüj edildi. 

6. Santrifüj sonrası kolonların altında kalan sıvı kısım atıldı. 

7. 350 µL RW1 buffer eklendi. 

8. 15 sn. 8700 rpm (8000g) de santrifüj edildi. 

9. Santrifüj sonrası kolonların altında kalan sıvı kısım atıldı. 

10. 80 µL DNase 1 mix eklendi. 

11. 15 dakika oda ısısında bekletildi. 

12. 350 µL RW1 buffer eklendi. 

13. 15 sn. 8700 rpm (8000g) de santrifüj edildi. 

14. RNeasy kolonları yeni bir toplama tüpüne aktarıldı. 

15. 500 µL RPE buffer eklendi. 

16. 15 sn. 8700 rpm (8000g) de santrifüj edildi. 

17. Santrifüj sonrası kolonların altında kalan sıvı kısım atıldı. 

18. 500 µL RPE buffer eklendi. 

19. 2 dakika maksimum hızda santrifüj edildi. 

20. RNeasy kolonları yeni bir toplama tüpüne aktarıldı. 

21. 1 dakika maksimum hızda santrifüj edildi. 

22. RNeasy kolonları yeni bir tüpe aktarıldı. 

23. 30-50 µL RNase içermeyen steril su ilave edildi. 

24. 1 dakika  8700 rpm (8000g) de santrifüj edildi.  

25. RNeasy kolonları atıldı. 

26. cDNA izolasyon aĢamasına geçildi (cDNA izolasyonu yapılmayan örnekler  

     – 80
0
C de saklandı).  
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3.5. cDNA Sentezi 

Sensiscript Reverse Transcription kiti (Qiagen) kullanıldı. 

Komponent Volüm Final Konsantrasyon 

Revers Transkriptaz Reaksiyon Buffer, 10x 2 µL 1x 

Deoksinükleotid KarıĢımı, 5 mM 2 µL 0.5 mM dNTPmix 

Oligo-dT primer (10 µM) 2 µL 1 µM 

Random primer (100 µM) 2 µL 10 µM 

RNase Ġnhibitör,10 U/µL 1 µL 10 U 

RNase-icermeyen su DegiĢken  

Template RNA DegiĢken 50 ng/reaksiyon 

Revers Transkriptaz 1 µL  

Final volüm                                                         20 µL 

 

Yukarıda belirtilen miktarlarda RT reaksiyonu hazırlandıktan sonra 37
0
C‟de 

1 saat inkübasyona bırakıldı. OluĢan cDNA‟lar PCR reaksiyonunda kullanılıncaya 

kadar -20
 0

C‟de saklandı. 

 

3.6. RT-PCR Protokol 

Atopik dermatitli hastalardan alınan dokulardan izole edilen RNA 

Sensiscript Reverse Transcription kiti (Qiagen) kullanılarak cDNA‟ya 

dönüĢtürüldükten sonra aĢağıdaki primerler kullanılarak PCR yapılmıĢtır. 

 

Kullanılan Primerler ; 

AMCase için: (Accession number: NM_201653.1) (PCR ürünü: 170 bp) 

Forward primer: 5‟-CTA CTC CTG AGA ACC GCC-3‟ 

Reverse primer: 5‟-5‟-CCT GCT CAA AAG CTT CAC GC-3‟ 

Beta-Aktin için: (Accession number: NC_000007) (PCR ürünü: 180 bp) 

Forward primer: 5‟-GGA TGA TGA TAT CGC CGC G-3‟  

Reverse primer: 5‟-CCA TGC CCA CCA TCA CGC-3‟ 
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Light Cyclerdaki kantitatif değerlendirme için QuantiTect SYBR Gren PCR 

(Qiagen) kiti kullanıldı. Kullanılan primerler aĢağıda belirtilmiĢtir. 

 

Kullanılan Primerler ; 

AMCase için : (Accession number: NC_000001) (PCR ürünü : 172 bp) 

Forward primer: 5‟-CTA CTC CTG AGA ACC GCC-3‟     

Reverse primer: 5‟-CCT GCT CAA AAG CTT CAC GC-3‟   

Beta-Aktin için: Primer dizisinde değiĢiklik yoktur. 

