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ÖZET 

YÜKSEK LİSANS  

PULMONER AMFİZEMDE LİZİL OKSİDAZ ENZİMLERİNİN 
SENTEZİNDEKİ DEĞİŞİMLER 

Neziha BEŞİKTEPE 

 

İstanbul Üniversitesi 

Fen Bilimleri Enstitüsü 

Biyoloji Anabilim Dalı 

 

Danışman: Prof. Dr. Füsun ÖZTAY 

Pulmoner amfizem genişlemiş alveoller, alveol duvarının yıkımı ve elastik fibril yapım 
ve yıkımındaki anomaliler ile karakterize edilir. Pulmoner amfizemde elastik fibril 
oluşum ve organizasyonundaki anomalilere yönelik araştırmalar çok yaygın değildir.  
Lizil oksidazlar, tropoelastin monomerleri arasında çapraz bağlar kurarak elastik 
fibrillerin oluşumunu ve fibrillerin bağ dokuda birikimini sağlarlar.  Lizil oksidaz enzim 
ailesinin üyeleri (LOX, LOXL1 ve LOXL2) bakır bağımlı çalışan enzimlerdir. Bu 
çalışmada, lizil oksidaz enzimlerinin sentezindeki değişimler ile pulmoner amfizem 
patogenezi arasındaki ilişkinin açıklanması amaçlanmıştır. 

Çalışmada akciğer kanseri tanısı konulan kronik obstrüktif akciğer hastalığına (KOAH) 
sahip hastalardan alınan akciğer dokularında amfizemli (n=10) ve amfizemli olmayan 
(n=6)  alanlar mikroskobik yöntemlerle belirlenmiştir. Daha sonra, doku örneklerinde 
elastin, LOX, LOXL1, LOXL2, hipoksiya ile uyarılan faktör-1alfa (HIF-1α), COMMD1 
(bakır metabolizmasında etkili protein) ile fosfataz ve tensin homoloğu (PTEN) 
proteinlerinin miktarları Western emdirim yöntemi ile belirlendi. Ayrıca dokularda  
HIF-1α aktivasyonu immünohistokimyasal olarak analiz edildi. 

Pulmoner amfizemli dokularda genişlemiş alveoller, alveol duvarda incelme ve 
kopmalar, alveol lümeninde biriken çok sayıda makrofaj gözlendi. Ayrıca bu dokularda 
kontrol dokularla karşılaştırıldığında elastin, LOX, LOXL1, LOXL2, HIF-1α, 
COMMD1 ve PTEN protein miktarlarında anlamlı bir azalma ve amfimatöz alanlarda 
HIF-1α aktivasyonunda artış tespit edildi. Pulmoner amfizemde HIF-1α  miktarındaki 
azalışın, aktif LOX, LOXL1 ve LOXL2 proteinlerinin miktarının azalmasına neden 
olduğunu ve bu azalmanın da elastik fibril biyolojisinde anomalilere yol açtığını 
düşünmekteyiz. Amfizemli akciğer örneklerinde miktarı azalan COMMD1 proteini 
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nedeni ile aktivasyonu uyarılan HIF-1α ve yine dokuda miktarı azalan PTEN proteinleri 
aracılığı ile proteazların aktivasyonunun artması, hastalık patogenezinin oluşumunu 
sağlayabilir. Sonuç olarak aktif LOX, LOXL1, LOXL2 ile COMMD1 ve PTEN 
proteinlerinin miktarlarını arttırmaya yönelik yaklaşımlar, pulmoner amfizemin 
geriletilmesinde etkili olabilir. Dolayısıyla bu proteinleri kodlayan genler, KOAH 
hastalarında pulmoner amfizem gelişiminin önlenmesinde yeni hedef genler arasında 
gösterilebilir. 

 

Mart 2016, 77 sayfa. 

Anahtar kelimeler: Pulmoner amfizem, lizil oksidazlar, HIF-1α, COMMD1, PTEN.  
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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-1α), COMMD1 (an effective protein on copper metabolism)  and 
phosphatase and tensin homolog (PTEN) were measured by Western blotting in the 
tissue samples. HIF-1α 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-1α, COMMD1 and PTEN protein levels and an increase in HIF-1α activation in 
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pulmonary emphymatous tissues comparing with control tissues. These results suggest 
that the reductions of HIF-1α 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-1α 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-1α, COMMD1, PTEN.  

 



1 
 
 

 

1. GİRİŞ 

Pulmoner amfizem, akciğerde artan oksidatif stres, proteaz-antiproteaz dengesizliği, 

pulmoner epitel ve endotel hücrelerinde apoptozun uyarıldığı ve bu değişimlere bağlı 

olarak alveolar alanda hasarın meydana geldiği patolojik bir durumdur. Genişleyen 

alveoller ve alveollerin sayısındaki azalma, akciğer elastikiyetinde kayıp, akciğerlerin 

hava ile şişmesi ve solunum gazlarının değişim oranının düşmesi pulmoner amfizemin 

tipik göstergeleridir.  Pulmoner amfizemin gelişiminde organizmanın yaşı, beslenme 

yetersizliği, çocukluk döneminde geçirilen solunum hastalıkları, hava kirliliği, mesleki 

maruziyetler ve kronik sigara içiciliği oldukça etkilidir (Morris ve Sheppard, 2006). 

