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OZET

YUKSEK LiSANS

PULMONER AMFIZEMDE LiZiL O}(SIDAZ ENZIMLERININ
SENTEZINDEKI DEGISIMLER

Neziha BESIKTEPE

Istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitist

Biyoloji Anabilim Dah

Danisman: Prof. Dr. Fisun OZTAY

Pulmoner amfizem geniglemis alveoller, alveol duvarinin yikimi ve elastik fibril yapim
ve yikimindaki anomaliler ile karakterize edilir. Pulmoner amfizemde elastik fibril
olusum ve organizasyonundaki anomalilere yonelik aragtirmalar ¢cok yaygin degildir.
Lizil oksidazlar, tropoelastin monomerleri arasinda c¢apraz baglar kurarak elastik
fibrillerin olusumunu ve fibrillerin bag dokuda birikimini saglarlar. Lizil oksidaz enzim
ailesinin Uyeleri (LOX, LOXL1 ve LOXL2) bakir bagimli ¢alisan enzimlerdir. Bu
calismada, lizil oksidaz enzimlerinin sentezindeki degisimler ile pulmoner amfizem
patogenezi arasindaki iliskinin ag¢iklanmasi amaglanmistir.

Calismada akciger kanseri tanisi konulan kronik obstriiktif akciger hastaligina (KOAH)
sahip hastalardan alinan akciger dokularinda amfizemli (n=10) ve amfizemli olmayan
(n=6) alanlar mikroskobik yontemlerle belirlenmistir. Daha sonra, doku 6rneklerinde
elastin, LOX, LOXL1, LOXLZ2, hipoksiya ile uyarilan faktor-lalfa (HIF-1a), COMMD1
(bakir metabolizmasinda etkili protein) ile fosfataz ve tensin homologu (PTEN)
proteinlerinin miktarlari Western emdirim yontemi ile belirlendi. Ayrica dokularda
HIF-1a aktivasyonu immiinohistokimyasal olarak analiz edildi.

Pulmoner amfizemli dokularda genislemis alveoller, alveol duvarda incelme ve
kopmalar, alveol liimeninde biriken ¢ok sayida makrofaj gozlendi. Ayrica bu dokularda
kontrol dokularla karsilastirildiginda elastin, LOX, LOXL1, LOXL2, HIF-1a,
COMMD1 ve PTEN protein miktarlarinda anlamli bir azalma ve amfimatdz alanlarda
HIF-1a aktivasyonunda artis tespit edildi. Pulmoner amfizemde HIF-1o. miktarindaki
azalisin, aktif LOX, LOXLI ve LOXL2 proteinlerinin miktarinin azalmasina neden
oldugunu ve bu azalmanin da elastik fibril biyolojisinde anomalilere yol agtigini
diistinmekteyiz. Amfizemli akciger Orneklerinde miktar1 azalan COMMDI proteini
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nedeni ile aktivasyonu uyarilan HIF-1a ve yine dokuda miktar1 azalan PTEN proteinleri
aracilif1 ile proteazlarin aktivasyonunun artmasi, hastalik patogenezinin olusumunu
saglayabilir. Sonu¢ olarak aktif LOX, LOXL1, LOXL2 ile COMMD1 ve PTEN
proteinlerinin miktarlarin1 arttirmaya yonelik yaklasimlar, pulmoner amfizemin
geriletilmesinde etkili olabilir. Dolayisiyla bu proteinleri kodlayan genler, KOAH
hastalarinda pulmoner amfizem gelisiminin dnlenmesinde yeni hedef genler arasinda
gosterilebilir.

Mart 2016, 77 sayfa.

Anahtar kelimeler: Pulmoner amfizem, lizil oksidazlar, HIF-1o, COMMDI1, PTEN.



SUMMARY

M. Sc. THESIS

ALTERATION IN THE SYNTHESIS OF LYSYL OXIDASE ENZYMES
IN PULMONARY EMPHYSEMA

Neziha BESIKTEPE

Istanbul University
The Institute of Graduate School of Science and Engineering

Department of Biology

Supervisor: Prof. Dr. Fusun OZTAY

Pulmonary emphysema is characterized by enlargement alveoli, the destruction of
alveolar wall and abnormalities in production and digestion of elastic fiber. Studies
performed on the abnormalities in the assembly and organization of elastic fiber are not
common. Lysyl oxidases provide the production of elastic fibers and their accumulation
in the connective tissue, thereby installing cross-linking of each tropoelastin monomers.
Members of lysyl oxidase family (LOX, LOXL1 and LOXL2) are copper-dependent
enzymes. In the present study, the clarification of relationship between alterations in
the expression of lysyl oxidase enzymes and pulmonary emphysema pathogenesis was
aimed.

In the present study, areas with emphysema (n = 10) and without emphysema (n = 6) in
the lung tissues which were removed from patients with chronic obstructive lung
disease (COPD) who have lung cancer diagnosis were determined by microscopic
methods. Then, protein levels of elastin, LOX, LOXL1, LOXL2, hypoxia-inducible
factor-1 alpha (HIF-1a), COMMDL (an effective protein on copper metabolism) and
phosphatase and tensin homolog (PTEN) were measured by Western blotting in the
tissue samples. HIF-1a activation was also analysed by immunohistochemical method
In tissues.

Enlargement alveoli, thinnings and disruptions in alveolar wall and a lot of accumulated
macrophages in alveolar lumen were observed in pulmonary emphymatous tissues.
Furthermore, it was detected a significant decrease in elastin, LOX, LOXL1, LOXL2,
HIF-1a, COMMDI1 and PTEN protein levels and an increase in HIF-1a activation in



pulmonary emphymatous tissues comparing with control tissues. These results suggest
that the reductions of HIF-1a level in pulmonary emphysema leads to decrease activated
LOX, LOXL1 and LOXL2 and this situation causes abnormalities in elastic fiber
biology. In emphymatous lung samples, HIF-1a activation induced by decreased
COMMD1 protein and protease activation induced by decreased PTEN protein levels
can contribute to the generation of disease pathogenesis. As a result, approaches made
to increase activated LOX, LOXL1, LOXL2, COMMD1 and PTEN protein levels can
be effective for the regression of pulmonary emphysema. Accordingly, genes which are
coding these proteins, can be shown as new target genes for the prevention of
pulmonary emphysema progression in COPD patients.

March 2016, 77 pages.

Keywords: Pulmonary emphysema, lysyl oxidases, HIF-1a, COMMDI1, PTEN.
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1. GIRIS

Pulmoner amfizem, akcigerde artan oksidatif stres, proteaz-antiproteaz dengesizligi,
pulmoner epitel ve endotel hiicrelerinde apoptozun uyarildigir ve bu degisimlere baglh
olarak alveolar alanda hasarin meydana geldigi patolojik bir durumdur. Genisleyen
alveoller ve alveollerin sayisindaki azalma, akciger elastikiyetinde kayip, akcigerlerin
hava ile sismesi ve solunum gazlarinin degisim oraninin diismesi pulmoner amfizemin
tipik gostergeleridir. Pulmoner amfizemin gelisiminde organizmanin yasi, beslenme
yetersizligi, ¢ocukluk doneminde gegirilen solunum hastaliklari, hava kirliligi, mesleki
maruziyetler ve kronik sigara igiciligi oldukca etkilidir (Morris ve Sheppard, 2006).
Pulmoner amfizem, siklikla kronik obstriiktif akciger hastaligi (KOAH)’ nin bir parcasi
olarak kabul edilmektedir. KOAH, genislemis alveoller ve ilerleyen alveol kaybi ile
karakterize edilen amfimat6z alanlar, kronik bronsit ve inflamasyon ile birlikte seyreder.
Diger yandan, amfimat6z akciger hasari sigara icicisi olmayan insanlarda da gelisebilir.
Ornegin insan bagisiklik yetmezlik viriisii-1 enfeksiyonu ya da hipersensitif pnémoni
hastalarinda, kronik brongit ve astim hastalarinda da goriildigi rapor edilmistir

(Taraseviciene-Stewart ve Voelkel, 2008).

Diinya iizerinde yaklasik olarak 600 milyon KOAH hastas1 bulunmaktadir. Yapilan
aragtirmalarda, KOAH goriilme sikliginin erkeklerde daha fazla oldugu belirlenmistir.
KOAH’1n goriilme sikligt ve KOAH kaynakli 6liimler, yasa bagl olarak artar; 40 yas
ustll bireylerde daha fazla gorulir. KOAH hastalarinda 6liimlerin % 20’si amfizeme, %
80’1 de agir kronik inflamasyona baglidir. Bu hastalarda KOAH’a bagli 6liim nedeni
olarak, solunum yetmezligi gosterilmektedir (Tuder ve dig., 2003). Her yi1l, KOAH
hastalarinin yaklasik 2,7 milyonu &lmektedir. Amerika’daki hastalik kontrol ve
engelleme merkezinin verilerine gore, KOAH, kanser ve kalp hastaliklarindan sonra en
fazla oliime sebep oldugu i¢in Sliimciil hastaliklar arasinda dordiindii siradan iiglincii
siraya alinmigtir (Turino, 2011). Tiirk Toraks Dernegi, tlkemizde yaklasik 2,5-3 milyon
KOAH hastas1 bulundugunu ve solunum hastaliklarina bagl 6liimlerin % 61,5’nin
KOAH nedeniyle oldugunu rapor etmektedir. Klinik aragtirmalar ve hasta kayitlari,

KOAH hastalarinda 10 yil i¢ginde akciger kanserine yakalanma riskinin ve buna bagl



6lumlerin, saglikli akcigere sahip bireylerle karsilagtirildiginda 4-5 kat yiiksek oldugunu
gostermektedir (Raviv ve dig., 2011).

KOAH’1n 6nemli sebeplerinden biri sigara iciciligidir. KOAH hastalarinda goriilen
pulmoner amfizemin nedeni olarak da sigara iciciligi gosterilmektedir. Ingiliz
epidemiyolojistler Fletcher ve Peto (1977), kronik bronsit ile amfizemin en dnemli
sebebi olarak kronik sigara igiciligi fikrini 6nermislerdir. Diinyada yaklasik 1,1 milyar
insan sigara igmektedir. Ne yazik ki bu sayinin 2025°de 1,6 milyardan daha fazla olmasi
ongorilmektedir (Tuder ve dig., 2003). Sigara igiciligindeki bu artis, KOAH’1n goriilme
sikligimin artacaginin  sinyallerini vermektedir. Diinyada sik goriilen ve oliimle
sonuglanabilen KOAH’in tedavisi, bronkodilator-steroit ilaglar ve hastaya oksijen
takviyesi ile simirhidir ve ¢ogunlukla hastaligin semptomlarini azaltmaya yoneliktir.
Dolayisiyla daha etkili yeni tedavi yontemlerinin bulunmasi, bu hastalikla miicadelede

cok onemlidir.

Pulmoner amfizemli hayvan ve insan akcigerleri lizerinde yapilan caligmalar ile
amfizem etiyolojisi aydinlatilmaya ¢alisgilmistir. Bu c¢alismalarin sonuglar1 sigara
iciciligi, akcigerde gelisen proteaz/antiproteaz dengesizligi ve kronik inflamasyonun
pulmoner amfizemin gelisiminde etkili oldugunu gostermektedir. Sigara igicisi olan
insanlarin  akcigerleri yan1 sira sigara dumanina maruz birakilan kemirgen
akcigerlerinde de amfimatdz lezyonlar olusur (Bartalesi, 2005). KOAH hastalarinin
serumlarinda, bir antiproteaz olan alfa-1 antitripsin (AAT) seviyelerinin azaldigi
saptanmistir (Tuder ve dig., 2006). AAT geni c¢ikarilan farelerde sigara dumani
maruziyeti sonucunda amfizem gelistigi gozlenmistir (Liu ve dig., 2004). Dokudaki
proteazlarin aktivitesini kontrol eden antiproteazlarin miktarinin azalmasinin dokunun
proteazlarca yikimina neden olabilecegi fikri, pulmoner amfizem gelisiminde
proteaz/antiproteaz dengesizligi hipotezinin temelini olusturmaktadir. Proteazlarin
pulmoner amfizem olusumundaki etkisi deneysel hayvan modelleri {izerinde test
edilmistir. Hayvanlara intratrakeal yoldan elastaz ya da papain gibi matriks azaltici
enzimlerin verilmesi sonrasinda amfimat6z lezyonlarin meydana geldigi gézlenmis ve
akcigerde elastik fibril yikimi ile genisleyen alveollerin olusumu arasindaki iligki
aciklanabilmigtir (Kawakami ve dig., 2008; Antunes ve Rocco, 2011). Sigara dumani

solutulan hayvanlarin akcigerinde proteaz miktarinda artisin oldugu bir¢ok c¢alismada



ortaya konmustur. Ayrica, proteazlarca dokuda meydana gelen yikiminin ve sigara
dumaninin, akcigerde basta notrofiller olmak {lizere makrofaj ve T hiicreleri gibi diger
inflamatuvar hicrelerin alveolar alanlara infiltrasyonunu uyardigi ve amfimattz
lezyonlarin  gelistigi  saptanmustir  (Sharafkhaneh ve dig., 2008). Boylelikle
proteaz/antiproteaz dengesizligi yani sira akcigerde uyarilan inflamasyonun da amfizem
gelisimine katki sagladigi anlagilmistir. Tuder ve dig. (2006), inflamatuvar hicrelerin
birer proteaz kaynagi olduklarini ve pulmoner amfizem patogenezinde etkili olduklarin
sOylemektedirler. Diger yandan KOAH hastalarinin akcigerlerindeki amfimatdz
alanlarinda, alveolar duvar hucrelerinin apoptoz ile oldikleri tespit edilmistir. Bu
calismada alveolar epitel hiicrelerinde gorillen apoptozun, sigara icen ve sigara igicisi
olamayan saglikli bireylere gore oldukga fazla oldugu belirtilmektedir ('Yokohori ve
dig., 2004). Sigara dumani solutulan fareler lizerinde yapilan deneysel ¢alismalarda,
poteazlarin hedefi haline gelen alveolar epitel hiicrelerinde vaskuler endotelial biyiume
faktori (VEGF) ve reseptoriiniin inaktivasyonuna bagli olarak apoptozun arttigi ve
bunun sonucu olarak da amfizemin olustugu tespit edilmistir (Tang ve dig., 2004;
Petrache ve dig., 2005). Ayrica, transgenik fareler tizerinde yapilan galismalarda elastik
fibrillerin sentezlenememesi durumlarinda da pulmoner amfizemin gelisebilecegi rapor
edilmektedir. Ornegin fibulin-5 geni cikarilan farelerde akciger gelisiminde elastik
fibrillerin olusamamasi nedeniyle amfimat0z alanlar meydana gelmektedir (Liu ve dig.,
2004). Elastin geni ¢ikarilan farelerde de hava yollarinda meydana gelen yogun
genislemeler sonucunda erken 6liimlerin oldugu saptanmistir (Tuder ve dig., 2003) .
Sigara ig¢iciliginin etkisiyle akcigerde artan proteaz/antiproteaz dengesizligi,
inflamasyon, oksidatif stres, degisen matriks remodellenmesi, apoptoz ve elastin
biyogenezindeki anomaliler, KOAH etmenleri arasinda yer alir. Tim bu siiregler
KOAH’1n patogenezini olustururken birbirlerinden bagimsiz degillerdir. Bu siireclerin
olusum ve gelisiminde hepsinin birbiri ile etkilesimi s6z konusudur (Demedts ve dig.,
2006). Pulmoner amfizemde yeni tedavi yontemlerinin gelistirilmesinde, hastaligin
olusum asamalarinin bilinmesi oldukga 6nemlidir. Ayrica deneysel ¢alismalardan elde
edilen verilerin, klinik ¢alismalar ile desteklenmesi gerekir. Clnki olusturulan deneysel
pulmoner amfizem veya pulmoner amfizemin eslik ettigi KOAH modellerinde hastalik
patogenezinde bazi farkliliklar vardir. Deneysel pulmoner amfizem modelleri, insanda
meydana gelen pulmoner amfizemin tim Kkarakteristik ozelliklerini  siklikla

gOsterememektedir. Bu hastaligin patogenezine baktigimizda, sigara igimiyle reaktif



oksijen tiirlerinin ve proteolitik enzimlerin salinimiyla inflamatuar hiicreler alveolar
alanlarda birikir ve bu da akcigerlerde matriks yikimina ve hiicre 6liimlerine neden olur.
Buna ragmen, ¢esitli hayvan modellerinde, amfizem gelisimi boyunca inflamasyonda
azalma oldugu, ancak alveolar hiicrelerde ve endotelial hiicrelerde 6liimiin fazla oldugu
rapor edilmistir (Tuder ve dig., 2003). Hayvanlar ve insanlardaki pulmoner amfizem
patogenezi arasinda goriilen bu farkliliklar g6z Oniine alindiginda, amfizemli insan
akcigerlerinden elde edilen bulgularin hastalik patogenezini anlamada ve yeni tedavi

yaklasimlarinin 6nerilmesinde oldukga degerli oldugu sdylenebilir.