 

Komponent Volüm 

Master Mix, 2x 10 µL 

Spesifik Forward Primer (10 µM) 1.6 µL 

Spesifik Reverse Primer (10 µM) 1.6 µL 

MgCl2 (50 mM) 0.4 µL 

RNase icermeyen su 5.4 µL 

Template cDNA 1 µL 

Total Volüm 20 µL 

 

Toplam volüm cDNA eklenmesiyle 20 µL‟ye tamamlandı ve asağıdaki PCR 

koĢullarında LightCycler‟da amplifikasyon gerçekleĢtirildi. 
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Hazırlanan reaksiyon karıĢımı LightCycler 20 µL‟lik kapillere aktarıldıktan 

sonra cihaza yerleĢtirildi ve amplifikasyon asağıdaki koĢullarda gerçekleĢtirildi. 

 

 Isı Süre Döngü Sayısı 

PCR aktivasyon 95
0
C 15dk. 1 

Amplifikasyon   50 

Denatürasyon 95
0
C 45sn.  

Annealing 60
0
C 45sn.  

Extansion 72
0
C 45sn.  

Melting curve   1 

Denatürasyon 95
0
C 1dk.  

Annealing 60
0
C 1dk.  

Melting 90
0
C 0-0  

Cooling 40
0
C 10dk. 1 
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4. BULGULAR 

4.1. Elispot Verileri 

4.1.1. TNF- α Yanıtı  

 

4.1.1.1. CMP’nin Mononükleer Hücrelerde ve T lenfositlerinde  TNF-α 

Yanıtına Etkisi  

Yeni elde edilmiĢ mononükleer hücreler (genelde % 80 lenfosit + %20 

monosit) ve magnetik boncuk yöntemi ile saflaĢtırılmıĢ T hücreleri CMP‟nin 

değiĢik dozları ve PHA ile uyarıldı. 

CMP yeni elde edilmiĢ mononükleer hücrelerden TNF-α yapımını kuvvetle 

uyarmaktadır ancak saflaĢtırılmıĢ T hücrelerini uyarmamaktadır, diğer bir deyiĢle 

CMP‟ne TNF-α yanıtı monosit kaynaklıdır (ġekil 4.1). 

 

Hücre Tiplerinin Kitin Mikropartiküllerine TNF-alfa Yanıtına 

Etkisi
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Şekil 4.1. Mononükleer hücre ve T lenfositlerin kitin mikropartiküllerinin değiĢen dozlarına 

ve PHA‟ ya TNF-α yanıtı (Spot Sayısı : UyarılmıĢ Ortalama – UyarılmamıĢ Ortalama).  
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             4.1.1.2. PHA, Kitin, CMP ve Allerjenlerle Uyarımının Mononükleer 

Hücrelerde TNF-α Yanıtına Etkisi  

Sağlıklı ve atopik hastalardan elde edilen mononükleer hücreler kitin, CMP, 

PHA ve allerjenler ile uyarıldı. MN hücrelerin tüm uyarılara TNF-α yanıtı 

verdikleri gözlendi (ġekil 4.2). 

 

Kitin ve Kitin Mikropartiküllerine TNF-alfa Yanıtı 
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Şekil4.2. Sağlıklı ve atopik kiĢilerde PHA, CMP, Kitin ve duyarlı oldukları allerjene  TNF-

α yanıtı. S1 ve S2 sağlıklı 2‟Ģer kiĢinin ortalamalarıdır. H1: Derp duyarlılığı, H2: Polen duyarlılığı 

deri testi ile saptanmıĢ atopik kiĢilerin ortalamalarıdır (Spot Sayısı: UyarılmıĢ Ortalama – 

UyarılmamıĢ Ortalama ). 
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 4.1.2. PHA, Kitin, CMP ve Allerjen Uyarımının Mononükleer 

Hücrelerde IFN-γ Yanıtına Etkisi  

Sağlıklı ve atopik kiĢilerden elde edilen mononükleer hücreler kitin,  CMP, 

PHA ve allerjenler ile uyarıldığında MN hücrelerin, CMP ve PHA‟ye  IFN-γ 

yanıtı verdikleri gözlendi, mediuma doğrudan eklenen kitine yanıt saptanmadı 

(ġekil 4.3). 