Pulmoner amfizem, sıklıkla kronik obstrüktif akciğer hastalığı (KOAH)’nın bir parçası 

olarak kabul edilmektedir. KOAH, genişlemiş alveoller ve ilerleyen alveol kaybı ile 

karakterize edilen amfimatöz alanlar, kronik bronşit ve inflamasyon ile birlikte seyreder. 

Diğer yandan, amfimatöz akciğer hasarı sigara içicisi olmayan insanlarda da gelişebilir. 

Örneğin insan bağışıklık yetmezlik virüsü-1 enfeksiyonu ya da hipersensitif pnömoni 

hastalarında, kronik bronşit ve astım hastalarında da görüldüğü rapor edilmiştir 

(Taraseviciene-Stewart ve Voelkel, 2008). 

Dünya üzerinde yaklaşık olarak 600 milyon KOAH hastası bulunmaktadır. Yapılan 

araştırmalarda, KOAH görülme sıklığının erkeklerde daha fazla olduğu belirlenmiştir. 

KOAH’ın görülme sıklığı ve KOAH kaynaklı ölümler, yaşa bağlı olarak artar; 40 yaş 

üstü bireylerde daha fazla görülür. KOAH hastalarında ölümlerin  % 20’si amfizeme, % 

80’i de ağır kronik inflamasyona bağlıdır. Bu hastalarda KOAH’a bağlı ölüm nedeni 

olarak, solunum yetmezliği gösterilmektedir (Tuder ve diğ., 2003). Her yıl, KOAH 

hastalarının yaklaşık 2,7 milyonu ölmektedir. Amerika’daki hastalık kontrol ve 

engelleme merkezinin verilerine göre, KOAH, kanser ve kalp hastalıklarından sonra en 

fazla ölüme sebep olduğu için ölümcül hastalıklar arasında dördündü sıradan üçüncü 

sıraya alınmıştır (Turino, 2011). Türk Toraks Derneği, ülkemizde yaklaşık 2,5-3 milyon 

KOAH hastası bulunduğunu ve solunum hastalıklarına bağlı ölümlerin % 61,5’nin 

KOAH nedeniyle olduğunu rapor etmektedir. Klinik araştırmalar ve hasta kayıtları, 

KOAH hastalarında 10 yıl içinde akciğer kanserine yakalanma riskinin ve buna bağlı 
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ölümlerin, sağlıklı akciğere sahip bireylerle karşılaştırıldığında 4-5 kat yüksek olduğunu 

göstermektedir (Raviv ve diğ., 2011). 

KOAH’ın önemli sebeplerinden biri sigara içiciliğidir. KOAH hastalarında görülen 

pulmoner amfizemin nedeni olarak da sigara içiciliği gösterilmektedir. İngiliz 

epidemiyolojistler Fletcher ve Peto (1977),  kronik bronşit ile amfizemin en önemli 

sebebi olarak kronik sigara içiciliği fikrini önermişlerdir. Dünyada yaklaşık 1,1 milyar 

insan sigara içmektedir. Ne yazık ki bu sayının 2025’de 1,6 milyardan daha fazla olması 

öngörülmektedir (Tuder ve diğ., 2003). Sigara içiciliğindeki bu artış, KOAH’ın görülme 

sıklığının artacağının sinyallerini vermektedir. Dünyada sık görülen ve ölümle 

sonuçlanabilen KOAH’ın tedavisi, bronkodilatör-steroit ilaçlar ve hastaya oksijen 

takviyesi ile sınırlıdır ve çoğunlukla hastalığın semptomlarını azaltmaya yöneliktir. 

Dolayısıyla daha etkili yeni tedavi yöntemlerinin bulunması, bu hastalıkla mücadelede 

çok önemlidir. 