Bugine kadar yapilan deneysel c¢alismalarda, cesitli antioksidan, antiapoptotik,
proteaz/antiproteaz dengesizligini azaltan molekiillerin kullanimi ile pulmoner amfizem
tedavisinde iyi sonuglar elde edilse de, bu molekillerin ¢ogu klinikte test edilmemistir.
Son zamanlarda pulmoner amfizemin tedavisinde “elastik fibril yikiminin Oniine
gecilmesinin” bu hastalikla miicadelede onemli oldugu diistiniilmektedir. Elastik
fibrillerin esas proteini elastindir. Elastin proteininin elastazlarca sindirimi elastik
fibrillerin yikimina neden olur. Elastazin intratrakeal olarak uygulanmasiyla pulmoner
amfizem olusturulan hayvan modellerinde, elastik fibril yikimi, alveolar yapida
bozulma ve gaz degisiminde azalma meydana geldigi tespit edilmistir (Griffiths ve dig.,
1993). Sigara i¢imi akcigerlerde notrofil sayisini arttirir ve ndtrofil elastazlarin
salinimini uyarir (Sharafkhaneh ve dig., 2008). Salinan notrofil elastazlar, AAT azligi
nedeniyle inhibe edilemez ve artan proteoloitik aktiviteye bagli olarak elastik fibrillerin
yikimint gergeklestirerek amfizem olusumunu saglarlar. Fera ve dig. (1986) saglikli
goniilliiler ile yaptiklar1 ¢aligmada, sigara ig¢iminin bu bireylerin bronsiyoalveolar
stvilarinda notrofil elastaz miktarint arttirdigini bulmustur. Ayrica AAT geni ¢ikarilan
hayvanlarda makrofajlardan salinan elastazlarin, kronik sigara dumani maruziyeti
sonucu akcigerlerde amfimatéz alanlarin olusumuna katki sagladigi tespit edilmistir
(Hautamaki ve dig., 1997). Deneysel olarak pulmoner amfizemin uyarildig: siganlar ve
farelerde, elastaz aktivitesinin baskilanmasi ile elastik ve kollagen fibril sentezinin hizla
tekrar basladigi ve alveolar alandaki yapisal hasar derecesinin azaltilabilecegi
gosterilmistir (Sharafkhaneh ve dig., 2008). Bu veri, daha Onceleri geri doniisiimsiiz
olarak tanimlanan amfizemin aslinda geri doniisiimlii olabilecegini gosterir. Ancak bu

iyilesme yasa, beslenmeye ve yasam kosullarina bagli olarak degisebilir.



Elastik fibriller, tropoelastin monomerlerinin bir araya gelmesiyle olusan elastin
proteinden olusan bir 6z ve onu gevreleyen mikrofibrillerden meydana gelir (Kielty ve
dig., 2002). Komsu tropoelastin molekiilleri rastgele bir araya toplanir ve daha sonra
monomerler arasinda lizil oksidaz (LOX) ailesine ait enzimler tarafindan ¢apraz baglar
kurularak elastin polimerleri olusturulur (Kielty ve dig., 2002; Mithieux ve Weiss,
2005; Kielty, 2006). LOX’lar bakir bagimli ¢alisan amin oksidazlardir. Sicanlarla
yapilan deneysel ¢alismalarda hayvanlarin bakir eksik diyetle beslenmesi sonrasinda
pulmoner amfizemin gelistigi saptanmistir (O’Dell ve dig., 1978). Sicanlarda ve
hamsterlarda, bakir eksik diyetle beslenildiginde akcigerlerde amfimatdz alanlar
gelistigi rapor edilmistir (O’Dell ve dig., 1978; Soskel ve dig., 1984). Lizil oksidaz
benzeri protein-1 (LOXL1) geni eksik sigan fibroblast hiicrelerinde elastik fibril
birikimi ger¢eklesememektedir (Thomassin ve dig., 2005). KOAH’in en Onemli
nedenlerinden biri olan sigara i¢cimi ile LOX geninin ekspresyonu baskilanir, buna bagl
olarak da LOX enzim miktar1 azalir ve akcigerlerde amfizemin gelisir (Li ve dig.,
2011). Kida ve Thurlbeck (1980), gen¢ farelerde LOX inhibisyonu sonucu amfimat6z
lezyonlar tespit edildigini rapor etmislerdir. Insanlarda pulmoner amfizem gelisiminde
LOX ailesine ait enzimlerin etkili olduguna dair herhangi bir veri bulunmamaktadir. Bu
nedenle ¢alismamizda, LOX ailesine ait enzimlerin pulmoner amfizem patogenezindeki

etkileri KOAH hastalarinda aragtirilmistir.

LOX geninin ekspresyonundan sorumlu olan en o6nemli transkripsiyon faktord,
hipoksiya ile uyarilan faktor-1 (HIF-1) proteinidir. HIF-1, iki alt Gnitenin (HIF-1 alfa ve
beta: HIF-l1o. ve HIF-1B) birlesmesi ile olusan heteromerik bir proteindir. LOX
promotdrl analiz ¢calismalarinda, bu promotér bolgenin evolusyonel gelisim siirecinde
oldukca iyi korundugu ve sigan, fare ve insan LOX gen ekspresyonunun kontrolinin
benzer olabilecegi ileri siirlilmektedir (Pez ve dig., 2011). Sicanlarla yapilan ¢alismanin
sonuglarina gOre, sigara dumani ile histon deasetilazin inhibisyonu p53 gen
ekspresyonunu arttirir. P53 ekspresyonunun artmast HIF-1a’nin ekspresyonunu azaltir.
Yetersiz HIF-1 aktivasyonu, LOX geninin transkripsiyonunu bozar. Boylece elastin ve
kollagenin c¢apraz baglanmasi bozulur ve akciger dokusunda meydana gelen hasar
sonucu amfizem gelisir (Mizuno ve dig., 2010). Diger yandan KOAH hastalarinda HIF-
lo’nin akciger dokusunda miktarinin azaldigi gosterilmistir (Yasuo ve dig., 2011).

Ayrica bakir eksikligi nedeniyle gelisen amfizemin olusumunda, HIF-la’nin



aktivasyonundaki bozulma sonucu HIF-1ao hedef genlerinin ekspresyonundaki

azalmanin etkili oldugu ileri siiriilmiistiir (Mizuno ve dig., 2012).

HIF-1a proteinin sentezi, fosfotidilinositol-3-kinaz (PI13K) hiicre i¢i sinyal yolagi ile
kontrol edilir. Cesitli kanser hiicre hatlarinda yapilan ¢alismalarda, PI3K olusumunu
engelleyen tiimor baskilayici fosfataz ve tensin homologunun (PTEN, PI3K/AKkt sinyal
yolu inhibitorii) hicrelerde uyarilmasiyla, hiicrelerde HIF-1a birikiminin azaldig: ifade
edilmektedir (Zundel ve dig., 2000). Ayrica, PTEN geni eksik gliyobilastoma
hiicrelerinde, PTEN eksikligi nedeniyle PI3K/Akt sinyal yolunun uyarildigi ve buna
bagli olarak HIF-lo seviyesinin arttigi rapor edilmektedir (Jiang ve dig., 2001). Bu
calismalarin sonuclari, PTEN’nin PI3K/Akt sinyal yolu iizerinden HIF-1a sentezini
kontrol edebilecegini agik¢a gostermektedir. Diger yandan, yine gesitli kanser hiicre
hatlarinda yapilan c¢alismalarda, COMM domain-bagli 1 (COMMDL1) proteininin
HIF-1a ve B dimerizasyonuna engel olarak, HIF-1 proteininin aktivitesini azalttigin1 ve
DNA’ya baglanmasini engelledigini ortaya koymaktadir (Wang ve dig., 1995).
Farelerde yapilan bir ¢galismada COMMD1’in hipoksiya varliginda HIF-1a’y1 azaltarak
HIF-1 aktivasyonunu dlzenledigi gosterilmistir. Ayrica yapilan timor ¢alismalarina
gore COMMD1, HIF-1a’y1 inaktive ederek timor invasyonunu etkiledigi gosterilmistir
(Van de Sluis ve dig., 2010).

Yukarida bahsedilen deneysel calismalarin verilerine dayanarak, ¢alismamizda, aktif
LOX, LOXL1 ve lizil oksidaz benzeri protein-2 (LOXL2) proteinlerinin
ekspresyonlarindaki degisimlerin, insanlarda pulmoner amfizem gelisiminde etkili olup
olmadiklart ilk kez arastirilmigtir. Aktif LOX, LOXL1 ve LOXL2 proteinlerinin
seviyelerindeki azalmalarin elastik fibril biyogenezini bozarak, sigara igicisi insanlarda

pulmoner amfizem olusumuna katki saglayabilecegini diistinmekteyiz (Sekil 1.1:).
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Sekil 1.1: Caligmada ongoriilen hipotez sematize edilmistir. Sigara igicisi olan insanlarda
HIF-la.  protein miktarindaki azalma, akcigerde aktif LOX, LOXL1 ve LOXL2
proteinlerinin miktarinda azalmaya neden olur ve elastik fibril biyogenezinde meydana
gelen aksamalar sonucunda pulmoner amfizem gelisebilir. LOX enzim ailesinin
ekspresyonlarint kontrol eden HIF-lo protein miktarindaki azalmadan dokuda miktari
artan COMMDL1 ve PTEN proteinleri sorumlu olabilir.

Calismamizin amaglari ve ¢iktilari sdyle siralanabilir.
Amaglar:

e Amfizemli insan akcigerinde LOX, LOXL1 ve LOXL2 proteinlerinin
miktarindaki degisimleri saptamak ve pulmoner amfizem patogenezinde etkili
olup olmadiklarini test etmek.

e Insanlarda pulmoner amfizemde elastik fibril anomalilerinden sorumlu oldugunu
diistindiigiimiiz aktif LOX, LOXL1 ve LOXL2 proteinleri ile HIF-1a proteinleri
arasindaki biyolojik iliskiyi agiklamak.

e Pulmoner amfizemde, COMMD1ve PTEN proteinlerinin miktarlarini belirlemek
ve bu proteinler Uzerinden HIF-1oo  sentezindeki muhtemel degisimleri

aciklamak.



e Yukandaki amaglar dogrultusunda, pulmoner amfizemin tedavisinde

kullanilabilecek yeni molekiiller Gnermek.

Ciktilar:

Pulmoner amfizemde, alveoller esnekliklerini kaybederler, iclerindeki hava gerektigi
gibi disar1 atilamaz ve akcigerler siser. Amfizemin en o©Onemli nedeni sigara
kullanimidir. Bu nedenle diinyada sik¢a goriilen hastaliklar arasinda yer almaktadir.
Gunumuzde amfizemin iyilestirilmesinde kullanilan kesin bir tedavi ydntemi
bulunmamaktadir. Calismamizda, amfizemli insan akciger orneklerinde aktif LOX,
LOXL1 ve LOXL2 enzimlerinin protein miktarlarindaki degisimler arastirilacaktur.
Ayrica bu degisimlerin nedeni, HIF-1a, COMMDL1 ve PTEN proteinlerinin sentezleri
incelenerek agiklanmaya caligsilacaktir. BoOylece insanlarda pulmoner amfizemin
tedavisine yoOnelik yeni hedef molekillerin ve tedavi yaklasimlarinin 6nerilmesi

miumkin olacaktir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. PULMONER AMFiZEM

Patolojik olarak genislemis hava bosluklar1 yani sira alveol duvarinda meydana gelen
hasar ve kayipla karakterize edilen pulmoner amfizem, insanlarda ilk olarak 17. yiizyilin
sonunda Amsterdam’da Ruysch tarafindan tanimlanmistir. Ayrica 19. yilizyilda Fransiz
doktor Laennec tarafindan otopsi ¢alismalar1 sonrasinda su sekilde bir not alinmistir:
“Hava keseleri ¢ok ¢esitli boylarda olabilir; dar1 tohumundan daha kii¢iik ya da bir visne
¢ekirdeginden yada fasulye tanesinden daha buyik gibi. Blylk boydaki hava keseleri
alveolar duvarlarin bozulmasini takiben komsu alveollerin birlesmesiyle olusur”
(Taraseviciene-Stewart ve Voelkel, 2008). Pulmoner amfizemin patolojisini agiklamaya
yonelik arastirmalar 1950°li yillarda baslar. Ik 6ne siiriilen hipotez, dokuda gelisen
clastaz/antielastaz dengesizliginin pulmoner amfizeme neden oldugu ile ilgilidir ve
1960’11 yillardan itibaren detayli olarak arastirilmaya baslanmistir. Glnimuzde ise
elastik fibril yikimi1 yani sira birbiri ile iligkili olan birgok etmenin (oksidatif stres, hiicre
6lumu, inflamasyon ve artan proteaz aktivitesi gibi) pulmoner amfizem patogenezinde

aktif rol oynadig1 bilinmektedir.

2.1.1. Pulmoner Amfizemin Siniflandirilmasi

Pulmoner amfizem, insanlarda sekonder pulmoner loblardaki amfimatoz alanlarin
dagilimina gore sentriasinar, panasinar, distal asinar ve irregular (diizensiz) amfizem

olarak 4 alt grupta siiflandirilir (Stren ve Frank, 1994).

Sentriasinar amfizem, respiratér bronsiollerin genislemesiyle karakterize edilir ve

pulmoner amfizemin en yaygin gortlen tipidir (Leopold ve Gough, 1957). Sentirasinar
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amfizem gelisiminin sigara igiciligi ile siki bir iliskisi oldugu diisiniilmektedir (Satoh
ve dig., 2001).