Kitin ve Kitin Mikropartiküllerine IFN-g Yanıtı
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 Şekil 4.3. Sağlıklı ve atopik kiĢilerde PHA, CMP, Kitin ve duyarlı oldukları allerjene IFN-

γ yanıtı. S1 ve S2 sağlıklı 2‟Ģer kiĢinin ortalamalarıdır. H1: Derp duyarlılığı , H2: Polen duyarlılığı 

deri testi ile saptanmıĢ atopik kiĢilerin ortalamalarıdır (Spot Sayısı: UyarılmıĢ Ortalama – 

UyarılmamıĢ Ortalama ). 
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4.1.3. PHA, Kitin, CMP ve Allerjen Uyarımının Mononükleer 

Hücrelerde IL-4 Yanıtına Etkisi  

Sağlıklı ve atopik kiĢilerden elde edilen mononükleer hücreler kitin,  CMP, 

PHA ve allerjenler ile uyarıldığında MN hücrelerin,  kitin ve CMP‟ye  IL-4 yanıtı 

vermediklerini, PHA‟ya kuvvetli, alerjenlere zayıf da olsa  IL-4 yanıtı verdiklerini 

gözledik (ġekil 4.4). 

 

Kitin ve Kitin Mikropartiküllerine IL-4 Yanıtı
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Şekil 4.4. Sağlıklı ve atopik kiĢilerde PHA, CMP, Kitin ve duyarlı oldukları allerjene IL-4 

yanıtı. S1 ve S2 sağlıklı ikiĢer kiĢinin ortalamalarıdır. H1: Derp duyarlılığı, H2: Polen duyarlılığı 

deri testi ile saptanmıĢ atopik kiĢilerin ortalamalarıdır (Spot Sayısı: UyarılmıĢ Ortalama – 

UyarılmamıĢ Ortalama). Not: Olguların hepsinde PHA yanıtı 50‟nin üstünde değerlerde 

bulunmuĢtur, daha düĢük düzeyde olan diğer verilerin görülebilmesi için bu değerde kesilmiĢtir.  

 

Sonuç olarak; ELISPOT verilerimize göre  CMP‟nin insan mononükleer 

hücrelerini uyararak TNF-α ve IFN-γ yanıtı oluĢturabildiği ancak IL-4 yanıtına 

yol açmadığı söylenebilir. Kitin doğrudan ortama eklendiğinde, IFN-γ ve IL-4 

yanıtı oluĢturmamaktadır. 
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4.2. Elisa Sonuçları  

Sağlıklı ve hasta grubunun uyarılmıĢ mononükleer hücrelerinden 

süpernatant toplanarak yapılan Elisa sonuçları aĢağıda belirtilmiĢtir. Sonuçlar kat 

artıĢı olarak verilmiĢtir. 2 kat ve üzeri artıĢlar pozitif yanıt olarak 

değerlendirilmiĢtir. 

 

4.2.1. IFN-γ Yanıtı  

Polen ve derp allerjisi bulunan hasta grubu ile sağlıklı kontrollerden PHA, 

CMP, kitin ve allerjenlerle uyarım sonucu edilde edilen süpernatantlarda IFN-γ 

yanıtı değerlendirildi. Atopik grupta CMP‟ye IFN-γ yanıtı olduğu saptandı (ġekil 

4.5 ve 4.6). 
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Şekil 4.5. Sağlıklı kontrolde IFN-γ yanıtı (S=Sağlıklı kontrol) 

(CMP yanıtı : 0,5 U/ml oranında saptanmıĢtır.) 

 

Sağlıklı kontrolde PHA‟ya ve az bir oranda derp allerjenine karĢı yanıt 

saptanmıĢken CMP yanıtı saptanmadı. 
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Şekil 4.6. Atopik grupta IFN-γ yanıtı  

 H1-3 : Derp allerjisi H2-4 : Polen allerjisi bulunan hasta grubu 

 

Atopik grup değerlendirildiğinde PHA ve CMP‟ye IFN-γ yanıtı olduğu 

saptandı. 

 

  4.2.2. IL-13 Yanıtı 

Polen ve derp allerjisi bulunan hasta grubu ile sağlıklı kontrollerden aynı 

uyaranlar sonucu elde edilen süpernatantlarda zayıf da olsa IL-13 yanıtı saptandı 

(ġekil 4.7 ve 4.8). 
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Şekil 4.7. Sağlıklı kontrollerdeki IL-13 yanıtı 
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Şekil 4.8. Atopik grupta IL-13 yanıtı (H1-3 : Derp allerjisi   H2-4 : Polen allerjisi bulunan 

hasta grubu) 

 

Sağlıklı ve atopik grubun her ikisinde de PHA‟ya güçlü bir IL-13 yanıtı 

saptandı. CMP uyarımı sonucu az da olsa yanıt olduğu görüldü. 
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ELĠSA verilerimize göre  CMP nin insan mononükleer hücrelerini uyararak 

IFN-γ ve az miktarda IL-13 yanıtı oluĢturmaktadır ancak IL-4 yanıtı 

oluĢturmamaktadır (sonuçlarımız testin belirleme sınırlarının altında kaldığı için 

data tablosu verilmemiĢtir). Bu bulgular Elispot verilerimiz ile uyum 

göstermektedir. 