Pulmoner amfizemli hayvan ve insan akciğerleri üzerinde yapılan çalışmalar ile 

amfizem etiyolojisi aydınlatılmaya çalışılmıştır. Bu çalışmaların sonuçları sigara 

içiciliği, akciğerde gelişen proteaz/antiproteaz dengesizliği ve kronik inflamasyonun 

pulmoner amfizemin gelişiminde etkili olduğunu göstermektedir. Sigara içicisi olan 

insanların akciğerleri yanı sıra sigara dumanına maruz bırakılan kemirgen 

akciğerlerinde de amfimatöz lezyonlar oluşur (Bartalesi, 2005). KOAH hastalarının 

serumlarında, bir antiproteaz olan alfa-1 antitripsin (AAT) seviyelerinin azaldığı 

saptanmıştır (Tuder ve diğ., 2006). AAT geni çıkarılan farelerde sigara dumanı 

maruziyeti sonucunda amfizem geliştiği gözlenmiştir (Liu ve diğ., 2004). Dokudaki 

proteazların aktivitesini kontrol eden antiproteazların miktarının azalmasının dokunun 

proteazlarca yıkımına neden olabileceği fikri, pulmoner amfizem gelişiminde 

proteaz/antiproteaz dengesizliği hipotezinin temelini oluşturmaktadır. Proteazların 

pulmoner amfizem oluşumundaki etkisi deneysel hayvan modelleri üzerinde test 

edilmiştir. Hayvanlara intratrakeal yoldan elastaz ya da papain gibi matriks azaltıcı 

enzimlerin verilmesi sonrasında amfimatöz lezyonların meydana geldiği gözlenmiş ve 

akciğerde elastik fibril yıkımı ile genişleyen alveollerin oluşumu arasındaki ilişki 

açıklanabilmiştir (Kawakami ve diğ., 2008; Antunes ve Rocco, 2011). Sigara dumanı 

solutulan hayvanların akciğerinde proteaz miktarında artışın olduğu birçok çalışmada 
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ortaya konmuştur. Ayrıca, proteazlarca dokuda meydana gelen yıkımının ve sigara 

dumanının, akciğerde başta nötrofiller olmak üzere makrofaj ve T hücreleri gibi diğer 

inflamatuvar hücrelerin alveolar alanlara infiltrasyonunu uyardığı ve amfimatöz 

lezyonların geliştiği saptanmıştır (Sharafkhaneh ve diğ., 2008). Böylelikle 

proteaz/antiproteaz dengesizliği yanı sıra akciğerde uyarılan inflamasyonun da amfizem 

gelişimine katkı sağladığı anlaşılmıştır. Tuder ve diğ. (2006), inflamatuvar hücrelerin 

birer proteaz kaynağı olduklarını ve pulmoner amfizem patogenezinde etkili olduklarını 

söylemektedirler. Diğer yandan KOAH hastalarının akciğerlerindeki amfimatöz 

alanlarında, alveolar duvar hücrelerinin apoptoz ile öldükleri tespit edilmiştir. Bu 

çalışmada alveolar epitel hücrelerinde görülen apoptozun, sigara içen ve sigara içicisi 

olamayan sağlıklı bireylere göre oldukça fazla olduğu belirtilmektedir  (Yokohori ve 

diğ., 2004). Sigara dumanı solutulan fareler üzerinde yapılan deneysel çalışmalarda, 

poteazların hedefi haline gelen alveolar epitel hücrelerinde vasküler endotelial büyüme 

faktörü (VEGF) ve reseptörünün inaktivasyonuna bağlı olarak apoptozun arttığı ve 

bunun sonucu olarak da amfizemin oluştuğu tespit edilmiştir (Tang ve diğ., 2004; 

Petrache ve diğ., 2005). Ayrıca, transgenik fareler üzerinde yapılan çalışmalarda elastik 

fibrillerin sentezlenememesi durumlarında da pulmoner amfizemin gelişebileceği rapor 

edilmektedir. Örneğin fibulin-5 geni çıkarılan farelerde akciğer gelişiminde elastik 

fibrillerin oluşamaması nedeniyle amfimatöz alanlar meydana gelmektedir (Liu ve diğ., 

2004). Elastin geni çıkarılan farelerde de hava yollarında meydana gelen yoğun 

genişlemeler sonucunda erken ölümlerin olduğu saptanmıştır (Tuder ve diğ., 2003) . 

Sigara içiciliğinin etkisiyle akciğerde artan proteaz/antiproteaz dengesizliği, 

inflamasyon, oksidatif stres, değişen matriks remodellenmesi, apoptoz ve elastin 

biyogenezindeki anomaliler, KOAH etmenleri arasında yer alır. Tüm bu süreçler 

KOAH’ın patogenezini oluştururken birbirlerinden bağımsız değillerdir. Bu süreçlerin 

oluşum ve gelişiminde hepsinin birbiri ile etkileşimi söz konusudur (Demedts ve diğ., 

2006). Pulmoner amfizemde yeni tedavi yöntemlerinin geliştirilmesinde, hastalığın 

oluşum aşamalarının bilinmesi oldukça önemlidir. Ayrıca deneysel çalışmalardan elde 

edilen verilerin, klinik çalışmalar ile desteklenmesi gerekir. Çünkü oluşturulan deneysel 

pulmoner amfizem veya pulmoner amfizemin eşlik ettiği KOAH modellerinde hastalık 

patogenezinde bazı farklılıklar vardır. Deneysel pulmoner amfizem modelleri,  insanda 

meydana gelen pulmoner amfizemin tüm karakteristik özelliklerini sıklıkla 

gösterememektedir. Bu hastalığın patogenezine baktığımızda, sigara içimiyle reaktif 
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oksijen türlerinin ve proteolitik enzimlerin salınımıyla inflamatuar hücreler alveolar 

alanlarda birikir ve bu da akciğerlerde matriks yıkımına ve hücre ölümlerine neden olur. 