Panasinar amfizem, sekonder lobdllerdeki esit dagilmis amfimatéz degisimlerle
sonuclanan, respirator bronsiollerinden alveollere dogru uzanan hava yollarinin tek diize
genislemesiyle karakterize edilir (Thurlbeck, 1995). Panasinar amfizemin en buyuk
etmenlerinden biri olarak AAT eksikligi gosterilmektedir (Eriksson, 1965). Sentriasinar
amfizem akcigerlerin tist kisimlarinda goriilmesine karsin, panasinar amfizem yaygin

olarak akcigerlerin alt kistmlarinda gézlenir (Thurlbeck, 1963).

Distal asinar ya da paraseptal amfizem, lobullerin periferinde genislemis hava bosluklari
ile karakterize edilir (Thurlbeck, 1995). Akcigerlerin iist kisimlarinda dorsal yiizeyleri
boyunca rastgele meydana gelen distal asinar amfizem, siklikla fibrozis ve diger

amfizem tipleri ile iliskilidir.

Irregiilar pulmoner amfizemin lobillerdeki tutulumu diizensiz oldugundan “irregiilar”
amfizem olarak adlandirilir. Ayrica bu amfizem ¢esidi pulmoner fibrozis ile birlikte ¢cok

sik goriliir.

2.1.2. Pulmoner Amfizemin Molekiler Mekanizmasi

Proteazlar, akciger eckstrasellular matriks (ECM) proteininlerini enzimatik olarak
yikarken, antiproteazlar da proteazlarin aktivitesini diisiirerek bu yikima kars1 koruma
saglayan proteinlerdir. Gerek Klinik gerekse pulmoner amfizemli deneysel hayvan
modelleri tizerinde yapilan g¢alismalarda, proteaz ve antiproteaz dengesizliginin rolii
detayli olarak arastirllmis ve amfizemli dokuda proteaz miktar1 ve proteaz
aktivitesindeki artigin, antiproteazlarca tolore edilememesinden dolayi, doku yikimina
neden oldugu ortaya koyulmustur. Arastirmalarda elastaz, ¢esitli matriks
metalloproteinazlar (MMP) ve katepsinler ©6ne ¢ikan proteazlardandir. Ayrica
amfimattz dokularda kaspazlarin aktivitelerinde de bir artigin oldugu bu aragtirmalarda
rapor edilmistir. Bu da proteaz/antiproteaz dengesizliginin beraberinde alveolar septal

hiicrelerdeki Oliimlerinin de pulmoner amfizem patogenezine katki sagladigini
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gostermektedir. Inflamatuar hiicrelerinden salinan proteazlar aktivitesi, alveolar
duvardaki hiicrelerde bulunan proteazlar doku onarimimin devaminda yapiyr isgal
ederken, antiproteazlari inhibe eder ve sonrasinda nétrofil ve makrofaj elastazlar
sonradan kazanilan bagisikligin bir pargas1 olarak proteaz aktivitesine katilir.
amfizemde ve amfizem modellerinde elastik fibril ve kollagen yikiminin artarak akciger
doku hasarma neden oldugu rapor edilmistir. Daha &nce sdylendigi gibi alveolar
alandaki makrofajlar, endotelial hicreler ve epitelial hiicrelerde proteaz aktivitesinin
artis1, oksidatif stres, kaspaz bagli ve bagli olmayan hiicre 6liimii ile yakindan iligkilidir.
Ormegin, amfizemin kemirgenler ile olusturulmus modelinde, kaspaz ve MMP
inhibitorleri ve AAT gibi antioksidanlar hiicre 6limiinii inhibe ettigi rapor edilmistir
(Tuder ve dig., 2003). Bu c¢alisma grubu ayrica, AAT’nin proteoliziz/oksidatif
stres/hiicre 6limi dongiisiinii durdurabilecegini ve kemirgenlerde deneysel amfizeme
kars1 koruyabilecegini bu arastirma ile sdylemislerdir. Bu teoriyi destekleyecek sekilde,
AAT cksikligi olan bireylerde sigara i¢imi sonucu amfizem gelistigi goriilmiistiir.
Karacigerde sentez edilen, serum ve dokularda yaygin olarak bulunan AAT,
notrofillerden salgilanan proteazlarin major inhibitoriidiir (Husein, 2005; Wright ve
Churg, 2006). AAT eksikligi ile iligkili en yaygin fenotipli bireylerin % 80’inde
erken yasta, sigara i¢imiyle birlikte siddeti artan semptomatik amfizem gelismektedir.
Ayn1 zamanda proteaz/antiproteaz dengesizligi akciger de yapisal hiicrelerin ya da
inflamatuar hiicrelerinin ortama ¢esitli proteazlar salgilamasimi tetikler. Sigara
dumanindaki organik fazlar ve gazlardaki oksidantlarin yiiksek seviyeleri inflamasyonu
ve proteaz aktivitesini arttiran etmenlerdir. Hiicresel sinyalizasyonlar, antiproteaz
fonksiyonu, hiicre o6liimii ve hiicre ¢ogalmasi oksidatif strese baglidir. Normalde,
stiperoksit dismutaz ve glutatyon gibi antioksidanlarin destegiyle akcigerdeki oksidatif
hasar minimumda tutulur. Sigara dumani1 bu antioksidan mekanizmalar1 tiiketmekle

kalmaz, dumanda bulunan serbest radikaller de doku yikimina yol acar (MacNee, 2005).

Amfizemde hucre 6limuyle birlikte elastik fibril yapim ve yikimindaki anomaliler
baskindir. Ornegin proteaz/antiproteaz hipotezini destekleyici sekilde elastini yikan
proteolitik enzim papainin intratrakeal enjeksiyonunun ardindan amfizem gelistigi rapor
edilmistir (MacNee, 2003). Akcigerdeki notrofil sayisini arttiracak ya da elastaz iceren
granullerini salgilatacak herhangi bir uyan elastolitik aktiviteyi uyarabilir ve bunun

sonucunda amfizem gelisimi goriilebilir. Elastik fibrillerin yitkimindan AAT eksikligi
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olanlarda oOncelikli olarak nétrofillerdeki elastaz sorumluyken, sigara ile iliskili
pulmoner amfizemde makrofajlardan salinan proteazlar da 6nemli rol oynar (Wright ve
Churg, 2006). Fareler ile olusturulan bir deney grubunda potansiyel elastolitik proteaz
olan makrofaj MMP-12’nin artmis olmasi amfizem ile iligkili oldugu gostermistir
(Woodruff ve dig., 2005). Makrofaj MMP-12’in genetik delesyonu farelerle yapilan bir
baska amfizem modellemesinde amfizem olusumunu zayiflatmistir (Hautamaki ve dig.,
1997). AAT degredasyonu ile MMP-12’in elastolizisin gelisiminde oldukga etkili
oldugu gosterilmistir ve bdylece notrofil elastazlarinda lokal aktivitesinin artisi
tetiklenmistir  (Shapiro ve dig., 2003). Ayrica MMP-12 diger matriks
metalloproteinazlarin ~ ve  proinflamatuar  sitokin  timor nekroz  faktor-o’in
aktivasyonunda da kritik rol oynar. Ote yandan, nétrofil elastaz, MMP-12, katepsin S ve
MMP-9 (Gelatinaz B) amfizemin hayvan modellerinde arastirilmistir. Katepsin S
intraseltlar proteolizizde etkili olan lizozomal sisteinal endopeptidazlarin bir {iyesidir.
Katepsin S’in oncelikli kaynagi aktif makrofajlardir. Deneysel modellemelerde katepsin
S’in genetik delesyonunun amfizemi zayiflattugi soylenmistir (Zheng ve dig., 2000).
MMP-9da, 6zellikle tip IV ve tip V kollagenlerin degrede eden elastolitik ekstraselular
kollagenazdir. MMP-9’un artisinin amfizeme yol actig1 cesitli hayvan g¢alismalarinda
gosterilmigtir. Ohnishi ve dig. (1998) normal akciger ve amfimatdz akcigerlerde
yaptiklar karsilastirma ile alveolar makrofajlar ve alveolar septal hiicrelerde diger bir
metallaproteinaz olan MMP-2 (Gelatinaz A)’nin arttigin1 rapor etmislerdir. Yapilan
deneyler, normal akcigerler ile amfizemli akciger Orneklerinin karsilastirildiginda
MMP’lerin  amfizemde artigim1  gdstermektedir. Immiinohistokimyasal —olarak
MMP’lerin endotel, epitel ve inflamatuar hilicrelerde artis1 gosterilmistir (Bergeron ve
Boulet, 2006; Sziasi ve dig., 2006).

Bunun yani sira ortamda bulunan CD8" T hiicrelerinin, alveol epitelinde apoptozise yol
acarak ya da makrofajlarin toplanmasini saglayarak, elastik fibrillerin yikim siirecine
katildig1 diisiiniilmektedir. Sigara dumaninin olasilikla VEGF reseptorlerini inhibe
ederek endotel fonksiyonlarim1 bozdugu ve bdylelikle apoptozise yol acgtigi
sOylenmektedir. Sigara icimi sonucu, nikotin direkt olarak kemoatraktan etkisiyle
notrofil ve makrofajlari ortama g¢ekerken, sigara dumaninda bulunan reaktif oksijen

tiirevleri de inflamasyona katki saglar (Kanazawa ve dig., 2003).
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2.2. ELASTIK FiBRILLER

Elastik fibriller, akcigerlerde alveol cidarlarinda, atardamar duvarinda, deride ve idrar
kesesi stromasinda yaygin olarak bulunur. Elastik fibriller, bulundugu organlarda
esnekligi saglayarak organlarim normal fizyolojik fonksiyonlarini devam ettirmesine
yardimer olur. Elastik fibril kaybina bagli olarak dokuda gelisen elastikiyet kaybi,

yaslanmaya, amfizeme, bazi damar ve deri hastaliklarina neden olur.

Elastik fibriller, elastin proteininden olusan amorf bir 6z ve elastin birikimi i¢in gerekli
yapi iskeletini olusturan mikrofibrillar proteinlerden olusur (Cleary ve Gibson, 1996).
Elastin proteini, ECM’de bulunan elastik fibrillerin en 6nemli yapisal proteinidir.
Hidrofobik protein olarak bilinen elastin, lizin artiklarindaki yaygin ¢apraz baglanmalar
nedeniyle yogun, ¢Oziilmez bir protein halini alir. insanlarda, elastinin tim amino asit
sekanslarmin % 70’i hidrofobik amino asitler olan glisin, valin, alanin ve prolinden
meydana gelir ve amino asit artiklarinin % 30’undan fazlasi glisin artiklaridir. Elastin,
akcigerlerde % 3-7, aort ve buyik kan damarlarinda % 28-32, bag dokuda yaklasik
olarak % 50, tendonlarda % 4 ve deride % 2 oraninda bulunur (Vrhovski ve Weiss
1998; Debelle ve Tamburro, 1999). Akcigerlerde ve diger organlarda elastin proteini
fibroblastlar, miyofibroblastlar, mezotelial hucreler, endotelial htcreler, diz kas
hicreleri ve kondroblastlar tarafindan firetilir. Akcigerlerin alveolar alanlarinda bol
miktarda bulunan elastik fibriller, alveollerin duvarlarinda yerleserek soluk alma
sirasinda alveolleri acar ve alveolar septalarda genislemeyi uzamayi saglar. Akcigerlerin
gaz degisim bolgelerinde elastik fibrillerin ¢ozilmesi ve zarar gormesi, alveollerde
elastikiyet kaybina, degismis alveolar yapiya ve dolayisiyla amfizem geligmesine neden

olabilir (Turino ve dig., 2011).

Elastin proteini tropoelastin molekdllerinin  bir araya gelmesi ile olusturulur.
Tropoelastin molekild, insanlarda 7911 kromozomunda yerlesen tek bir gen tarafindan
kodlanir (Vrhovski ve Weiss, 1998). Hiicrelerde sentezlenen tropoelastin molekulleri,
yaklasik 70 kDa agirliginda suda erir bir protein olarak hiicre disina salgilanir.
Tropoelastin molekiilleri arasindaki ¢apraz baglanmalar ile ECM’de tropoelastin
y1gmlarini olusturulmaya baslanir. Bu ¢apraz baglanmalarda LOX proteinleri ve hiicre

yuzey glikozaminoglikanlar1 gorev alir. ECM’de biriken tropoelastin yiginlari, elastin
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yiginlart olarak adlandirilir. Fibulin proteinleri, LOX’larla birlikte tropoelastin
molekiilleri arasinda c¢apraz baglanmalar1 kolaylastirir ve tropoelastin molekdllerinin
elastin yiginlart halinde ECM’de birikmesini saglar (Sekil 2.1:). Yeni sentezlenen
tropoelastin molekdllerinin de mevcut elastin yiginin katilmasi ile ECM’de elastin
proteini birikimi artar. Elastin yigint ECM’deki mikrofibriller iizerine transfer edilir.
LOX ve fibulin proteinleri araciligi ile mikrofibriller {izerindeki elastin yiginlar
arasinda capraz baglanmalar kurulur ve elastik fibriller olusur (Papke ve Yanagisawa,
2014). LOX proteinleri ve fibulinler tropoelastin molekiilleri, elastin yiginlar1 ve hatta
elastik fibriller arasinda ¢apraz baglanmalara neden olarak elastik fibrillerin olusumu ve

bu fibrillerin yiginlar halinde ECM’de birikiminden sorumludur (Sekil 2.1:).

FIBULIN
LOX/LOXL ile Capraz Baglanmalar

Hiicre Yiizeyinde Tropoelastin Monomerlerinin Birikimi

Elastik Fibril

Sekil 2.1: Elastik fibril biyosentezi (Kielty ve dig., 2002’den degistirilerek hazirlanmistir).

2.3.LiZiL OKSIDAZLAR

Lizil oksidazlar (E.C 1.4.3, protein-lizin 6-oksidaz) amin gruplarini reaktif aldehitlere
okside eden bakir bagimli enzimlerdir. LOX enzimlerinin en énemli gorevleri, elastik
fibril olusumunu ve elastik fibrilerin ECM’de birikimini saglamak, ayrica elastik

fibrillerin birbirleri ve kollagenler ile ¢apraz baglanmalarini katalizlemektir. LOX’lar
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elastinin lizil artiklarinin ve kollagen hidroksilizil ve lizinin g-amino grubunun oksidatif
deaminasyonunu Katalizler (Smith-Mungo ve Kagan, 1998; Maki ve dig., 2005).
Insanda 5 bes farkli LOX enzimi tanimlanmistir: LOX, LOXL1, LOXL2, LOXL3 ve
LOXL4 (Tablo 2.1:). LOX enzim ailesinin Gyelerinin her birinde, C terminal bdlgede
yer alan blyuk 6lctide korunmus katalitik bélge bulunurken, bu enzimlerin N terminal
bolgelerindeki amino asit dizilimi farklilik gosterir. N terminal bolgesindeki bu

degisiklikler LOX enzimlerinin gesitliligine neden olur (Maki ve dig., 2005).

Tablo 2.1: insanlarda, LOX protein ailesi Uyelerine ait genel bilgiler (Lopez ve dig., 2010).