 

4.3. RT-PCR Sonuçları 

4.3.2. AMCase Yapım (Ekspresyon) Çalışmalarının Sonuçları 

4.3.2.1. Atopik Dermatitli Hastaların Deri biyopsilerinden elde edilen 

PCR ürünlerinin jel görüntüleri 

 

PCR ürünleri agaroz jel elektroforezinde belirlendi. PCR ürünlerinin 

büyüklükleri AMCase için 172 bp, β-aktin için 180 bp idi. AMCase‟ın deride 

eksprese olup olmadığı literatürde bilinmediğinden mide dokusu pozitif kontrol 

olarak alındı ( ġekil 4.9ve 4.10). 

 

 

ġekil 4.9. Hastaların jel elektroforez görüntüleri 

Lane 1 : 1. hastanın normal deri bölgesi,  

Lane 2 : 1. hastanın lezyonlu deri bölgesi 

Lane 3:  2. hastanın normal deri bölgesi 

Lane 4 : 2. hastanın lezyonlu deri bölgesi 

Lane 5 : 3. hastanın normal deri bölgesi 

Lane 6 : 3. hastanın lezyonlu deri bölgesi 

Lane 7 : 4. hastanın normal deri bölgesi 

Lane 8 : 4. hastanın lezyonlu deri bölgesi 

Lane 9-18 : Mide dokusu 

Lane 10-17 : Aktin Ürünü 

M : Marker 
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Diğer bir hastanın bulguları resim 4.2‟de görülmektedir: 

 

ġekil 4.10. Hastaların jel elektroforez görüntüleri 

Lane 1: Atopik dermatitli hastanın normal deri bölgesi 

Lane 2: Atopik dermatitli hastanın lezyonlu deri bölgesi 

 

Jel elektroforez görüntülerimiz değerlendirildiğinde hastaların normal ve 

lezyonlu deri bölgelerinin her ikisinde de  AMCase bantlarına rastlandı, ancak 

hastaların normal deri bölgelerinde daha fazla ekspresyon olduğu görülmektedir. 

 

4.3.2.2. Atopik Dermatitli Hastaların Deri Biyopsilerinde AMCase 

Yapımı (Ekpresyonu) 

Atopik dermatitli 5 hastadan  alınan sağlıklı ve lezyonlu deri biyopsilerinden 

elde edilen PCR ürünlerinin düzeyleri, β-Actin‟e göre normalize edilerek 

karĢılaĢtırıldı (ġekil 4.11.).  
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Şekil 4.11. Atopik dermatitli hastaların (1-5 nolu hastalar) sağlıklı ve lezyonlu deri 

biyopsilerinde AMCase ekspresyon düzeyleri β-Aktin‟e göre normalize edilerek karĢılaĢtırılmıĢtır. 
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Hastalardan alınan deri biyopsilerinde normal deri ve atopik deri bölgesinin 

her ikisininde de AMCase ekspresyonu saptanmıĢ olup, normal deri bölgesinde 

daha fazla gözlemlendi. Bu bulgularımız jel elektroforez görüntüleri ile uyumlu 

bulundu. 

 

      4.3.2.3.  PHA ve CMP ile Uyarılmış Mononükleer Hücrelerde AMCase 

Yapımı (Ekspresyonu) 

Mononükleer hücrelerin değiĢik zaman dilimlerinde LPS, PHA, Polen, CMP 

ile uyarımı sonucu AMCase yapımı (ekspresyonu ) incelendi (ġekil 4.12). 
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Şekil 4.12. Periferik kandan izole edilen mononükleer hücreler değiĢik zaman aralıkları  

boyunca  PHA, CMP, LPS, Polen  ile uyarıldı. AMCase ürün düzeyleri β-Aktine göre normalize 

edilerek karĢılaĢtırılmıĢtır. 

 

       AMCase ekspresyonu grafikte CMP ile indüksiyon sonucu 8. saatten sonra 

bir artıĢ göstermektedir, ancak aynı artıĢ mediumla veya diğer uyaranlarla 
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uyarılmıĢ hücrelerde de benzerdir. Ancak diyebiliriz ki  AMCase ekspresyonu 

uyaranlara ve zaman bağlı olarak anlamlı bir artıĢ göstermemiĢtir . 