Buna rağmen, çeşitli hayvan modellerinde, amfizem gelişimi boyunca inflamasyonda 

azalma olduğu, ancak alveolar hücrelerde ve endotelial hücrelerde ölümün fazla olduğu 

rapor edilmiştir (Tuder ve diğ., 2003). Hayvanlar ve insanlardaki pulmoner amfizem 

patogenezi arasında görülen bu farklılıklar göz önüne alındığında, amfizemli insan 

akciğerlerinden elde edilen bulguların hastalık patogenezini anlamada ve yeni tedavi 

yaklaşımlarının önerilmesinde oldukça değerli olduğu söylenebilir. 

Bugüne kadar yapılan deneysel çalışmalarda, çeşitli antioksidan, antiapoptotik, 

proteaz/antiproteaz dengesizliğini azaltan moleküllerin kullanımı ile pulmoner amfizem 

tedavisinde iyi sonuçlar elde edilse de,  bu moleküllerin çoğu klinikte test edilmemiştir. 

Son zamanlarda pulmoner amfizemin tedavisinde “elastik fibril yıkımının önüne 

geçilmesinin” bu hastalıkla mücadelede önemli olduğu düşünülmektedir. Elastik 

fibrillerin esas proteini elastindir. Elastin proteininin elastazlarca sindirimi elastik 

fibrillerin yıkımına neden olur.  Elastazın intratrakeal olarak uygulanmasıyla pulmoner 

amfizem oluşturulan hayvan modellerinde, elastik fibril yıkımı, alveolar yapıda 

bozulma ve gaz değişiminde azalma meydana geldiği tespit edilmiştir (Griffiths ve diğ., 

1993). Sigara içimi akciğerlerde nötrofil sayısını arttırır ve nötrofil elastazların 

salınımını uyarır (Sharafkhaneh ve diğ., 2008). Salınan nötrofil elastazlar, AAT azlığı 

nedeniyle inhibe edilemez ve artan proteoloitik aktiviteye bağlı olarak elastik fibrillerin 

yıkımını gerçekleştirerek amfizem oluşumunu sağlarlar. Fera ve diğ. (1986) sağlıklı 

gönüllüler ile yaptıkları çalışmada, sigara içiminin bu bireylerin bronşiyoalveolar 

sıvılarında nötrofil elastaz miktarını arttırdığını bulmuştur. Ayrıca AAT geni çıkarılan 

hayvanlarda makrofajlardan salınan elastazların, kronik sigara dumanı maruziyeti 

sonucu akciğerlerde amfimatöz alanların oluşumuna katkı sağladığı tespit edilmiştir 

(Hautamaki ve diğ., 1997).  Deneysel olarak pulmoner amfizemin uyarıldığı sıçanlar ve 

farelerde, elastaz aktivitesinin baskılanması ile elastik ve kollagen fibril sentezinin hızla 

tekrar başladığı ve alveolar alandaki yapısal hasar derecesinin azaltılabileceği 

gösterilmiştir (Sharafkhaneh ve diğ., 2008). Bu veri,  daha önceleri geri dönüşümsüz 

olarak tanımlanan amfizemin aslında geri dönüşümlü olabileceğini gösterir. Ancak bu 

iyileşme yaşa, beslenmeye ve yaşam koşullarına bağlı olarak değişebilir.  
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Elastik fibriller, tropoelastin monomerlerinin bir araya gelmesiyle oluşan elastin 

proteinden oluşan bir öz ve onu çevreleyen mikrofibrillerden meydana gelir (Kielty ve 

diğ., 2002). Komşu tropoelastin molekülleri rastgele bir araya toplanır ve daha sonra 

monomerler arasında lizil oksidaz (LOX) ailesine ait enzimler tarafından çapraz bağlar 

kurularak elastin polimerleri oluşturulur (Kielty ve diğ., 2002; Mithieux ve Weiss, 

2005; Kielty, 2006). LOX’lar bakır bağımlı çalışan amin oksidazlardır. Sıçanlarla 

yapılan deneysel çalışmalarda hayvanların bakır eksik diyetle beslenmesi sonrasında 

pulmoner amfizemin geliştiği saptanmıştır (O’Dell ve diğ., 1978). Sıçanlarda ve 

hamsterlarda, bakır eksik diyetle beslenildiğinde akciğerlerde amfimatöz alanlar 

geliştiği rapor edilmiştir (O’Dell ve diğ., 1978; Soskel ve diğ., 1984). Lizil oksidaz 

benzeri protein-1 (LOXL1) geni eksik sıçan fibroblast hücrelerinde elastik fibril 

birikimi gerçekleşememektedir (Thomassin ve diğ., 2005). KOAH’ın en önemli 

nedenlerinden biri olan sigara içimi ile LOX geninin ekspresyonu baskılanır, buna bağlı 

olarak da LOX enzim miktarı azalır ve akciğerlerde amfizemin gelişir (Li ve diğ., 