MRNA ve LOX'a
protein Yiksek mRNA seviyelerine benzerligi
Protein | Gen yerlesimi | biytkligi sahip dokular (%)
Akciger, Iskelet kas1, Bobrek,
LOX 5. kromozom |4.8 kb, 417 aa | Kalp 100
Akciger, Kalp, Dalak, Iskelet kasi,
LOXL1 | 15. kromozom | 2.4 kb, 574 aa | Pankreas 85
Akciger, Timus, Deri,
LOXL2 | 8.kromozom |[4.0 kb, 774 aa | Testis,Ovaryum 58
LOXL3 | 2.kromozom |3.3 kb, 753 aa | Kalp, Uterus, Testis, Ovaryum 65
LOXL4 | 10. kromozom |3.5 kb, 756 aa | Iskelet Kasi, Testis, Pankreas 62

LOX: Lizil Oksidaz, LOXL: LOX benzeri, aa: amino asit., kb: kilobaz

LOX protein ailesinin Gyeleri, hiicrede preproLOX onculleri olarak sentezlenir ve
posttranslasyonal islenmeler sonrasinda proLOX 6ncill olarak hiicreden salinir. Bu
molekiiliin aktif forma doniismesi, molekiilden propeptit bolgesinin ayrilmasiyla
gerceklesir. Aktif LOX proteinleri hedef molekilleri Gzerindeki etkilerini bakir

varliginda gosterirler (Lucero ve Kagan, 2006).

LOX enzimi 417 amino asit igeren 46 kDa agirliginda bir proteindir. Bu enzim elastik
ve kollagen fibriller arasindaki ¢apraz baglanmalardan sorumludur (Maki ve dig.,
2005). LOXL1 enzimi, 32 kDa molekiiler agirhiginda olup 574 amino asit igerir.
LOXL1 elastogeneziste olduk¢a énemli bir rol oynamaktadir. LOXL1, elastin ve fibrilar
kollagenler arasindaki capraz baglanmalar1 saglamak disinda, Ozellikle elastinin

ECM’de birikiminde de gorevlidir. Ornegin, LOXL1 geni ¢ikarilan farelerde
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elastogeneziste ciddi aksamalar goriilmiistiir (Kagan ve Li, 2003). LOXL2 enzimi,
63kDa molekiiler agirligina sahiptir ve 774 aminoasitten olusur. LOXL2,
elastogenezisde elastin ve fibulin-5’in ECM’de birikimi ve organizasyonundan ve

ayrica fibriller arasi1 ¢apraz baglanmadan sorumludur (Liu ve dig., 2004).
2.4. HIF-1a ve HIPOKSIK SINYALLEME

Dokularda diisiik oksijen seviyesi (hipoksiya), kanserden infeksiyona kadar pek c¢ok
patolojik durumda goriilebilir. Gelisen hipoksik sartlar, hiicrelerde hipoksik
sinyallemeyi baslatir. Hipoksik sinyallemede HIF-1, HIF-2 ve HIF-3 transkripsiyon
faktorleri etkilidir. Bunlardan HIF-1 ve HIF-2 dokularda ¢ok yaygin olarak bulunurlar.
HIF-1’in hipoksik gen sinyallemesindeki rolii ¢ok iyi tanimlanmistir. HIF-1, a ve B alt
tinitelerinden olusan heterodimerik formda temel bir ilmek-doniis-ilmek proteinidir.
HIF-/a geni, 14. kromozomda (14921-q24) bulunur ve kodlanmis proteini 826 amino
asit icerir. HIF-1f4 geni, 1. kromozomda (1q21) bulunur ve kodlanmis proteini 789
amino asit igerir. Her iki proteinin homolojileri iyi korunmus olup, insan, sican ve
farelerde % 90 oraninda benzerlik tasimaktadir. HIF-lo, oksijen-bagimli yikim
domainine (401-603 amino asitler arasindaki boélge) ve HIF-1’in transkripsiyon
aktivitesi icin gerekli olan iki transaktivasyon domainine (N-terminalde 531-575, C-
terminalde 813-826 amino asitler arasindaki bolgeler) sahiptir (Dery ve dig., 2004).
HIF-1a alt {initesi, hiicrelerde stirekli iiretilmesine ragmen normoksiya sartlarinda yari
omrii 5 saniyeden azdir, sadece hipoksiya sartlarinda hiicrede stabil kalir (Salceda ve
Caro, 1997). Halbuki HIF-1p alt tinitesi hem normoksiya hem de hipoksiya sartlarinda
hiicrede surekli Gretilir ve hiicre nukleusunda bulunur. Bu nedenle HIF-10, HIF-1
aktivasyonunu belirlemektedir (Berra ve dig., 2003). HIF-1o’nin stabilizasyonu,
hiicrelerde bulunan oksijen duyarli hidroksilaz enzimleri tarafindan diizenlenir. Oksijen
varliginda, HIF-loa’nin 6zel amino asit artiklar1 hidroksillenir ve ubikitinlenerek
proteozomalarca yikilir. Prolil hidroksilazlar, HIF-1a’nin 402 ve 564 prolin amino
asitlerini hidroksiller (Schofield ve Ratcliffe, 2004). Ayrica demir ve a-ketoglutarat da
prolil hidroksilaz aracilig1 ile ger¢eklesen hidroksilasyon igin gereklidir. Hidroksillenen
HIF-10, E3 ubikutin ligaz kompleksini taniyan fosforillenmis von Hippel Lindau
proteini tarafindan taninir. Boylece HIF-1a’nin proteozomal yikimi ubikutinasyon ile

gerceklesmis olur. Prolil hidroksilaz oksijen bagimli g¢alisan bir enzim oldugu igin


http://molpharm.aspetjournals.org/content/70/5/1469.full#ref-142
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hipoksiya sartlarinda bu enzimin aktivitesi azalacagindan HIF-la hidroliz edilemez,

HIF-1a stabil kalir ve hiicre icinde miktar artar.

Hipoksiya, diisiik oksijen sartlarinda adaptasyon igin Onemli genleri aktive eder.
Hipoksiyada HIF-1a geninin transkripsiyonu ve translasyonu degismeden kalir. Eger
ortamda oksijen azalirsa HIF-1o’nin yikimi engellenir. Boylece HIF-1a’nin stabil hale
gelmesiyle hucre iginde HIF-1a seviyesi artar. HIF-1a sitoplazmadan nukleusa gecer ve
nukleusta HIF-1p ile dimerize olarak aktif HIF-1 kompleksini olusturur. HIF-1 hedef
genlerin promotoériinde bulunan “Hipoksiya yanit elementlerine (5’-(A/G)CGTG-3%)”
baglanarak transkripsiyonu baglatir. HIF-1, VEGF ya da VEGF reseptorleri, laktat
dehidrogenaz, LOX enzimleri gibi 60’dan fazla genin ekspresyonunu kontrol
etmektedir. Bu genler hiicre sag kalimi, hiicre ¢ogalmasi, apoptoz, glukoz
metabolizmasi ve angiogenezis gibi bir¢ok farkli hiicresel olayda islevseldir (Semenza,
2003). HIF-1o makrofajlarda, noétrofillerde, dendritik hicrelerde ve lenfositlerde
sentezlenir (Lang ve dig., 2002).

2.5.COMMD1

COMMD protein ailesi, karboksi terminal uglarinda evolusyonel olarak iyi korunmus
bir bolge (COpper Metabolism MURR1 veya COMM domain) igeren bir protein
siifidir. COMMDI proteini, bu protein ailesinin tanimlanan ilk {iyesidir. COMMD1
geni insanda 2p15 kromozomunda yer alir. Molekiiler agirligi 21 kDa olan COMMDI1
proteini, 190 aminoasit uzunlugundadir; proteinin C- ucundaki 85 amino asitlik bolgesi
I6sin amino asidince zengin iyi korunmus bir COMM domainine sahiptir (Maine ve
Burstein, 2007). COMMDI’in baglica gorevleri arasinda bakir homeostazisini
saglamak, epiteliyal sodyum kanal fonksiyonunu diizenlemek ve transkripsiyon
faktorlerinden niklear faktor kappa-B (NF-kB) ve HIF-1 aktivasyonunu kontrol etmek
yer almaktadir. Diyetle alinan bakir, hepatik dolagimla karacigere gelir. Bakirin bir
kism1 safraya verilirken, biiyiik bir kismi hepatositlerde seruloplazmin protein ile
birlestirilerek kana verilir. Boylelikle karacigerden periferik organlara kan aracilig ile
bakir tasmmmmi saglanir. Ozellikle “Bedlington Terriers” kopek irklarinda goriilen
COMMDL1 geninin ikinci eksonundaki yaklasik 10 kb’lik delesyonun, kopeklerde
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karacigerde bakir birikimine neden oldugu bilinmektedir. Su ve dig. (1982), COMMD1
eksikligi nedeniyle hepotositlerden safra kanalina bakir saliniminin 6nemli OSlgiide
azaldigin1 ve bu nedenle hiicre i¢inde biriken bakirin da toksisiteye sebep oldugunu
rapor etmektedirler. Insanlarda COMMDI1’in bakir homeostazisinde etkili oldugunu
gosteren ¢aligmalar da vardir. Karaciger ve beyinde asirt bakir birikimi ile karakterize
edilen Wilson hastalarinda hiicre i¢i bakir tasiyicilarindan ATP7B proteinini kodlayan
gende meydana gelen mutasyon, hiicre iginde bakir birikimi ile sonuglanir. Bu
hastalarda, COMMD1’in ATP7B proteininin stabilitesini diizenlemek suretiyle bakirin

hiicre disina salgilanmasinda gorev alir; bu nedenle bakir homeostazisinde etkilidir (De

Bie ve dig., 2007).

2.6. PTEN

PTEN, 1997 yilinda kesfedilmis olup kromozom 10923.31 uzerinde lokalize olan
kuvvetli bir timor supresor gendir (Govender ve Chetty, 2012). PTEN geninin
ekspresyonu ile olusan PTEN proteini 403 amino asitten olusur ve 55 kDa
agirh@indadir. PTEN proteininin N-terminalindeki ilk 190 aminoasitlik kism1 protein
tirozin fosfataz aktivitesi gosterirken, C-terminal b6lgesi PTEN’in fosfolipid membrana
baglanmasini saglar. PTEN, hem polipeptid hem de fosfoinositler icin fosfataz
aktivitesine sahiptir. Ancak, protein tirozin fosfataz aktivitesi zayiftir. PTEN, guclu bir
sekilde, lipid fosfataz aktivitesi ile fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfatin inositol halkasinin
3. pozisyonundaki fosfat grubunu defosforile eder. Fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfat,
PI3K’y1 aktive eder. Bu nedenle, PTEN, PI3K/Akt sinyal yolunun negatif diizenleyicisi
olarak bilinir (Machama ve Dixon, 1998). Bilindigi gibi PI3K hiicre ¢ogalmasi ve
hayatta kalmasi gibi ¢esitli hiicresel siirecleri diizenler ve PTEN aktivasyonun azalmasi
ya da kaybi sonucu PI3K sinyal yolaginin aktivasyonuna neden olur. Bu durum kanserli
dokuda yaygin olarak goriiliir. Bircok insan kanserleri PTEN geninin mutasyonu ya da
somatik delesyonu ile iliskilidir (Bozinovski ve dig., 2006). PTEN, PI3K yolagini
baskilayarak, bu yolak aracilig1 ile kontrol edilen HIF-la proteinin sentezini ve

birikimini engellemektedir (Shi ve dig., 2012; Song ve dig., 2012).
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3. MALZEME VE YONTEM

Proje, Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan incelenerek 01.10.2013 tarihli ve a-15 nolu karari ile Etik Kurul Ilkeleri'ne

uygun bulundu.

3.1.DOKULARIN TEMIN EDILMESI ve SINIFLANDIRILMASI

Calismada, akciger kanseri tanisi alan KOAH hastalarindan (GOLD 2016 kriterlerine
gore) loboskopi cerrahi yontemi ile uzaklastirilan tiimor etrafindaki akciger doku

pargalar1 kullanilmistir (Tablo 3.1:).

Alman akciger doku pargalar1 mikroskobik incelemelerinden sonra amfizemli (n = 10)

ve amfizemli olmayan (n = 6, kontrol grup) 6rnekler olarak iki grup altinda toplanmustir.

Hastalardan alinan akciger doku orneklerinin her biri ikiye boliinerek, parcalardan biri

mikroskobik, digeri ise biyokimyasal analizler i¢in kullanilmistir.

32 AMFIZEMLI ve AMFIiZEMLI OLMAYAN AKCiGER DOKU
ORNEKLERININ TESPITi

Mikroskobik yontemlerde kullanilmak iizere alinan pargalar, % 10 ndtral formalin
fiksatifi icinde +4 °C de 24 saat siiresince fikse edildi. Fikse edilen akciger doku
ornekleri, % 70 alkol ile yikanarak fiksatiften arindirildilar. Daha sonra dokular
yukselen alkol serilerinden gegirilerek, ksilolde seffaflandirilmalarini takiben parafine
gomiildiiler. Parafine gdmiilii akciger doku 6rneklerinden 5 um kalinliginda seri kesitler
alind1. Seri akciger kesitlerinden 100um araliklarla segilen kesitler, albumin mayer kapli
lamlara yapistirildi. Kesitler hematoksilin-eozin (HE) ile boyandilar ve 1s1k
mikroskobunda incelendiler. Amfizemli ve amfizemli olmayan (Kontrol grup) doku
orneklerinin  ayrimi,  kesitlerdeki  genislemis  alveollerin  varligi, alveol
epitelinde/duvarinda incelmeler, kirilmalar ve kopmalar gibi hasar parametreleri dikkate

alinarak yapildi.
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Tablo 3.1:Akciger doku parcalari alinan hastalara ait anamnez ve diagnoz verileri.

Cinsiyeti Ameliyat nedeni FEV%1 | Halasigara  [Sigara icme oram
icicisi mi? (Paket/Y1l)
Erkek Adenokarsinom 87 Hayir 35

Erkek Adenokarsinom 67 Evet 30
Erkek Adenokarsinom 40 Evet 20
Erkek Adenokarsinom 62 Evet 40

Erkek Adenokarsinom - Hay1r -
Erkek Adenokarsinim 70 Evet 32

Erkek Organize pnémoni Evet 35

Erkek [rregiilar amfizem Evet 30

Erkek Adenokarsinom Hayir 30

Erkek Squamoz hiicreli Hay1r 25
karsinom

Erkek Adenokarsinom Hay1r 30

Erkek Adenokarsinom Hayir 40

Erkek Adenokarsinom Hayir 35

Erkek Adenokarsinom Evet 35

Erkek Adenokarsinom Evet 55

Erkek Adenokarsinom Evet 32

K: Kontrol, A: Amfizem, FEV %1: Zorunlu Ekspiratuar Hacim % 1

3.3.BIYOKIMYASAL ANALIZLER

Biyokimyasal yontemlerde kullanilmak {izere alinan akciger doku ornekleri, sivi azotta
hizli dondurma yontemi ile dondurulduktan sonra, analiz edilecekleri giine kadar
-86 °C’de saklandilar. Dokularin homojenizasyonu radyoimminopresipitasyon lizis
tamponu iginde +4 °C derecede 75 dakika siiresince gerceklestirildi. Homojenizasyonda
200 mg akciger doku 6rnegi kullanildi. Elde edilen lizatlar +4 °C da 10 dakika 13.000
rpm santrifiij edildikten sonra stipernatant kisimlar1 alindi ve siipernatantlar -20 °C derin
dondurucuda saklandilar. Daha sonra siipernatantlarda total protein miktar1 Bradford

yontemi ile belirlendi (Bradford, 1976).
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Her bir bireyden alinan 80 pg protein drnegi, sirasiyla 70 voltta 20 dakika, 100 voltta 45
dakika ve 120 voltta 35 dakika sire ile % 3-12 jellerde yirutuldu ve molekuler

agirliklarina gore proteinlerin ayrimi yapildi.