5. TARTIŞMA 

Kitin parazit, mantar, gibi canlılarda  ve  polen, ev tozları gibi sık rastlanılan 

allerjenlerde bulunan bir glikopolimerdir. Kitinazlar kitini parçalayan enzimlerdir. 

Son yıllarda insanlarda da kitinazların bulunduğu ve bu enzimlerin bağıĢıklık 

yanıtında ve yangı oluĢumunda rolü olduğunu gösteren çalıĢmalar 

yaygınlaĢmıĢtır. AraĢtırmamızın temel esin kaynağı olan Zhu ve arkadaĢlarının 

(37) yaptığı çalıĢma kitinazlarla allerjik yangı yanıtı arasındaki iliĢkiye dikkati 

çekmiĢtir. Temelde parazitlere karĢı dirençte önemli rolü olan Th2 tipi bağıĢıklık 

yanıtı ve özellikle IL-13 ile AMCase arasındaki bağlantının gösterilmesi, kitinin 

bu canlılarda yoğun olarak bulunduğu göz önüne alınırsa fizyolojiye uymaktadır. 

Bu bilgilerin ıĢığında parazit varlığında aktive olan kitinazların kitin içeren 

parazitleri öldürerek ya da çoğalmalarını durdurarak etkin olması ve ajanın yok 

edilmesi ile yangının sınırlanması ya da durdurulması Ģeklinde bir seyir akla 

yatkın gelmektedir. Bu durumda kitinazın (AMCase) aktif dönemde yangının 

baĢlatılması ve bunu izleyen dönemde ise etkin olarak yangının sona erdirilmesi 

ile iliĢkili olabileceği düĢünülebilir. Bu çalıĢmalarda açıklanmayan ya da üzerinde 

çalıĢılmayan nokta parazit varlığında ya da allerjenle karĢılaĢma sonrası 

AMCase‟ı tetikleyen IL-13‟ü kitinin ya da baĢka hangi uyaranların uyardığı 

sorusudur. Kitinin insanlarda bir reseptörü olduğu gösterilmemiĢtir, dahası kitinin 

hangi hücrelerce algılandığı ve nasıl bir sitokin yanıtına yol açtığına yönelik 

araĢtırmalar çok sınırlıdır. Bu konuda bulabildiğimiz tek çalıĢma olan,  Shibata ve 

arkadaĢlarının (60) araĢtırmasında kitin mikropartiküllerine makrofaj hücre 

dizisinin TNF-α ve IL-1 yanıtı verdiği bildirilmiĢtir. Bizim elispot sonuçlarımızda 

(ġekil 4.1) kitin mikropartiküllerine öncelikle monositlerin TNF-α yanıtı verdiği 

ve CMP‟nin mononükleer hücrelerde TNF-α yanında belirgin IFN-γ yapımını 

uyardığı ancak IL-4 yanıtına yol açmadığı gözlenmiĢtir(ġekil 4.3 ve 4.4).Elisa 

verilerimiz de buna uygun bulunmuĢ ancak CMP‟nin zayıf ta olsa IL-13 yapımını 

uyardığına iĢaret etmektedir (ġekil 4.7 ve 4.8). Özetle sonuçlarımız Shibata ve 

arkadaĢlarının bulgularına uymakta ve bu konuya IL-4, IFN-γ ve IL-13 yönünden 

yeni bilgiler eklemektedir. Bu sonuçlar CMP‟nin, kitinden beklediğimiz Ģekilde 
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kuvvetli ve Th2 ağırlıklı (IFN-γ düĢük, IL-4 ve IL-13 yüksek) bir yanıt 

oluĢturmadığını göstermektedir. AMCase‟ın indüklenebilmesi için ne oranda IL-

13 gerektiği konusunda bilgiler yetersiz olmakla birlikte, zayıf da olsa salgılanan 

IL-13‟ün etkilerinin neler olabileceği konusunda bilgilerimiz sınırlıdır. Ġn vitro 

Ģartlarda gözlediğimiz zayıf IL-13 yanıtının biyolojik anlamı konusunda ileri 

çalıĢmalara gerek vardır.   Strong ve arkadaĢları (54) intranasal CMP verilmesi ile 

IL-12, IFN-γ, TNF-α‟ da artıĢ saptarken, IL-4‟te azalma olduğunu belirtmiĢlerdir. 