2011). Kida ve Thurlbeck (1980), genç farelerde LOX inhibisyonu sonucu amfimatöz 

lezyonlar tespit edildiğini rapor etmişlerdir. İnsanlarda pulmoner amfizem gelişiminde 

LOX ailesine ait enzimlerin etkili olduğuna dair herhangi bir veri bulunmamaktadır. Bu 

nedenle çalışmamızda, LOX ailesine ait enzimlerin pulmoner amfizem patogenezindeki 

etkileri KOAH hastalarında araştırılmıştır. 

LOX geninin ekspresyonundan sorumlu olan en önemli transkripsiyon faktörü, 

hipoksiya ile uyarılan faktör-1 (HIF-1) proteinidir. HIF-1, iki alt ünitenin (HIF-1 alfa ve 

beta: HIF-1α ve HIF-1β) birleşmesi ile oluşan heteromerik bir proteindir. LOX 

promotörü analiz çalışmalarında, bu promotör bölgenin evolusyonel gelişim sürecinde 

oldukça iyi korunduğu ve sıçan, fare ve insan LOX gen ekspresyonunun kontrolünün 

benzer olabileceği ileri sürülmektedir (Pez ve diğ., 2011). Sıçanlarla yapılan çalışmanın 

sonuçlarına göre, sigara dumanı ile histon deasetilazın inhibisyonu p53 gen 

ekspresyonunu arttırır. P53 ekspresyonunun artması HIF-1α’nın ekspresyonunu azaltır. 

Yetersiz HIF-1 aktivasyonu, LOX geninin transkripsiyonunu bozar. Böylece elastin ve 

kollagenin çapraz bağlanması bozulur ve akciğer dokusunda meydana gelen hasar 

sonucu amfizem gelişir (Mizuno ve diğ., 2010). Diğer yandan KOAH hastalarında HIF-

1α’nın akciğer dokusunda miktarının azaldığı gösterilmiştir (Yasuo ve diğ., 2011). 

Ayrıca bakır eksikliği nedeniyle gelişen amfizemin oluşumunda, HIF-1α’nın 
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aktivasyonundaki bozulma sonucu HIF-1α hedef genlerinin ekspresyonundaki 

azalmanın etkili olduğu ileri sürülmüştür (Mizuno ve diğ., 2012). 

HIF-1α proteinin sentezi,  fosfotidilinositol-3-kinaz (PI3K) hücre içi sinyal yolağı ile 

kontrol edilir. Çeşitli kanser hücre hatlarında yapılan çalışmalarda, PI3K oluşumunu 

engelleyen tümör baskılayıcı fosfataz ve tensin homoloğunun (PTEN, PI3K/Akt sinyal 

yolu inhibitörü) hücrelerde uyarılmasıyla, hücrelerde HIF-1α birikiminin azaldığı ifade 

edilmektedir (Zundel ve diğ., 2000). Ayrıca, PTEN geni eksik gliyobilastoma 

hücrelerinde, PTEN eksikliği nedeniyle PI3K/Akt sinyal yolunun uyarıldığı ve buna 

bağlı olarak HIF-1α seviyesinin arttığı rapor edilmektedir (Jiang ve diğ., 2001). Bu 

çalışmaların sonuçları, PTEN’nin PI3K/Akt sinyal yolu üzerinden HIF-1α sentezini 

kontrol edebileceğini açıkça göstermektedir. Diğer yandan, yine çeşitli kanser hücre 

hatlarında yapılan çalışmalarda,  COMM domain-bağlı 1 (COMMD1) proteininin    

HIF-1α ve β dimerizasyonuna engel olarak, HIF-1 proteininin aktivitesini azalttığını ve 

DNA’ya bağlanmasını engellediğini ortaya koymaktadır (Wang ve diğ., 1995). 

Farelerde yapılan bir çalışmada COMMD1’in hipoksiya varlığında HIF-1α’yı azaltarak 

HIF-1 aktivasyonunu düzenlediği gösterilmiştir. Ayrıca yapılan tümör çalışmalarına 

göre COMMD1, HIF-1α’yı inaktive ederek tümör invasyonunu etkilediği gösterilmiştir 

(Van de Sluis ve diğ., 2010). 