Elektroforez ile jelde ayrimi yapilan protein bandlari,yari-kuru aktarim ile jelden
nitroseliloz membrana aktarildi. Membran aktarim islemi sonrasinda Ponceau S
boyama solusyonu kullanilarak 3-5 dakika transfer etkinligi kontrol edildi. Membranlar
Ponceau S boyasindan arindirilmalar i¢in sirasiyla 0,1 N sodyum hidroksit ¢6zeltisi ve
ultra saf su ile 10’ar dakika yikandilar. Daha sonra membranlar, 150 ml fosfat tamponu
(PBS; 0,1 M ve pH: 7,4) igerisinde maksimum sicaklikta mikrodalgada iki buguk
dakika muamele edildiler. 20 dakikalik sogutma isleminden sonra, membranlar % 41Uk
formalin soliisyonu ile 5 dakika inkiibe edildiler. PBS ve formalin ile yapilan antijen
iyilestirme igleminden sonra membranlar, tiger kez Tris tamponu (TBS) ile yikandiktan
sonra yagsiz siit tozu ile hazirlanan bloklama soliisyonuyla 1 saat oda 1sisinda inkiibe
edildi. Membranlar, bloklama islemi sonrasi uygun sulandirma oraniyla hazirlanan ve
insana kars1 gelistirilen elastin, LOX, LOXL1, LOXL2, HIF-1a, COMMDIve PTEN
primer antikorlartyla inkiibe edildiler (Tablo 3.2:). Bu islem sonrasinda yikanan
membranlar, peroksidaz isaretli kegi anti-tavsan sekonder antikoru ile 1 saat siireyle oda
1sisinda muamele edildi. Sekonder antikor ile muamele islemi sonrasi membranlar,
oncelikle 15 dakikalik periyotlarda iki kez % 0,1’luk Tween 20 iceren TBS ile daha
sonra da 10, 10 ve 5 dakikalik periyotlarda TBS ile yikandilar. Sonrasinda
kemilGminesans lumiinol reagent substrati kullanilarak, spesifik protein bandlar1 Kodak
GL1500 jel gorlntileme sistemi ile goruntilendi ve “Kodak Molecular Imaging
Systems” yazilimi ile densitometrik analizleri yapildi. Densitometrik analizleri yapilan
protein orneklerine ait band yogunluklari, B-aktin proteininin yogunluguna normalize

edilerek gruplar arasinda istatistiksel analizleri yapildi.

Membranlar, ilk primer uygulamalarindan ve goriintiilenmelerinin ardindan ikinci kez
primer uygulamalar1 i¢in, dnce TBS ile bes dakika muamele edildi. Daha sonra
Stripping solisyonu (Tablo 3.3:) ile 30 dakika suresince 50°C’lik etlivde inkibe edildi.
Ardindan ii¢ kez olmak iizere membranlar oda sicakligindan 5’er dakika TBS ile

yikandilar ve Western emdirim yontemine blocking asamasindan itibaren devam edildi.
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Tablo 3.2: Immiinohistokimya (IHC) ve Western emdirim (WB) ydnteminde kullanilan primer

antikorlar ve kullanim sekilleri.

.. . Seyreltme Oram | Inkiibasyon Siiresi ve Kosul Uretici .
Uriin Tsmi [ Y - retict 1 triin Kodu
IHC WB IHC WB Firma
Tavsan
anti- - 1/500 - Bir gece, +4 °C | Santa Cruz |Sc-25736
Elastin
Tavsan . o Novus i
anti-LOX - 1/500 - Bir gece, +4 °C Biologicals NB100-2527
Tavsan
anti- - 1/500 - Bir gece, +4 °C | Santa Cruz | Sc-66949
LOXL1
Tavsan
anti- - 1/500 - Bir gece, +4 °C | Santa Cruz |Sc-66950
LOXL2
Tavsan ) ) - o )
anti-PTEN 1/500 Bir gece, +4 °C | Santa Cruz | Sc-9145
Tavsan
anti- - 1/500 - Bir gece, +4 °C | Bioss Bs-80348
COMMD1
Tavsan .
. Bir gece, . o Novus
antlile- 1/100 1/500 +4°C Bir gece, +4 °C Biologicals NB100-479
Fare Anti- 32 dakika, Thermo
coes | Y2500 37 °C ) scientific | MS™79

Tablo 3.3:Stripping tamponu icin gerekli olan malzemeler. Hazirlanan stok solisyondan 20 ml
alinarak igerisine (Etlvde inkilbasyondan hemen dnce) 144ul 2-B-merkaptoetonal ilave edilir.

Stripping Tamponu Miktar(ml)
Sodyum dodesil sulfat (%2) 2
Tris-HCI (0,5 M; pH:6,8) 12
Distile Su 36

3.4IMMUNOHISTOKIMYASAL ANALIZLER

Isik mikroskobu diizeyinde bir

immiinoenzimatik yontem olarak kullanilan

Streptavidin-Biyotin-Peroksidaz kompleksi yontemi kullanilmistir. Parafine gomuli

akciger doku orneklerinden alinan 5 um kalinligindaki seri kesitlerden, 100 um ara ile
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secilen kesitler poly-L-lizin kapli lamlara yapistirildi. Kesitler, deparafinizasyon ve
rehidratasyon islemlerinden sonra saf suda g¢alkalanip, antijen iyilestirmesi i¢in sitrat
tamponunda (pH 6,0) mikrodalga firinda (650W) 15 dakika boyunca tutuldular. Daha
sonra 20 dakika oda 1sisinda birakildilar. Dokudaki endojen peroksidaz aktivitesinin
engellenmesi i¢in kesitler, 1:1 metanol/PBS karisiminda hazirlanan % 3’liik hidrojen
peroksit solusyonunda 30 dakika siresince bekletildiler. Daha sonra Histostatin-Plus
kiti (Invitrogen, life technologies, 85-9043) i¢in verilen yonteme gore, kesitler sirasiyla
tavsan anti-HIF-1a (1:100 seyreltme oraninda % 0,3 Triton’lu PBS’de hazirlanarak) +4
°C’de bir gece ve tavsan anti-CD68 (makrofaj belirteci, 1:2500 seyreltme oraninda
PBS’de hazirlanarak) primer antikoru ile 32 dakika 37 °C’de inkube edildiler (Tablo
3.3:). Daha sonra da biyotinlenmis sekonder antikor ve streptavidin peroksidaz enzim
konjugatinda 20’ser dakika oda 1sisinda nemli bir kap igerisinde bekletildiler.
Peroksidaz reaksiyonu aminoetilkarbazol substrat kiti (Thermo, CA, USA, TA-060-HA)
ile gelistirildi. Kesitler daha sonra Mayer’s hematoksilin zit boyasi ile boyandi. Kesitler
her bir inkiibasyon basamaginda PBS’de 10’ar dakika yikandi. Immiinohistokimyasal
isaretlemelerin dogrulugunu kontrol etmek iizere negatif kontrol boyamalar1 primer

antikor basamaginda primer antikor yerine PBS kullanimu ile yapilda.

Amfizemli ve amfizemli olamayan bireylerden secilen toplam 10 preparatta, her bir
birey icin rastgele secilen 1 mm?’lik 5 farkli alveolar alanda (brons, bronsiollerden ve
biiyiik kan damarlar1 bulunmayan) 400X biiylitmede HIF-1a immiinoreaktif hiicreler
sayildi. Elde edilen sonuglar asagidaki formiil aracilifiyla degerlendirildi ve
immiinoreaktif hiicrelerin sayis1t % olarak ifade edildi. Ayrica HIF-la
immiinoreaktivitesinin hiicrenin sitoplazma ya da niikleusta bulunmasina gore

hicrelerde HIF-1a aktivasyonu degerlendirildi.

Immiinoreaktif hiicre sayisi

Immiinoreaktif hiicre sayis1(%) = Alandaki tim hiicre say1s!
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3.5.ISTATISTIKSEL ANALIZLER

Westen emdirim ve immiunohistokimyasal bulgulariin istatistiksel degerlendirmeleri
Graphpad Prism 6,0 adli yazilim programi ile yapildi. Iki grup arasindaki
karsilastirilmalar “Student T-tesi” kullanilarak yapildi. Hesaplamalarin sonuglarinda p
degeri 0,05’ten kii¢iik olan farkliliklar (p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001) istatistiksel olarak

anlamli kabul edildi.



25

4. BULGULAR

4.1. MiKROSKOBIK BULGULAR

4.1.1. Histolojik Bulgular

Toplanan akciger doku ornekleri distal bolgelerden alinan pargalar oldugundan,
kesitlerin genelinde brons ve bronsiollere nadiren rastlandi. Doku genelinde hemoraji ve

intersitisiyel alanda antrokoz mevcuttu.

Tablo 4.1: Akciger doku drneklerinde hasar indeksi.

2 Genislemis Amfizemin " AlveOI..
il Alveoller Yayginhg Iume'n(_je_ hL.jcre
birikimi

K1 + + ++
K2 + + +++
K3 ++ ++ ++
K4 + + +
K5 ++ ++ ++
K6 + + +
Al +++ +++ +++
A2 ++++ ++++ +++
A3 ++++ ++++ ++++
Ad ++++ ++++ ++
A5 ++++ ++++ ++
A6 ++++ ++++ ++++
A7 +++ ++++ ++++
A8 ++++ ++++ +++
A9 ++++ ++++ +++
Al10 ++++ ++++ +++

K: Kontrol, A: Amfizem, + : Nadir, ++ : Az, +++: Cok, ++++: Cok fazla
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Kontrol grubun akciger orneklerinde genel olarak lokosit infiltrasyonlari, yer yer
alveolar epitelde hasar, bazi alveollerin liimeninde eritrosit, baz1 hiicrelere ve hiicresel

atiklara rastlanmasina ragmen, alveolar yapinin nispeten korunmus oldugu tespit edildi
(Sekil 4.1-4.3:, Tablo 4.1:).

Sekil 4.1: Amfizemli olmayan insan akciger Orneginin genel yapisal goriintiisii.
Alveoller (*) ve hasarli alveol duvart (P) gosterilmistir (HE).
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Sekil 4.2: Amfizemli olmayan akciger 6rneginde korunmus alveolar yapi dikkati
cekmekteydi. Alveoller (*), alveolar limendeki eritrositler (=) ve antrokoz
alanlar(=>) gosterilmistir (HE).

> : - g .
s A - 2
L "
1 .
.

s

Sekil 4.3: Amfizemli olmayan diger bir doku Orneginin goriintiisiinde alveol
limeninde (*) baz1 hiicrelere (=) rastlandi. Bu bireylerde alveolar duvar (») yapisi
biitlinligi genelde korunmustu (HE).
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Diger grubun akciger Orneklerinde ise kontrol grubunkilerden farkli olarak doku
genelinde yaygin, geniglemis ve biiylik alveoller dikkati ¢cekmekteydi (Sekil 4.4: ve
4.5:, Tablo 4.1:). Ayrica, alveolar yapmin biiylik 6l¢iide bozuldugu gozlemlendi.
Alveol duvarlarinin inceldigi ve alveol duvarlarinda yer yer kopmalarin oldugu tespit
edildi (Sekil 4.5:-4.7:). Alveolar alanlarda eritrosit ve 16kosit gibi kan hiicrelerinin yani
sira diger bazi hiicrelere yogun olarak rastlandi (Sekil 4.4:, 4.6: ve 4.7:).

Sekil 4.4: Amfizemli insan akciger 6rmeginden genel bir goriiniis. Doku genelinde
genis ve bilylik alveollere (*), bozulan alveollerin liimenlerinde ¢ok sayida eritrosite
(=) ve dokuda lokosit infiltrasyonuna (®) rastland1 (HE).
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Sekil 4.5: Amfizemli akciger doku 6rneklerinde gozlenen en belirgin 6zellik, genis
ve biiyiik alveollerin (*) varlig1 idi. Terminal (TB) ve respirator bronsioller (RB) ile

Sekil 4.6: Amfizemli akciger doku 6rneginin bu goriintiisiinde genislemis alveoller
(*), alveollerin yapisinda bozulma, alveol epitel duvarinda incelmeler (=) ve alveol
limeninde eritrositler (=) tespit edildi (HE).
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Sekil 4.7: Amfizemli akciger doku 6rneginin daha biiyiik biiyiitmede alinan bu
gorintiisiinde genislemis alveoller (*), alveol epitel duvarindaki incelmeler (=) ve
alveolar alandaki eritrositler (=) gorulmektedir (HE).

4.1.2. immiinohistokimyasal Bulgular

Caligmamizda amfizemli olmayan ve amfizemli olan doku oOrneklerinde makrofaj
markirt uygulanarak dokuda makrofajlar gosterildi. Amfizemli ve amfizemli olmayan
akciger orneklerinde, alveolar limende ¢ok sayida sitoplazmasi CD68 immin pozitif
reaksiyon veren hicreye rastlandi. Ancak, amfizemli akciger Orneklerinde bu hiicreler
sayica faha fazlaydilar (Sekil 4.8: ve 4.9:).
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Sekil 4.8: Amfizemli olmayan akcger 6rneklerinde CD68 immiinoreaktif hiicreler
(=) gosterilmistir (Mayer’s hematoksilen ile zit boyama).

Sekil 4.9: Amfizemli akciger 6rneklerinde alveol liimeninde biriken CD68 immiinoreaktif
hicreler (=) toplulugu yakinlastirilmis olarak gosterilmistir (Mayer’s hematoksilen ile zit
boyama).
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Akciger doku orneklerindeki HIF-1o immiinoreaktivitesi, makrofajlarin, bag doku
hicrelerinin, l6kositlerin ve alveolar epitel hicrelerinin niikleus ve sitoplazmalarinda
belirgin bir sekilde gozlemlendi (Sekil 4.10:-4.13:). Kontrol akciger doku 6rneklerinden
farkli olarak, diger grubun akciger orneklerinde, HIF-1o immiinreaktiviteSinin arttig
tespit edildi (Sekil 4.14:-4.17:). Alveolar alanlarda, alveolar epitel, bag doku hucreleri
ve alveolar limende bulunan l6kosit ve makrofajlardaki HIF-1o immiinreaktivitesi
degerlendirildiginde, bu  hiicrelerin  niikleusunun  yogun  olarak  HIF-la
immiinreaktivitesi gosterdigi saptandi. Bu alanlarda sitoplazmasi immiinreaksiyon veren
hicreler ile nukleusu imminreaksiyon veren hicreler sayica karsilastirildiginda,
nikleusu HIF-1a immiinreaktivitesi gosteren hiicrelerin daha fazla oldugu gozlemlendi

(Sekil 4.18:).

Sekil 4.10: Amfizemli olmayan akciger dokusunda, 6zellikle alveol duvarinda bariz
olan ve limendeki HIF-1a immunoreaktif hicreler (=) gosterilmistir (Mayer’s
hematoksilen ile zit boyama).
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Sekil 4.11: Amfizemli olmayan dokuda HIF-1o immiinoreaktif hiicreler (=) alveol
liimeninde daha yogun olarak goriilmektedir (Mayer’s hematoksilen ile zit boyama).