Strong ve arkadaĢlarının bu bulguları bizim bulgularımıza uymaktadır. Yine 

Özdemir ve arkadaĢları (61) intranasal CMP verilmesi ile akciğer patolojisinin 

azalmasının Th2 yanıtının azalması ve Th1 yanıtına kaymasının yol açtığı Ģeklinde 

açıklamıĢlardır ki bu bizim invitro verilerimizle paralellik göstermektedir. Ancak 

elde ettiğimiz invitro verilerin hem baĢka tür bir canlıda hem de değiĢik doz yanıt 

çalıĢmaları olmayan çalıĢmalarla doğrudan iliĢkilendirilmesi yanılgılara yol 

açabilir. Kitin yerine CMP ile yapılan çalıĢmalar kitine yönelik immun yanıtın 

değerlendirilmesi için iyi bir model olmayabilir. Kitinin  bağıĢıklık dizgesinde 

hangi hücreler tarafından nasıl bir iĢlemden sonra algılandığı, iĢleme aĢamasında 

klas І-ІІ ya da CD 1a-e moleküllerine sunulup sunulmadığı konusu 

bilinmemektedir. CMP ile yaptığımız deneylerde bizim verilerimiz örneğin 

CMP‟ye saf T hücrelerinin yanıt vermediğini monositlerin gerekli olduğunu 

göstermiĢtir (ġekil 4.1). Kitin ve CMP ayrı yolaklara sunulabilir, invivo Ģartlarda 

mide asidi gibi etkilerle ve araya giren hücrelerle (epitel hücreleri, dendiritik 

hücre v.b.) değiĢik Ģekilde iĢlenen CMP ve kitin birbirinden farklı yanıtlara yol 

açıyor olabilir.  Ayrıca deney hayvanlarıyla yapılan çalıĢmalarda doz 

değiĢikliklerinin ve uyaranı veriĢ yolunun (deri altı, oral veya parenteral) 

geliĢecek yanıtı önemli oranda değiĢtirebileceği bilinmektedir. Özetle kitinin 

organizmada yol açtığı bağıĢıklık yanıtının düzeneği konusundaki bilgilerimiz çok 

eksiktir. 

Kitin ve kitin mikropartiküllerinin AMCase‟ı uyarması konusunda 

yaptığımız deneyler sonucunda AMCase‟ın mononükleer hücreler tarafından 

yapıldığını (eksprese edildiğini) ancak denediğimiz hiçbir uyaranın (PHA, Kitin, 

CMP) bu yapımı (ekspresyonu) belirgin olarak değiĢtirmediğini gözledik. Deney 

düzeneğimizde değiĢik zaman aralıklarını denetledik ancak belirgin bir zaman 
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tetikleme eğrisi de elde edemedik (ġekil 4.12). Belki de hücrelerin ayrıĢtırılma 

iĢlemleri sırasında AMCase yapılıyor (eksprese oluyor) olabilir ancak bu yapımı 

engellemek teknik nedenlerden dolayı mümkün gibi görünmemektedir. .Daha 

önceki yapım (ekspresyon) çalıĢmaları AMCase‟ın mide ve akciğer epitelinde 

olduğunu göstermiĢtir (38).  

Biz de AMCase‟ın mide dokusunda kuvvetle yapıldığını gösterdik (resim 

4.1 ve 4.2). Ayrıca verilerimiz bu enzimin hem mononükleer hücrelerde hem de 

deride yapıldığını göstermektedir. Goldberg ve arkadaĢlarının (63) yaptığı 

çalıĢmada kordon kanı periferik mononükleer hücrelerinde AMCase‟ın yapıldığı  

(eksprese olduğu) saptanmıĢtır. Ramanathan ve arkadaĢları (69) yaptıkları 

çalıĢmada hem normal hem nazal poliplerde bu enzimin eksprese olduğunu 

göstermiĢlerdir. Sonuç olarak yayınlanan bu veriler ile bizim verilerimiz, AMCase 

ekspresyonunun sanıldığı gibi sadece mide ve akciğer dokusuyla sınırlı 

olmadığını göstermektedir.  