Yukarıda bahsedilen deneysel çalışmaların verilerine dayanarak, çalışmamızda, aktif 

LOX, LOXL1 ve lizil oksidaz benzeri protein-2 (LOXL2) proteinlerinin 

ekspresyonlarındaki değişimlerin, insanlarda pulmoner amfizem gelişiminde etkili olup 

olmadıkları ilk kez araştırılmıştır. Aktif LOX, LOXL1 ve LOXL2 proteinlerinin 

seviyelerindeki azalmaların elastik fibril biyogenezini bozarak, sigara içicisi insanlarda 

pulmoner amfizem oluşumuna katkı sağlayabileceğini düşünmekteyiz (Şekil 1.1:). 
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Şekil 1.1: Çalışmada öngörülen hipotez şematize edilmiştir. Sigara içicisi olan insanlarda 
HIF-1α  protein miktarındaki azalma, akciğerde aktif LOX, LOXL1 ve LOXL2 
proteinlerinin miktarında azalmaya neden olur ve elastik fibril biyogenezinde meydana 
gelen aksamalar sonucunda pulmoner amfizem gelişebilir. LOX enzim ailesinin 
ekspresyonlarını kontrol eden HIF-1α  protein miktarındaki azalmadan dokuda miktarı 
artan COMMD1 ve PTEN proteinleri sorumlu olabilir. 

 

Çalışmamızın amaçları ve çıktıları şöyle sıralanabilir. 

Amaçlar: 

• Amfizemli insan akciğerinde LOX, LOXL1 ve LOXL2 proteinlerinin 

miktarındaki değişimleri saptamak ve pulmoner amfizem patogenezinde etkili 

olup olmadıklarını test etmek. 

• İnsanlarda pulmoner amfizemde elastik fibril anomalilerinden sorumlu olduğunu 

düşündüğümüz aktif LOX, LOXL1 ve LOXL2 proteinleri ile HIF-1α proteinleri 

arasındaki biyolojik ilişkiyi açıklamak. 

• Pulmoner amfizemde, COMMD1ve PTEN proteinlerinin miktarlarını belirlemek 

ve bu proteinler üzerinden HIF-1α  sentezindeki muhtemel değişimleri 

açıklamak. 
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• Yukarıdaki amaçlar doğrultusunda, pulmoner amfizemin tedavisinde 

kullanılabilecek yeni moleküller önermek. 

 
 
Çıktılar: 
 
Pulmoner amfizemde, alveoller esnekliklerini kaybederler, içlerindeki hava gerektiği 

gibi dışarı atılamaz ve akciğerler şişer. Amfizemin en önemli nedeni sigara 

kullanımıdır. Bu nedenle dünyada sıkça görülen hastalıklar arasında yer almaktadır. 

Günümüzde amfizemin iyileştirilmesinde kullanılan kesin bir tedavi yöntemi 

bulunmamaktadır. Çalışmamızda, amfizemli insan akciğer örneklerinde aktif LOX, 

LOXL1 ve LOXL2 enzimlerinin protein miktarlarındaki değişimler araştırılacaktır. 

Ayrıca bu değişimlerin nedeni, HIF-1α, COMMD1 ve PTEN proteinlerinin sentezleri 

incelenerek açıklanmaya çalışılacaktır. Böylece insanlarda pulmoner amfizemin 

tedavisine yönelik yeni hedef moleküllerin ve tedavi yaklaşımlarının önerilmesi 

mümkün olacaktır. 
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2. GENEL KISIMLAR 

2.1. PULMONER AMFİZEM 

 

Patolojik olarak genişlemiş hava boşlukları yanı sıra alveol duvarında meydana gelen 

hasar ve kayıpla karakterize edilen pulmoner amfizem, insanlarda ilk olarak 17. yüzyılın 

sonunda Amsterdam’da Ruysch tarafından tanımlanmıştır. Ayrıca 19. yüzyılda Fransız 

doktor Laennec tarafından otopsi çalışmaları sonrasında şu şekilde bir not alınmıştır: 

“Hava keseleri çok çeşitli boylarda olabilir; darı tohumundan daha küçük ya da bir vişne 

çekirdeğinden yada fasulye tanesinden daha büyük gibi. Büyük boydaki hava keseleri 

alveolar duvarların bozulmasını takiben komşu alveollerin birleşmesiyle oluşur” 

(Taraseviciene-Stewart ve Voelkel, 2008). Pulmoner amfizemin patolojisini açıklamaya 

yönelik araştırmalar 1950’li yıllarda başlar. İlk öne sürülen hipotez, dokuda gelişen 

elastaz/antielastaz dengesizliğinin pulmoner amfizeme neden olduğu ile ilgilidir ve 

1960’lı yıllardan itibaren detaylı olarak araştırılmaya başlanmıştır. Günümüzde ise 

elastik fibril yıkımı yanı sıra birbiri ile ilişkili olan birçok etmenin (oksidatif stres, hücre 

ölümü, inflamasyon ve artan proteaz aktivitesi gibi) pulmoner amfizem patogenezinde 

aktif rol oynadığı bilinmektedir. 