Sekil 4.12: Amfizemli olmayan dokuda HIF-1a immiinoreaktif hiicreler (=)
gosterilmistir (Mayer’s hematoksilen ile zit boyama).
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Sekil 4.13: Amfizemli olmayan dokuda HIF-1a imminoreaktif hicreler (=)
gosterilmistir (Mayer’s hematoksilen ile zit boyama).

»

Sekil 4.14: Amfizemli olmayan dokuda HIF-1o immiinoreaktif hiicreler (=)
gosterilmistir (Mayer’s hematoksilen ile zit boyama).
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Sekil 4.15: Amfizemli akciger doku 6rneginde HIF-1a immiinoreaktif hiicrelerin (=)
hem epitelde hem de lokositlerde yogun oldugunu goérmekteyiz (Mayer’s
hematoksilen ile zit boyama).

Sekil 4.16: Amfizemli akciger doku drneginde alveol duvarlarinda ve bag dokuda
HIF-1o immiinoreaktif hiicreler (=) oldukca belirgin olarak gosterilmistir (Mayer’s
hematoksilen ile zit boyama).
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Sekil 4.17: Amfizemli akciger doku orneginde niikleuslar1 HIF-1o. immunoreaktif
veren hicreler(=) gosterilmistir. (Mayer’s hematoksilen ile zit boyama).
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Sekil 4.18: Alveolar epitel hiicrelerinde (a), bag doku hiicrelerinde (b), 16kositlerde
(c) ve makrofajlarda (d) niikleuslar1 HIF-1o immiin pozitif reaksiyon veren hicre
say1st gosterilmistir. Anlamlilik degeri (* ) p< 0,05, (**) p< 0,01.
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4.2. BIYOKIMYASAL BULGULAR

Her iki grubun akciger 6rneklerinde elastin, aktif LOX, LOXL1, LOXL2, COMMD1,
HIF-1a. ve PTEN proteinlerinin seviyeleri karsilastirildiginda, kontrol gruptan farkli
olarak amfizemli akciger drneklerinde bu proteinlerin seviyelerinin anlamli bir sekilde

azaldigi tespit edildi (Sekil 4.19:-4.23:).

(a) (b)

*Hh% Kontrol

I—I K1 K2 K3 K4 K35 Kbé6
1.5 1
Elastin 'M“ “ 70kD4

s -
T 1ol Bokin D W) GHD W9 e W L0
£
?
[-=%
:"—E 0.5 Amfizem
1]
o Al A2 A3 A4 A5 A6 AT A8 AY AW
Elasti .
— N R et
‘(O\ & B-aktin e
« v-““& -_— e e T OO0 oy @F D e e

Sekil 4.19: Amfizemli ve amfizemli olmayan akciger orneklerinde elastin protein
miktarindaki degisiklikler (a) ve elastin protein bantlar1 (b) gosterilmistir. Anlamlilik p
degeri (***) p < 0,001.
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Aktif LOXL2’nin, aktif LOX ve LOXL1’e gore daha fazla eksprese edildigi tespit

edildi.

(ﬂ.l) (3.2)
* Kl K2 K3 K4

. a— -

AR LOX 32 ka

0.6
— Paktin - e W
=) — — -
Z5.4
E
b
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=
30-2- Al A2 A3 A4 A5 A6 AT A8 AY
= ARLIF LOX, B — 3511
0.0 r N poin Gl S WD GEP v e o
& e
o
« o
(b.1) (b.2)
Kontrol
K1 K2 K3 K4 K5 Kb
WERW
15- I—l AKtif LOXLI .- .32 kDa
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T
[+=%
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>
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5
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Sekil 4.20: Amfizemli ve amfizemli olmayan akciger orneklerinde LOX (a.1), LOXL1
(b.1) ve LOXL2 (c.1) protein miktarlarindaki degisimler ve LOX (a.2), LOXL1 (b.2) ve
LOXL2 (c.2) protein bantlar1 gosterilmistir. Anlamlilik degeri (*) p< 0,05, (***) p< 0,001.
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HIF-1a proteinin miktar1 ise amfizemli bireylerde anlamli bir sekilde azaldigi

goriilmiistiir (Sekil 4.21:).

d
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Sekil 4.21: Amfizemli ve amfizemli olmayan akciger oOrneklerinde HIF-la protein
miktarindaki degisiklikler (a) ve HIF-1la protein bantlar1 (b) gosterilmistir. Anlamlilik p
degeri (*) p < 0,05.

Ayrica analizi yapilan PTEN ve COMMDI proteinlerinin miktar1 ise amfizemli

bireylerde anlamli
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olarak azalma gostermistir (Sekil 4.22: ve Sekil 4.23:).

(b)
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Sekil 4.22: Amfizemli ve amfizemli olmayan akciger orneklerinde COMMDI1 protein
miktarindaki degisiklikler (a) ve COMMDI protein bantlar (b) gosterilmistir. Anlamlilik p
degeri (**) p < 0,01.
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Sekil 4.23: Amfizemli ve amfizemli olmayan akciger orneklerinde PTEN protein
miktarindaki degisiklikler (a) ve PTEN protein bantlar1 (b) gésterilmistir. Anlamlilik p

degeri (*) p < 0,05.



41

5. TARTISMA VE SONUC

Insanlarda pulmoner amfizeme neden olan baslica etmenler arasinda sigara igiciligi,
hava kirliligi ve yaslanma yer alir. Sigara dumani, birgogunun kanserojen oldugu
kanitlanmis 5000’den fazla toksik madde ve 10° serbest radikal icerir (MacNee ve dig.,
1999). Bu molekiillerin yiizlercesi akciger parensimine ciddi zararlar verir. Sigara
dumanma maruz kalan kemirgenlerin akcigerlerinde pulmoner amfizemin gelistigi
cesitli deneysel c¢aligmalarla gosterilmistir (Wright ve Churg, 1990; Mentzer ve
Swanson, 1999). Bu nedenle sigara dumani, deneysel olarak pulmoner amfizemi
uyarmada ve pulmoner amfizemin eslik ettigi deneysel KOAH modelini olusturmada
kullanilmaktadir. Wright ve Churg (1990), haftada bes giin sigara dumani solutulan
kobaylarda, bir yillik siire i¢inde ilerleyici tipte bir pulmoner amfizemin gelistigini
saptamiglardir. Pulmoner amfizem, sigara icicisi olan 45-60 yas arasindaki hastalarda
KOAH’mn bir belirteci olarak tespit edilmistir (Emam ve dig., 2010). Bir¢ok hastaligin
gelisiminde rolii olan sigara iciciligi, tim KOAH vakalarimin % 82’sinde hastalik
nedeni olarak gosterilir ve akciger kanseriyle de % 80 oraninda iliskilidir (Li ve dig.,
2010; Raviv ve dig., 2011). Bununla birlikte klinik ¢alismalarin birgogunda pulmoner
amfizem, akciger kanseri i¢in bagimsiz bir risk faktorl olarak goéruliir. Ancak, bu
caligmalarin biliyiik bir kisminda akciger kanseri teshisinde pulmoner amfizemin
degerlendirilmesinin gerektigi sonucuna varilmistir (Mayne ve dig., 1999; Lopez-
Encuentra ve dig., 2005). Yaklasik 1000 hasta iizerinde yapilan degerlendirmelerde
kronik sigara igiciligi ile birlikte pulmoner amfizemin, gen¢ yas grubu insanlarda
akciger kanseri olma riskini 3-4 kat arttirdig1 rapor edilmistir (Li ve dig., 2011). Ayrica
son donemde yapilan ¢aligmalar, yas ve sigara igiciliginden bagimsiz olarak KOAH’I1
hastalarin dolayisiyla amfizemli hastalarin akciger kanseri olma riskinin, KOAH’s1z ve
amfizemsiz sigara igicilerinin akciger kanseri olma riskinden bes kat daha fazla
oldugunu gostermektedir (Raviv ve dig., 2011). Bu sonug, pulmoner amfizemin
sigaradan bagimsiz olarak da akciger kanserine neden olabilecegini ortaya koymaktadir.
Bizim c¢alismamizda da akciger adenokarsinomu tanisi konulan KOAH hastalarindan

aliman akciger Orneklerinde amfimatéz alanlara rastlanmistir. Sigara igicisi olan ve
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yaslar1 40-65 arasinda degisen bu hastalarda amfimat6z alanlar, alveolar duvarda
harabiyetin goriildiigli, daha az sayida ve biiyiik alveollere sahip bolgeler olarak tespit
edilmistir. Benzer mikroskobik bulgular, deneysel ve klinik calismalarda da rapor
edilmektedir (Tuder ve dig., 2003; Turner ve dig., 2007). Emam ve dig. (2010), KOAH
hastalarinda akcigerlerde distal hava yollarindan, bronsiollere ve alveollere kadar
havayollarindaki anormal genislemeler ve alveolar duvarda yikici degisimler ile
karakterize edilen amfimatoz alanlari tariflemistir. Shapiro (2000), sigara dumanina
maruz kalan farelerin akcigerinde 3-6 ay icinde buylk alveollere sahip amfimat6z
alanlarin varligin1 belirlemistir. Sigara dumani solutularak olusturulan deneysel KOAH
modellerinde, akciger genelinde oksidatif stresin ve proteaz/antiproteaz dengesizliginin
arttig1, alveolar septal hiicrelerde apoptozun goriildiigii, buna bagl olarak da alveol
duvarlarinin yikimi sonucu kiigiik alveollerin birlesmesi ile biiyiik alveollerin meydana
geldigi ve pulmoner amfizemin gelisebildigi not edilmistir (Tuder ve dig., 2006).
Calismamizda, diger c¢alismalarda amfimatéz alanlar igin tariflenen yapisal
degisikliklere benzer yapisal degisiklikler gosteren akciger doku pargalari, amfizemli
akciger ornegi olarak kabul edilerek diger mikroskobik ve biyokimyasal analizler igin
kullanilmistir. Ayrica doku genelinde korunmus alveolar yapiya sahip, nadiren
genislemis alveolleri igeren akciger doku Ornekleri ise amfizemli olmayan doku

ornekleri (Kontrol grup) olarak kullanildi.

Pulmoner amfizemin gelisiminde etkili olan siireclerden biri de alveol cidarinda
bulunan elastik fibrillerin proteazlarca yikimidir. Elastik fibrillerin yikimi ile pulmoner
amfizem gelisimi arasindaki direkt iliski deneysel ¢alismalarla kanitlanmistir. Ornegin
panain, papain, pankreatik elastaz ve insan notrofil elastaz gibi gesitli proteolitik
enzimlerin inhalasyon ya da intratrakeal yol ile hayvanlara verilmesi, akcigerde alveol
duvarlarmin yikilmasina, alveol cidarindaki elastik fibrillerin 24 saat i¢inde sindiriminin
baslamasina ve ilerleyen zaman iginde genis alveollerin olusumuna neden olur
(Kawakami ve dig., 2008; Antunes ve Rocco, 2011). Shapiro (1995), kronik sigara
iciciligine bagli inflamatuvar silirecin tetikledigi elastolitik aktivitenin  ve
antiproteazlarin eksikligine bagli olarak alveolar alandaki elastik fibrillerin asir1
yikiminin pulmoner amfizemin ilerlemesinde etkili oldugunu ileri siirmektedir.
Akcigerde artan oksidatif stres, gelisen proteaz/antiproteaz dengesizligi, inflammatuvar

hlcre aktivasyonunun uyarilmasi ve dokunun onarim ve savunma cevabinda meydana
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gelen aksakliklar pulmoner amfizem gelisimine katkida bulunur (MacNee ve dig., 1999;
Shapiro, 1999). Diamond ve dig. (1988), KOAH hastalarinda pulmoner amfizem
gelisimine yol acan, bu ¢ok adimli siireclerin tetiklenmesinde asil etkenin sigara igiciligi
oldugunu ispatlamiglardir. Sigara igicisi olan KOAH hastalarinin akcigerlerinde
Ozellikle makrofaj, noétrofil ve lenfositlerden salinan proteazlar  (Elastaz, serin
proteazlar ve cesitli MMP’ler) elastik fibril basta olmak ilizere matriks yikiminda
etkilidirler (Owen, 2008). Farelere elastaz verilmesini takip eden yedinci glinde
akcigerde inflamatuvar cevabin basladigi, ilk bir ay i¢inde alveolar liimende makrofaj
ve notrofillerin biriktigi ve ilerleyen zaman iginde elastik fibril kaybinin oldugu
gozlenmistir (Shapiro, 2000; Ueno ve dig., 2015). Nétrofil ve alveolar makrofaj
birikiminin 6nlendigi siganlarda ve MMP-12 (bir ¢esit elastaz) geni ¢ikarilan farelerde,
sigara maruziyeti sonucu bu hayvanlarin akcigerlerinde amfizeme karsi bir korumanin
oldugu belirlenmistir (Ofulue ve Ko, 1999). Demedts ve dig. (2006), MMP-12
aktivasyonunda meydana gelen artisin insanlarda KOAH patogenezinde etkili
olabilecegini savunmuslardir. Sigara i¢imiyle beraber aktiflesen makrofajlar, ortama
salgiladiklar1 ¢esitli molekiillerle 16kositlerin aktiflesmesini tetiklerler. Bu hiicrelerin de
cesitli proteazlari iiretip ortama salmalariyla elastik fibril hasari artar ve pulmoner
amfizem gelisir (Shifren ve Mecham, 2006). Sigara i¢icisi olan KOAH hastalarinin
akciger orneklerinde miktar1 artan nétrofil elastaz ve ¢esitli MMP’lerin, proinflamatuvar
sitokin ve kemokinlerin salintmini uyardigi gosterilmistir (Taraseviciene-Stewart ve
Voelkel, 2008). Elastik fibrillerin yikim1 sonrasinda ortama daha ¢ok makrofaj ¢agirilir,
artan elastik fibril kaybiyla alveoller elastikiyetlerini kaybeder ve gaz degisimi sekteye
ugrar (Hautamaki ve dig., 1997). Ayn1 zamanda, proteazlar ECM proteinlerinden elastin
ve Kkollagenin yikimi yanisira akciger septal hiicrelerinin apoptozunu da tetikleyerek
pulmoner amfizeme neden olabilir. Ornegin, KOAH hastalarinda yapilan bir ¢calismada
proteazlarin alveolar epitel hiicre apoptozuna neden olarak alveollerin genislemesine
sebebiyet verebilecegi rapor edilmistir (Hodge ve dig., 2005). Sigara dumaninin neden
oldugu pulmoner amfizemde proteaz/antiproteaz dengesizligi olduk¢a 6nemlidir. Sigara
icimiyle beraber dokuda proteazlarin aktivitesini azaltacak olan antiproteazlarin
miktarinin azalmasi, dokunun yapisal proteinlerinin proteazlarca yikimina neden olur.
Sigara dumaninin antiproteaz aktivitesini azalttigi bilinmektedir. Sigara igicisi olan
KOAH hastalarinda AAT eksikligi pek c¢ok calismada saptanmistir (Serres ve dig.,
2009). KOAH’11 hastalarla yapilan bir bagka ¢alismada alveolar makrofajlarin MMP-9
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salgiladiklar1 ve artan MMP-9 ve azalan TIMP-1 (MMP inhibitori) nedeniyle
elastolitik aktivitenin arttig1 rapor edilmistir (Russell ve dig., 2002). Yukaridaki bilgiler
1s1¢inda  dokuda yaptifimiz incelemeler sonucunda amfizemli doku orneklerinde
genislemis alveollerin liimeninde ¢ok sayida makrofaj ve daha az olarak da l6kosit
varligi s6z konusudur. Ayni zamanda bu dokularin alindigi bireyler, uzun yillardir
sigara igicisi olan hastalardir. Yukaridaki klinik ve deneysel caligmalarin verileri
dikkate alindiginda, bu bireylerde inflamasyonun ve proteaz aktivasyonunun
uyarilmasinin pulmoner amfizeme neden oldugunu sdyleyebiliriz. Ayrica yaptigimiz
biyokimyasal analizler sonucu amfizemli akciger Orneklerinde elastin miktarinda
anlamli bir azalma (p < 0,001) tespit edilmistir. Bu da bize bu hastlarda amfimat6z

akcigerde elastik fibril yitkiminina bagli bir elastin kayb1 oldugunu géstermektedir.