Atopik dermatitli (AD) olgularda AMCase gösterimi (ekspresyonu) 

bulgularımız beklediğimizin ve Zhu ve arkadaĢlarının (37) akciğer dokusundaki 

bulgularının tersi Ģeklinde ortaya çıkmıĢtır. AMCase gösterimini ( ekspresyonunu) 

normal deride lezyonlu bölgelerden daha yüksek saptadık (ġekil 4.11). Bunun iki 

açıklaması olabilir. AMCase hastalığın aktif döneminde yükselmiĢ, kullanılmıĢ ve 

kronik fazda azalmıĢ olabilir (biyopsilerin hepsi kronik dönemdeki AD‟li eriĢkin 

hastalardan alınmıĢtır. Ġstememize karĢın akut fazdaki lezyonlardan ve 

çocuklardan biyopsi alınamamıĢtır). Daha önce yapılan çalıĢmalarda özellikle 

eriĢkinlerde AD in erken fazında Th2 tipi sitokinlerin geç fazda ise IFN-γ‟ nın 

etkin olduğu yayınlanmıĢtır (22). IFN- γ nın Th2 yanıtını, dolayısıyla  IL-13 

yapımını inhibe ettiği göz önüne alınırsa, bu dönemde AMCase gösterimi azalmıĢ 

olabilir. 

Bu bilgiler ıĢığında düĢünülebilecek ikinci bir olasılık ise tartıĢmanın giriĢ 

bölümünde de belirttiğimiz gibi AMCase‟ın etkinliği kitin içeren veya öyle 

algılanan allerjene karĢı etkin bir yanıtla yangının sonlandırılmasını sağlamakta ve 

AMCase‟ın düĢük olması, yangının kronikleĢmesiyle iliĢkili olabilir. Bu konunun 

açıklığı kavuĢması için AD‟in değiĢik evrelerinde tekrarlanan biyopsilerde bu tarz 

çalıĢmaların yapılması gerekmektedir. 
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Son yıllarda kitinazlar konusunda artan bilgilerimiz bu enzimin insanlarda, 

özellikle parazitlere karĢı dirençte önemli olduğunu, alerjik yangı sırasında da 

aktive olduğunu göstermektedir, ancak bu enzimlerin özellikle alerjik hastalıkların 

patogenezindeki önemi, bağıĢıklık dizgesinin kitini nasıl ve ne Ģekilde algıladığı, 

kitinazların kitin dıĢında hangi yapılara (substratlara) etkilediği konularında ileri 

çalıĢmalara gerek vardır. 
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6. SONUÇLAR 

1. Kitin mikropartikülleri invitro koĢullarda mononükleer (özellikle 

monositler) hücreleri uyararak TNF-α, IFN-γ ve zayıf IL-13 yanıtı oluĢturduğu, 

IL-4 yapımını uyarmadığı saptandı. 

2. Periferik kandan ayrıĢtırılan mononükleer hücrelerin  AMCase yaptığı 

(eksprese ettiği) ancak denediğimiz uyaranların (PHA, Kitin, CMP) hiçbirisinin 

bu ekspresyonu değiĢtirmediği ayrıca değiĢik zaman dilimlerinde ekspresyonda 

değiĢiklik olmadığı görüldü. 

3. AD‟li olgularda AMCase yapımı sağlıklı ve lezyonlu deri bölgesinin her 

ikisinde birden saptandı ancak sağlıklı deri bölgesinde lezyonlu bölgeden daha 

yüksek oranda saptandı. 
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7. ÖZET 

Kitin ve Kitinazın Allerjik Reaksiyondaki Rolü 

Kitin nematodlar, böcekler ve mantarlarda yaygın olarak bulunan, ancak 

memelilerde bulunmayan bir karbonhidrat polimeridir. Beklenildiği gibi 

kitinazlar, kitini parçalayan, kitin içeren organizmaların büyümesini engelleyen 

enzimlerdir, bu enzimlerin kitin içeren patojenlere karĢı savunmada önemli rol 

oynadığı bilinmektedir. Ġnsanlarda da kitinaz genlerinin bulunduğu bilinmektedir, 

ancak bu gen ürünlerinin biyolojik rolleri bilinmemektedir ve benzer Ģekilde 

insanlarda da kitin içeren patojenlere karĢı savunmada rol oynamaları beklenirse 

de bunu gösteren çok az veri vardır. 

Özellikle IgE yapımı ve eozinofil aktivasyonu ile karakterize Th2 tipi immün 

yanıtın öncelikle parazitlere karĢı immün savunmada önemli olduğu bilinmektedir 

ki bu parazitlerin çoğunluğu kitin içermektedir. Sonuç olarak Th2 tipi immün 

yanıtla kitinaz indüksiyonu ya da aktivasyonu arasında gösterilen iliĢki akla yakın 

görülmektedir. Th2 tipi yanıtın baskın olduğu ve bunun etyopatogenezde en 

önemli faktör olduğu düĢünülen allerjik hastalıklara gelince, ev-tozu akarı, 

hamam böceği ve mantarlar gibi atopik hastalıkların en yaygın rastlanan 

allerjenleri kitin içermektedir. Bu bilgilerin ıĢığında allerjik hastalığı olan 

bireylerin immün sisteminin kitin içeren bu allerjenleri,  parazit saldırısı olduğu 

Ģeklinde algıladığı ve bu nedenle anti-paraziter olduğu iyi bilinen Th2 tipi immün 

yanıtı geliĢtirdiği düĢünülebilir. 