 

2.1.1. Pulmoner Amfizemin Sınıflandırılması  

 

Pulmoner amfizem, insanlarda sekonder pulmoner loblardaki amfimatöz alanların 

dağılımına göre sentriasinar, panasinar, distal asinar ve irregular (düzensiz) amfizem 

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

Sentriasinar amfizem, respiratör bronşiollerin genişlemesiyle karakterize edilir ve 

pulmoner amfizemin en yaygın görülen tipidir (Leopold ve Gough, 1957).  Sentirasinar 
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amfizem gelişiminin sigara içiciliği ile sıkı bir ilişkisi olduğu düşünülmektedir (Satoh 

ve diğ., 2001).  

Panasinar amfizem, sekonder lobüllerdeki eşit dağılmış amfimatöz değişimlerle 

sonuçlanan, respiratör bronşiollerinden alveollere doğru uzanan hava yollarının tek düze 

genişlemesiyle karakterize edilir (Thurlbeck, 1995). Panasinar amfizemin en büyük 

etmenlerinden biri olarak AAT eksikliği gösterilmektedir (Eriksson, 1965). Sentriasinar 

amfizem akciğerlerin üst kısımlarında görülmesine karşın, panasinar amfizem yaygın 

olarak akciğerlerin alt kısımlarında gözlenir (Thurlbeck, 1963). 

Distal asinar ya da paraseptal amfizem, lobüllerin periferinde genişlemiş hava boşlukları 

ile karakterize edilir (Thurlbeck, 1995). Akciğerlerin üst kısımlarında dorsal yüzeyleri 

boyunca rastgele meydana gelen distal asinar amfizem, sıklıkla fibrozis ve diğer 

amfizem tipleri ile ilişkilidir.  

İrregülar pulmoner amfizemin lobüllerdeki tutulumu düzensiz olduğundan “irregülar” 

amfizem olarak adlandırılır. Ayrıca bu amfizem çeşidi pulmoner fibrozis ile birlikte çok 

sık görülür. 

 

2.1.2. Pulmoner Amfizemin Moleküler Mekanizması 

 

Proteazlar, akciğer ekstrasellular matriks (ECM) proteininlerini enzimatik olarak 

yıkarken, antiproteazlar da proteazların aktivitesini düşürerek bu yıkıma karşı koruma 

sağlayan proteinlerdir. Gerek klinik gerekse pulmoner amfizemli deneysel hayvan 

modelleri üzerinde yapılan çalışmalarda, proteaz ve antiproteaz dengesizliğinin rolü 

detaylı olarak araştırılmış ve amfizemli dokuda proteaz miktarı ve proteaz 

aktivitesindeki artışın, antiproteazlarca tolore edilememesinden dolayı, doku yıkımına 

neden olduğu ortaya koyulmuştur. Araştırmalarda elastaz, çeşitli matriks 

metalloproteinazlar (MMP) ve katepsinler öne çıkan proteazlardandır. Ayrıca 

amfimatöz dokularda kaspazların aktivitelerinde de bir artışın olduğu bu araştırmalarda 

rapor edilmiştir. Bu da proteaz/antiproteaz dengesizliğinin beraberinde alveolar septal 

hücrelerdeki ölümlerinin de pulmoner amfizem patogenezine katkı sağladığını 
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göstermektedir. İnflamatuar hücrelerinden salınan proteazların aktivitesi, alveolar 

duvardaki hücrelerde bulunan proteazlar doku onarımının devamında yapıyı işgal 

ederken, antiproteazları inhibe eder ve sonrasında nötrofil ve makrofaj elastazlar 

sonradan kazanılan bağışıklığın bir parçası olarak proteaz aktivitesine katılır. 

amfizemde ve amfizem modellerinde elastik fibril ve kollagen yıkımının artarak akciğer 

doku hasarına neden olduğu rapor edilmiştir. Daha önce söylendiği gibi alveolar 

alandaki makrofajlar, endotelial hücreler ve epitelial hücrelerde proteaz aktivitesinin 

artışı, oksidatif stres, kaspaz bağlı ve bağlı olmayan hücre ölümü ile yakından ilişkilidir. 

Örneğin, amfizemin kemirgenler ile oluşturulmuş modelinde, kaspaz ve MMP 

inhibitörleri ve AAT gibi antioksidanlar hücre ölümünü inhibe ettiği rapor edilmiştir 

(Tuder ve diğ., 2003). Bu çalışma grubu ayrıca, AAT’nin proteoliziz/oksidatif 

stres/hücre ölümü döngüsünü durdurabileceğini ve kemirgenlerde deneysel amfizeme 

karşı koruyabileceğini bu araştırma ile söylemişlerdir. Bu teoriyi destekleyecek şekilde, 

AAT eksikliği olan bireylerde sigara içimi sonucu amfizem geliştiği görülmüştür. 