Yukaridaki paragrafta tartisildign  gibi, pulmoner amfizemin gelisiminde
proteaz/antipoteaz dengesizligi nedeniyle aktiflesen proteazlarca basta elastik fibriller
olmak tizere diger ECM elemanlarinin yikimi KOAH patogenezinde oldukca dnemlidir.
Pulmoner amfizemde elastik fibrillerin asir1 yikimi yani sira elastolizise eslik eden
elastik fibril olusumu ve bu fibrillerin ECM’deki organizasyonundaki aksakliklarin da
onemli olabilecegini diisiinmekteyiz. Hayvanlar tizerinde yapilan az sayidaki deneysel
caligmalar, bu konu ile ilgili baz1 ipuglart vermektedir. Ancak, pulmoner amfizem
patogenezini anlamaya yonelik ¢alismalarda insanlarda elastik fibril olusumu ve
organizasyonundaki anomaliler degerlendirilmemistir. Bu nedenle, c¢alismamizda,
elastin biyogenezinde etkili oldugu bilinen LOX enzim ailesine ait U¢ enzim LOX,
LOXL1 ve LOXLZ2’in protein miktarlarindaki degisimler ile pulmoner amfizem

arasindaki iliski, akciger kanseri tanis1 konulan KOAH hastalarinda arastirilmistir.

Elastik fibriller, elastin ve miyofibrillerin bir araya gelmesiyle olusurlar ve ECM’nin
temel yapisal proteinlerinden biridir. Bag doku hiicrelerinden biri olan fibroblastlarda
sentezlenen tropoelastin, hiicre digina salinir ve burada hiicre yilizeyine baglanir
(Broekelmann ve dig., 2005). Tropoelastinlerin birikip elastin proteinini olusturmasi ve
elastin proteinine fibulin-5 gibi mikrofibrillerin katilmasiyla elastik fibriller olusur.
Elastik fibriller, tropoelastin monomerlerinin bir araya gelmesiyle olusan elastin bir 6z
ve onu cevreleyen mikrofibrillerden meydana gelir (Kielty ve dig., 2002). Elastinin

birikiminde ve mikrofibriller ile baglanmalarinda, kisaca elastik fibrillerin olusumunda
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LOX enzim ailesinin Gyeleri Kkilit rol oynar (Shifren ve Mecham, 2006). Esasinda bes
tiyeden olusan bu enzim ailesinin sadece 3 Uyesi akcigerlerde sentezlenmektedir: LOX,
LOXL1 ve LOXL2. Fare akcigerlerinde LOX enzimlerinin ekspresyon diizeyleri
LOXL2 > LOX > LOXL1 seklindedir (Ovet ve Oztay, 2014). Calismamizda KOAH’I1
insan akcigerlerinde bu ekspresyon diizeyi LOXL2 > LOXL1 > LOX olarak
saptanmistir. Her (U¢ enziminde elastik fibril biyogenezinde Onemli gorevleri
bulunmaktadir. LOX enzimi elastik fibrillerin kollagenler ile ¢apraz baglanmalarini
katalizler iken, LOXL1 0Ozellikle elastin birikiminde etkilidir. LOXL2 ise elastinin
birikiminde ve aralarindaki ¢apraz baglarin kurulmasinda gorev alir (Maki ve dig.,
2005; Kagan ve Ryvkin, 2011). Elastik fibrillerin zarar gérmesi durumunda, akciger
hiicrelerinin bu zarar1 onarmalar1 olduk¢a zaman alir. Bu zararin devam etmesi
durumunda onarim yeterli diizeyde gergeklestirilemeyecegi igin ¢esitli hastaliklarin
olugsmas1 kolaylasir (Shifren ve Mecham, 2006). Pulmoner amfizemde oldugu gibi
proteaz aktivitesinin asir1 artmasina bagl elastik fibrillerin yikiminin gerceklesmesi
buna ¢ok iyi bir 6rnektir. Amfizemde elastin biyogenezindeki anomalileri gdsteren
calismalarin sayis1 oldukca azdir. Fibulin-5 geni ¢ikarilan farelerde akciger gelisiminde
elastik fibrillerin olusamadigi ve akcigerde amfimatéz alanlarin meydana geldigi
goriilmiistiir (Liu ve dig, 2004). Wendel ve dig. (2000), elastin geni eksik farelerde hava
yollarinda meydana gelen yogun genislemeler sonucunda erken oliimlerin oldugunu
rapor etmistir. Diger bir ¢alismada, sigara dumaninin elastik fibrillerin capraz
baglanmasini engelledigi in vitro’da saptanmistir (Laurent ve dig., 1983). Yapilan bir
baska calismada, sigara dumani ile muamele edilen f6tal sican akciger fibroblastlarinda
LOX enzimin ekspresyonunda, kontrole kiyasla azalma oldugu gosterilmistir (Chen ve
dig., 2005). Benzer bir ¢alismada, sigan fotal akciger fibroblastlarinin sigara dumanina
maruz birakilmalariyla, bu hucrelerde LOX mRNA kararliliginin azaldigi ve LOX
transkripsiyonunun durduruldugu belirlenmistir (Gao ve dig., 2005). Benzer bulgular in
vivo g¢alismalardan da elde edilmistir. Sigara dumani maruziyeti sonrasinda si¢anlarda
LOX ekspresyonunda azalma ve buna bagli olarak akcigerlerde amfizem gelistigi rapor
edilmistir (Li ve dig., 2011). Aymi ¢alisma grubu, elastik fibril olusumunda cesitli
anomaliler ve LOX seviyelerinin diisiik olmasi ile karakterize edilen Menkes sendromlu
hastalarda akcigerlerde amfimatdz alanlarin gelismesiyle solunum yetersizligi ve erken
Olimlerin meydana geldigini belirtmislerdir. Bu ¢alismalardan elde edilen bulgular,

LOX ekspresyonundaki azalmanin amfizeme neden olabilecegini gostermektedir.
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Yapilan bir bagka calismada da LOXL1 geni ¢ikarilan sigan fibroblast hiicrelerinde
pulmoner amfizem gelistigi tespit edilmistir (Thomassin ve dig., 2005). LOX enzim
ailesinin Qyelerinin pulmoner amfizem patogenezindeki etkisi insanlar (Gzerinde
arastirtlmamustir.  Calismamizda adenokarsinomlu KOAH hastalarindan alinan
amfizemli akciger Orneklerinde elastin protein miktarindaki azalmaya paralel olarak,
aktif LOX (p < 0,05), LOXL1 (p < 0,001) ve LOXL2 (p < 0,05) protein miktarlarinda
da anlamli bir azalisin oldugu tespit edildi. Bu proteinler arasinda aktif LOXL1
miktarindaki azalma oldukca belirgindi. LOXL1 proteini 6zellikle elastin birikiminde
etkili oldugundan, aktif LOXL1 protein miktarindaki azalma bize amfizemli drneklerde,
elastik fibrillerin olusumun Onemli basamaklarindan biri olan elastin birikiminde
aksamalarin olabilecegini diisiindiirmektedir. Ayrica aktif LOX ve LOXL2 protein
miktarlarindaki azalmalar da, elastik fibrillerin birikimdeki aksakliklara ek olarak
elastin monomerlerinin birbiri arasinda ve mikrofibrillerle olan ¢apraz baglanmalarinda
aksamalarin olabilecegini akla getirmektedir. Dolayisi ile amfimatoz akcigerde elastin
miktarinin azalmasi, aktif LOX, LOXL1 ve LOXL2 protein miktarlarindaki azalmaya
bagli olarak elastik fibril biyogenezisinde bazi anomalilerin gelismis olabilecegini
gosterebilir. Diger yandan, aktif LOX ve LOXL2 seviyelerinde azalma ile birlikte
elastik fibrillerin capraz baglar kurarak ECM’de yigmlar olusturmasinda da bazi
aksamalar gorulebilir. Boylelikle biiyiikk yiginlar halinde ECM’de organize olamayan
elastik fibriller, proteazlarin agik hedefi haline gelerek hizlica yikilabilirler. Sonug
olarak aktif LOX, LOXL1 ve LOXL2 protein seviyelerindeki azalmalar, elastik fibril
olusumu ve bu fibrillerin ECM’deki organizasyonunu bozarak pulmoner amfizem

gelisimine katki saglayabilirler.

Bakir viicutta bulunan 6nemli eser elementlerden biridir. Bakir, siiperoksid dismutaz,
LOX lar, tirozinaz ve dopamin [-hidroksilaz gibi enzimlerin kofaktoridur. Bakir, enerji
metabolizmasi, antioksidan aktivite, melanin ve dopamin sentezi gibi dnemli olaylarda
kofaktor olarak i1s goriir (Grubman ve White, 2014). Sicanlarin bakir eksik diyetle
beslenmesi pulmoner amfizeme neden olur (Mizuno ve dig., 2012). Soskel ve dig.
(1984), bakir eksik diyetle beslenen hamsterlarin akcigerlerinde amfimatéz lezyonlar
saptamislardir. Bakir, elastik fibril biyogenezinde ve organizasyonunda gorev alan
LOX, LOXL1 ve LOXL2 6ncul proteinlerinin aktivasyonu icin gereklidir (Kagan ve

Ryvkin, 2011). Menkes sendromlu hastalarda bakirin barsaklardan emilememesinden
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dolayi viicutta bakir eksikligi goriilir. Wilson hastalarinda ise 6zellikle beyin, karaciger,
bobrek ve korneada bakir birikimi séz konusuyken, bu hastalar total viicut bakir ve
seriiloplazmin miktarinda azalma ile karakterize edilirler. Kalitsal bakir metabolizma
hastaliklar1 olan Menkes ve Wilson hastaliklarinda ve ayrica lekeli deri hastalii olan
fareler (blotchy mice) ile olusturulan hayvan modellerinde, bakir eksikligine dayali
olarak, LOX enzimlerinin aktivitesinde aksamalar ve elastinin biyosentezindeki ciddi
zararlar dolayistyla pulmoner amfizem goriilmektedir (Ranga ve dig., 1983; Grande ve
dig., 2005; Telianidis ve dig., 2013). Soskel ve dig. (1982), domuzlarin bakir eksik
diyetle beslenmesi sonucu, akcigerlerde yogun alveolar genislemeler saptamiglardir ve
bu genislemelere LOX enzimlerindeki azalmaya bagli olarak elastin miktarindaki
azalma ve elastik fibrillerin yikimiyla ilgilisi oldugunu rapor etmislerdir. Bu
caligmalarin sonuglar1 bakir eksikligine bagli olarak LOX enzimleri miktarindaki ve
aktivasyonundaki azalmanin pulmoner amfizem patogenezinde etkili oldugunu
gostermektedir. COMMD1, hipoksiyaya adaptasyonda, inflamatuar cevapta, sodyum
saliniminda ve bakir metabolizmasi gibi bir ¢ok biyolojik iste etkili olan bir proteindir
(Van de Sluis ve dig., 2010). COMMDI proteini, hiicre igi bakir seviyesini belirler.
Bakirin hiicre disina sekresyonunu saglayan ATP7A ve ATP7B proteinleri ile
etkilesime giren COMMDI, hiicre i¢inde bulunan bakirin hiicre disina taginmasinda
gorev alir (McDonald, 2013). ilk olarak, kdpeklerde yapilan bir calismada COMMD1
mutasyonuna bagli olarak hepatositlerde bakir birikiminin, karacigerde toksisiteye Yol
act1g1 bulunmustur (Su ve dig., 1982). Aym sekilde, farelerde COMMDL1 delesyonu ile
karacigerde yaygin bakir birikimi tespit edilmistir (Vonk ve dig., 2011). Calismamizda,
amfizemli akciger doku oOrneklerinin, amfizemli olmayan Orneklerinden daha az
miktarda COMMDI1 protein igerdigi (p < 0,01) saptanmistir. Yukarida bahsedilen
deneysel ¢aligsmalarin sonuglarina gore, bakir eksikliginde amfizem olusabilmektedir.
Verilerimizde, saptadigimiz COMMDI1 protein miktarinda azalma, amfizemli
orneklerde akcigerde bakirin hiicreden salgilanmasinda bazi aksakliklarin meydana
gelmesine neden olabilir. Bununla birlikte aktif LOX, LOXL1 ve LOXL2 proteinlerin
seviyesinde saptadigimiz azalmanin, bakir metabolizmasindaki muhtemel aksaklikla
iligkili olabilecegini diisiinmekteyiz. Sonug olarak, COMMDI1 proteinindeki azalmaya
bagli olarak hiicre disina salgilanamayan bakir, ECM’de bakir bagimli ¢alisan
LOX’larin aktivitelerinde bir azalmaya neden olmus olabilir. LOX, LOXL1 ve LOXL2

aktivitesindeki bu azalma elastik fibril biyogenezi ve bu fibrillerin ECM’deki
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organizasyonun bozulmasina neden olarak pulmoner amfizemin gelisiminde etkili

olmus olabilir.