Bu çalıĢmada kitin mikropartikülerinin in vitro etkileri Elisa ve Elispot 

yöntemi ile   araĢtırıldı. Elde edilen mononükleer hücrelerin değiĢik uyaranlarla ve 

farklı zaman dilimlerinde karĢılaĢımı sonucu ve  atopik dermatitli olgulardan 

alınan deri biyopsilerinden AMCase gen yapımına (ekspresyonuna) bakıldı. 

AMCase ürün düzeyleri β-aktine göre normalize edilerek karĢılaĢtırıldı. 

Kitin mikropartikülleri in vitro koĢullarda mononükleer (özellikle 

monositler) hücreleri uyararak TNF-α, IFN-γ ve zayıf IL-13 yanıtı oluĢturduğu, 

IL-4 yapımını uyarmadığı saptandı. 
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Periferik kandan ayrıĢtırılan mononükleer hücreler AMCase yaptığı  

(eksprese ettiği) ancak denediğimiz uyaranların (PHA, Kitin, CMP) hiçbirisinin 

bu ekspresyonu değiĢtirmediği görüldü. 

AD‟li olgularda AMCase yapımı sağlıklı bölgede lezyonlu bölgeden daha 

yüksek oranda saptandı. 

AMCase gen yapımı normal deri ve atopik deri dokusunda da saptanmıĢtır. 

Bu bulgu sanıldığının aksine bu enzim yapımının sadece mide ve akciğer 

dokusuna sınırlı olmadığı yönünde düĢündürmektedir.  

Ġnsan vücudunda farklı AMCase tiplerinin tanımlanması, allerjenin vücuda 

farklı yollardan girmesi sonucu farklı yolakları kullanabilme özelliğinin olması 

sebebi ile değiĢik mekanizmaların denendiği, insan hücrelerinin kullanıldığı daha 

fazla invitro verilere ihtiyaç duyulmakta olduğu kanaatindeyiz. 

 

Anahtar Sözcükler : Kitin, Kitin mikropartikülü, Kitinaz 
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8. ABSTRACT 

Role of Chitin and Chitinase on Allergic Immune Response 

Chitin is found in the sheats of parasitic nematodes, in the exoskletons of 

crustaceans and insects, in the fungal cell walls, but not in mammals. Chitinases 

are induced in lower life forms during infections with these agents. Chitinase 

production is an important feature of antiparasitic response against chitin 

containing organisms. Although chitin itself does not exist in humans, chitinases 

are present. There is very limited knowledge on the biological roles of human 

chitinases and the role of these enzymes in antiparasitic response in humans 

remains to be defined. 

Together with the Th2 type response, IgE production and eosinophil 

activation are also main components of antiparasitic defense. Most of the parasites 

contain chitin and in addition to these, house dust mite, cockroach, fungi, which 

are common causal allergens also contain chitin. These evidence lead us to a 

novel hypothesis about allergic diseases; i.e. immun system senses chitin as if 

there is a parasite or fungi infection, and responds with a Th2 polarised immune 

reaction accordingly. 

In this study, we investigated in vitro effects of chitin  or chitin 

microparticles on peripheral blood mononuclear cells by Elisa and Elispot 

technique. We stimulated these cells with various stimulations at different times 

and investigated AMCase gene expression in skin biopsies taken from atopic 

dermatitis patients. We compared AMCase gene products with β-actin. 

We observed a positive TNF-α, IFN-γ and poor IL-13  response but no IL-4 

response with chitin microparticle stimulation. We also observed that the 

mononuclear cells, precipitated from peripheral blood, expressed AMCase but no 

stimulators  (PHA, Chitin, CMP) changed this expression.  

In AD patients, AMCase production was higher in healthy regions of skin 

than in skin of atopic lesion.  
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AMCase gen expression was isolated in healthy and atopic skin regions. In 

opposition to current expectations, it can be assumed that the production of this 

enzyme is not limited to stomach and lung tissues.  

As there are various types of AMCases in human body, and because there 

are different entrances for allergens that use different pathways, we need more in 

vitro datas derived from human cells. 

 

Key words : Chitin, Chitin microparticle, Chitinase 
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