HIF-1 proteini, HIF-1a ve HIF-1p alt lnitelerinden olusan 6nemli bir transkripsiyon
faktorudir. HIF-1a alt Ginitesi, oksijene duyarlidir, hipoksik sartlar altinda hiicrede stabil
kalir ve HIF-1’in aktivasyonunu belirler. Hipoksik sartlarda HIF-1a yikimi durdurulur;
HIF-1a sitoplazmadan niikleusa gecerek burada HIF-1p ile dimerize olur ve aktif HIF-
1 kompleksini olusturur (Dery ve dig., 2004). Yapilan ¢alismalarda, yaygin birgok
kanser turunde, hicrelerin hipoksik sartlar altinda oldugu ve HIF-1’in tumor
vaskulogenezisi kontrol ettigi gosterilmistir. Ornegin, akciger adenokarsinomlu ve
vaskiler invazyonlu hastalarda, HIF-1a ekspresyonu belirgin bir sekilde yiiksektir
(Enatsu ve dig., 2006). HIF1-o’nin ekspresyonunun artmasinin, akciger adenokarsinom
hiicrelerinin invazif kapasitesini arttirdigi rapor edilmistir (Shyu ve dig., 2007).
Andersen ve dig. (2011), akciger skuamoz hiicre karsinomali hastalarda, HIF-1a
ekspresyonu artisinin  kanser hiicrelerinin  yasamalar1 i¢in gerekli oldugunu
belirlemislerdir. Calismamizda kullanilan doku drnekleri adenokarsinom tanis1 konulan
KOAMH hastalarindan alinmistir. Ancak alinan ve ¢alismada kullanilan akciger 6rnekleri,
kanserli bolgenin etrafindaki kanserlesmemis parcalardir. Bu pargalardan amfimat6z
akciger 6rneklerinde, amfimat6z olmayan akciger 6rneklerine kiyasla daha az miktarda
HIF-1a (p < 0,05) belirlenmistir. Bu durum bize akciger kanseri tanisi konulan bu
hastalarda, kanserli bolge disindaki alanlarda HIF-la ekpresyon profilinin farkli
olabilecegini gostermektedir. KOAH hastalarindan alman akciger orneklerinde,
amfimatdz akcigerlerde HIF-1a ekspresyonu azalmaktadir (Yasuo ve dig., 2011).
Siganlarda sigara dumani ile olusturulan KOAH modelinde, HIF1-o immiino
reaktivitesinin azaldig1 tespit edilmistir (XioaQian ve Jian, 2010). Bizim verilerimizde
de benzer sekilde amfizemli doku Orneklerinde HIF-1o miktarinda anlamli bir azalma
saptand1. Ancak, immiinohistokimyasal analizlerimiz makrofaj, 16kosit, interstitial bag
doku hcreleri ve alveolar epitel hiicrelerinde HIF-1a immiinoreaktivitesinin ¢cogunlukla
hiicrelerin nukleuslarinda oldugunu gosterdi. Bu gozlemlere dayanarak amfimat6z
akcigerde HIF-la ekspresyonun azaldigini, ancak aktivasyonunun arttigini
sOyleyebiliriz. Sicanlarin sigara dumanina maruz birakilmasi ve intratrakeal
lipopolisakkarit verilmesi ile olusturulan deneysel KOAH modelinde, uyarilan HIF-1a

aktivasyonunun akcigerlerde KOAH patogenezine dogrudan katki sagladigi ileri
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strilmektedir (Jiang ve dig., 2010). HIF-1, 60’dan fazla genin ekspresyonunu kontrol
eder (Semenza, 2002). HIF-1a, hedef genlerin promotériinde bulunan hipoksiya yanit
elementlerine baglandiginda ilgili genlerin transkripsiyonunu baslatir. HIF-1 kompleksi
LOX geninin ekspresyonunu kontrol eden énemli bir transkripsiyon faktoridir. LOX,
bag doku hiicrelerinden fibroblastlar tarafindan dretilir. LOX promotorii analiz
calismalarinda, bu promotdr bolgenin evolusyonel gelisim siirecinde olduk¢a korundugu
ve sican, fare ve insan LOX gen ekspresyonunun kontroliiniin benzer olabilecegi ileri
strilmektedir (Pez ve dig., 2011). Siganlarda yapilan bir calismaya gore, histon
deasetilazin inhibisyonu p53 protein ekspresyonunu arttirir. P53’ {in artmasi, HIF-
lo’nin ekspresyonunu azaltir. Yetersiz HIF-1a nedeni ile LOX transkripsiyonu azalir.
Boylece LOX tarafindan gergeklestirilen elastik fibriller arasinda ¢apraz baglanmalar
bozulur ve akciger dokusunda meydana gelen hasar sonucu amfizem gelisir (Mizuno ve
dig., 2010). Calismamizin verilerine gore, HIF-la’ninn niiklear lokalizasyonunun
artmasina ragmen, amfimatdz insan akcigerinde azalan HIF-1a miktarinin bu bireylerde
LOX, LOXLI ve LOXL2 genlerinin ekspresyonunu yeterli miktarda uyaramamis
olabilecegini diisiinmekteyiz. Bu durum, ©ncul proteinlerden yeterli miktarda aktif
LOX, LOXL1 ve LOXL2 proteinlerinin olusamamasi ile sonug¢lanmis olabilir. Bu da
elastik fibril biyogenezi ve bu fibrillerin ECM’deki organizasyonunda bazi anomalilerin
ortaya ¢ikmasina neden olarak pulmoner amfizem patogenezine katki saglamig olabilir.
Ayrica bir ¢alismaya gore hipoksik sinyalleme, si¢can akciger fibroblastlarinda de novo
elastin dretimini % 70 oraninda azaltir (Berk ve dig., 2005). Diger yandan KOAH
hastalarinin pulmoner amfizemli akciger pargalarinda azalan HIF-la protein miktarina
ragmen, HIF-la aktivasyonunun uyarilmasi amfizem patogenezine katki saglamis
olabilir. Soyle ki, HIF-1a’nin elastolitik aktiviteye sahip ¢esitli proteazlar1 aktive ettigi
bilinir. Alveolar epitel hucreleri ile nétrofil ve makrofajlarda sentez edilen HIF-1a,
hipoksik sartlar altinda bu hiicrelerden elastaz, MMP-9, MMP-12 gibi elastazlarin
salmimini uyarir (Semenza, 2003). Biz de ¢alismamizda amfimatdz alanlardaki 16kosit,
makrofaj ve alveolar epitel hucrelerinde HIF-1o aktivitesinin arttigini saptadik.
Amfimatéz bolgelerde bu hicrelerdeki HIF-1o aktivasyonu sonucu bu hiicrelerden
salinan proteazlar elastik fibril yitkimini uyarmig olabili. COMMD1 proteini, HIF-
lo’nin hiicre igi stabilizasyonunu ve HIF-1o/HIF-1B dimerizasyonunu dizenler.
Ornegin, COMMDI ekspresyonu azaldigi zaman HIF-1o’nin hiicre i¢i stabilizasyonu

artar ve dolayisiyla HIF-1a aktivasyonu da artar (Van De Sluis ve dig., 2007). Bir
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calismada COMMDI proteini HIF-la ve HIF-1B dimerizasyonunu bozarak HIF-1
aktivasyonunu engelledigi ve boylelikle tiimoér invazyonunu sekteye ugrattig
gosterilmistir (Van De Sluis ve dig., 2010). Diger bir ¢alismada da COMMDI
proteininin HIF-1a ve B dimerizasyonuna engel olarak, HIF-1 proteininin aktivitesini
azalttigin1 ve DNA’ ya baglanmasini engelledigini ortaya koyulmustur (Wang ve dig.,
1995). Boylelikle verilerimizdeki COMMDI proteinindeki azalmanin, HIF-1a
aktivasyonundaki artisa katki sagladigin1  sOyleyebiliriz. Sonu¢ olarak KOAH
hastalarinda amfimatéz alanlarin olusumunda azalan COMMD1 proteini nedeniyle

aktivasyonu uyarilan HIF-1o’nin etkili olabilecegini diisiinmekteyiz.

PTEN, PI3K-Akt yolagini negatif olarak diizenleyerek HIF-la ekspresyonunda etkili
olan tiimor baskilayici bir gendir (Zundel ve dig., 2000). Tum kanser tirlerinde, PTEN
protein seviyesinin diisiik oldugu, dolayisiyla Akt aktivasyonunda artis oldugu
bilinmektedir (Bozinovski ve dig., 2006). Bu durum kanserli dokularda HIF-1a
ekspresyonunda artisa neden olarak hipoksik sinyallemeyi etkin kilmaktadir. Kiglk
hiicreli olmayan akciger kanseri hastalarinda yapilan bir ¢alismada PTEN’in eksikligi
rapor edilmistir (Soria ve dig., 2002). PTEN geni eksik gliyobilastoma hicrelerinde,
PTEN proteini eksikligi nedeniyle PI3K/Akt sinyal yolunun uyarildigi ve buna baglh
olarak HIF-1a seviyesinin arttig1 tespit edilmistir (Jiang ve dig., 2001). Cesitli kanser
hiicre hatlarinda yapilan ¢aligmalarda, PTEN’in PI3K/Akt sinyal yolu inhibitdrii olarak
hiicrelere uygulanmasinin, htcrelerde HIF-1a birikiminin azalmasina neden oldugu
gosterilmistir (Zundel ve dig., 2000). Bu nedenle kanserli dokuda PTEN protein
sentezinin uyarilmasinin hipoksik sinyallemenin azaltilmasi yoniinde kanser tedavisinde
faydali olacagi diisiiniilmiistiir. Insan adenokarsinom hiicre hattinda yapilan bir
calismada, PTEN’nin artmis ekspresyonuyla, akciger kanser invazyonunun inhibe
edebilecegi gosterilmistir (Hong ve dig., 2000). Calismamizda, LOX ve elastin gibi
genlerin transkripsiyonunu diizenleyen HIF-1a protein ile PTEN proteini arasindaki
olabilecek muhtemel zit iligkiden yola ¢ikilarak, KOAH hastalarinin amfimat6z
akcigerlerinde her iki proteinin seviyeleri analiz edilmistir. Ancak, KOAH hastalarinin
amfimatoz akciger orneklerinde hem PTEN hem de HIF-la seviyesinde bir azalma
tespit edilmistir. Yukaridaki ¢alismalarda PTEN ve HIF-1a proteinleri arasinda kurulan
zit iliski calismamizda kurulamamistir: PTEN protein seviyesinde azalma, HIF-1la

proteinleri seviyesinde bir artisla sonug¢lanmamistir. KOAH’1n etiyolojisini anlamak i¢in
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bir arastirmada, 107 hasta iizerinde genis capta hedef gen taramalar1 yapilmistir.
Sonuglar, PTEN’nin KOAH’11 hastalarda i¢in 6nemi bir risk faktorii olabilecegi ve bu
hastalarda akciger kanserine yol agabilecegini gostermektedir (Hosgood ve dig., 2009).
Yamada ve dig. (2014), sigara icen KOAH hastalarinin bronkoskopik biopsi
orneklerinde PTEN mRNA seviyelerinin azaldigini belirlemislerdir. Diger yandan,
mide kanserine yakalanmis hastalarda, azalmis PTEN ekspresyonu ile artmis MMP-7
ekspresyonu arasinda siki bir iliski saptanmistir (Zheng ve dig., 2000). MMP-7,
kollagenler ve fibronektin gibi ECM proteinleri ve elastin proteininin yikimindan
sorumlu bir proteindir. U87MG glioblastoma hicrelerinde artan PTEN ekspresyonunun,
bir elastaz olan MMP-9 ekspresyonunu durdurdugu saptanmistir (Park ve dig., 2002).
Bu veriler, PTEN proteinin MMP-7 ve 9 gibi elastazlarin ekspresyonunu azaltmada
etkili oldugunu gostermektedir. Bu sonuglar dogrultusunda KOAH hastalarinin
amfimatdz akciger orneklerinde PTEN protein seviyesinin azalmasi, MMP-7 ve 9 gibi
elastazlarin ekspresyonunu uyararak elastik fibrillerin yitkimma ve amfimat6z alanlarin
olusununa neden olabilecegini soyleyebiliriz. KOAH hastalarinda PTEN protein

seviyesinin azalmasi, bu hastalarda pulmoner amfizemin gelisiminde etkili olabilir.

KOAH’l1 hastalarda goriilen pulmoner amfizem, bu hastalardaki 6liim nedenlerinden
biridir. Clinkii pulmoner amfizem, gaz degisiminin yapildigi solunum yiizey alanindaki
ciddi hasar nedeniyle bu ylizey alaninin kaybina; dolayisi ile kan gazlar1 seviyelerin
normalin disina ¢ikmasina neden olur. Pulmoner amfizem patogenezini anlamaya
yonelik ¢alismalarin gogu proteaz/antiproteaz dengesizligi nedeniyle gorulen doku
yaralanmasi ve elastik fibriller basta olmak iizere ECM elemanlarinin yikimi tizerinde
yogunlagmistir. Bununla birlikte, pulmoner amfizemde elastik fibril yikimi yani sira
elastik fibril biyogenezi ve ECM’nin organizasyonunda meydana gelebilecek
anomalilerin pulmoner amfizem patogenezinde etkili olabilecegi g6z ardi
edilmemelidir. Bu alanda az sayida yapilan ¢alisma ve bizim ¢alismamizin sonuglar1 bu
diisiinceyi  dogrulamaktadir. Calismamizin  sonuglari, adenokarsinomlu KOAH
hastalarinin akcigerlerinde goriillen amfizemin gelisiminde aktif LOX, LOXL1 ve
LOXL2 protein seviyelerindeki azalmanin 6nemli oldugunu gostermektedir. Bu
proteinlerin aktivasyonundaki azalmayla birlikte dokuda elastin miktarindaki azalma,
dokudaki aktif LOX, LOXL1 ve LOXL2 protein seviyelerinin elastik fibril olusumu ve
bu fibrillerin ECM’de birikimi icin olduk¢a énemli oldugunu goéstermektedir. Aktif
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LOX, LOXL1 ve LOXL2 protein seviyelerinin azalmasi ile birlikte elastik fibril
biyogenezinde olugan aksakliklarin ve ECM’deki elastik fibril yiginlarinin proteazlarin
acik hedefi haline gelmesi sonucunda yikilmalarinin, pulmoner amfizemin olusumuna
onemli bir katki sagladigim1 diisiinmekteyiz (Sekil 5.1:). Ayrica amfizemli akciger
orneklerinde miktarlar1 azalan COMMDI, HIF-1a ve PTEN proteinlerinin de bu siirecte
etkili olduklarin1 diistinmekteyiz. Amfizemli akciger Orneklerinde miktar1 azalan
COMMDI proteini nedeniyle, aktivasyonu uyarilan HIF-1a ve yine dokuda miktari
azalan PTEN proteini araciligiyla uyarilan proteazlar KOAH hastalarinda pulmoner
amfizem olusumunu saglayabilir. Pulmoner amfizemin eslik ettigi KOAH hastaliginin
tedavisine yonelik bugiin igin kesin bir tedavi bulunmamaktadir. Calismamizin
sonuglari, bu hastalarda yeni tedavi yontemi olarak aktif LOX, LOXL1 ve LOXL2
protein miktarlarim1 arttirmaya yonelik yaklasimlarin etkili olabilecegini isaret
etmektedir. Ayrica, COMMDI ve PTEN ekspresyonlarini arttirmaya yonelik
uygulamalarin da KOAH hastalarinda pulmoner amfizem gelisiminin Onlenmesinde
etkili olabilecegini sdyleyebiliriz. Dolayis1 ile LOX, LOXL1, LOXL2, COMMDI1 ve
PTEN genleri, KOAH hastalarinda pulmoner amfizem gelisiminin 6nlenmesinde yeni

hedef genler arasinda gosterilebilir.
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Sekil 5.1: Calismamizin sonuglar1 dogrultusunda KOAH’l1 hastalarda pulmoner amfizem
patogenezi modellenmistir. Sigara icicisi olan insanlarda HIF-la protein miktarindaki
azalma, akcigerde aktif LOX, LOXLI1 ve LOXL2 proteinlerinin miktarinda azalmaya
neden olur ve elastik fibril biyogenezinde ve ECM’deki organizasyonunda meydana gelen
aksamalar sonucunda pulmoner amfizem gelisebilir. Ayrica KOAH hastalarinda miktari
azalan COMMDI1 proteini nedeniyle aktivasyonu uyarilan HIF-1a ve miktar1 azalan PTEN
proteini elastazlarin aktivasyonu araciligiyla pulmoner amfizeme neden olabilir.
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