Karaciğerde sentez edilen, serum ve dokularda yaygın olarak bulunan AAT, 

nötrofillerden salgılanan proteazların major inhibitörüdür (Husein, 2005; Wright ve 

Churg, 2006). AAT eksikliği ile ilişkili en yaygın fenotipli bireylerin            % 80’inde 

erken yaşta, sigara içimiyle birlikte şiddeti artan semptomatik amfizem gelişmektedir. 

Aynı zamanda proteaz/antiproteaz dengesizliği akciğer de yapısal hücrelerin ya da 

inflamatuar hücrelerinin ortama çeşitli proteazlar salgılamasını tetikler. Sigara 

dumanındaki organik fazlar ve gazlardaki oksidantların yüksek seviyeleri inflamasyonu 

ve proteaz aktivitesini arttıran etmenlerdir. Hücresel sinyalizasyonlar, antiproteaz 

fonksiyonu, hücre ölümü ve hücre çoğalması oksidatif strese bağlıdır. Normalde, 

süperoksit dismutaz ve glutatyon gibi antioksidanların desteğiyle akciğerdeki oksidatif 

hasar minimumda tutulur. Sigara dumanı bu antioksidan mekanizmaları tüketmekle 

kalmaz, dumanda bulunan serbest radikaller de doku yıkımına yol açar (MacNee, 2005). 

Amfizemde hücre ölümüyle birlikte elastik fibril yapım ve yıkımındaki anomaliler 

baskındır. Örneğin proteaz/antiproteaz hipotezini destekleyici şekilde elastini yıkan 

proteolitik enzim papainin intratrakeal enjeksiyonunun ardından amfizem geliştiği rapor 

edilmiştir (MacNee, 2003). Akciğerdeki nötrofil sayısını arttıracak ya da elastaz içeren 

granüllerini salgılatacak herhangi bir uyarı elastolitik aktiviteyi uyarabilir ve bunun 

sonucunda amfizem gelişimi görülebilir. Elastik fibrillerin yıkımından AAT eksikliği 
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olanlarda öncelikli olarak nötrofillerdeki elastaz sorumluyken, sigara ile ilişkili 

pulmoner amfizemde makrofajlardan salınan proteazlar da önemli rol oynar (Wright ve 

Churg,  2006).  Fareler ile oluşturulan bir deney grubunda potansiyel elastolitik proteaz 

olan makrofaj MMP-12’nin artmış olması amfizem ile ilişkili olduğu göstermiştir 

(Woodruff ve diğ., 2005). Makrofaj MMP-12’in genetik delesyonu farelerle yapılan bir 

başka amfizem modellemesinde amfizem oluşumunu zayıflatmıştır (Hautamaki ve diğ., 

1997). AAT degredasyonu ile MMP-12’in elastolizisin gelişiminde oldukça etkili 

olduğu gösterilmiştir ve böylece nötrofil elastazlarında lokal aktivitesinin artışı 

tetiklenmiştir (Shapiro ve diğ., 2003). Ayrıca MMP-12 diğer matriks 

metalloproteinazların ve proinflamatuar sitokin tümör nekroz faktör-α’ın 

aktivasyonunda da kritik rol oynar. Öte yandan, nötrofil elastaz, MMP-12, katepsin S ve 

MMP-9 (Gelatinaz B) amfizemin hayvan modellerinde araştırılmıştır. Katepsin S 

intraselülar proteolizizde etkili olan lizozomal sisteinal endopeptidazların bir üyesidir. 

Katepsin S’in öncelikli kaynağı aktif makrofajlardır. Deneysel modellemelerde katepsin 

S’in genetik delesyonunun amfizemi zayıflattıığı söylenmiştir (Zheng ve diğ., 2000). 

MMP-9’da, özellikle tip IV ve tip V kollagenlerin degrede eden elastolitik ekstraselular 

kollagenazdır. MMP-9’un artışının amfizeme yol açtığı çeşitli hayvan çalışmalarında 

gösterilmiştir. Ohnishi ve diğ. (1998) normal akciğer ve amfimatöz akciğerlerde 

yaptıkları karşılaştırma ile alveolar makrofajlar ve alveolar septal hücrelerde diğer bir 

metallaproteinaz olan MMP-2 (Gelatinaz A)’nin arttığını rapor etmişlerdir. Yapılan 

deneyler, normal akciğerler ile amfizemli akciğer örneklerinin karşılaştırıldığında 

MMP’lerin amfizemde arttığını göstermektedir. İmmünohistokimyasal olarak 

MMP’lerin endotel, epitel ve inflamatuar hücrelerde artışı gösterilmiştir (Bergeron ve 

Boulet, 2006; Sziasi ve diğ., 2006). 

Bunun yanı sıra ortamda bulunan CD8+ T hücrelerinin, alveol epitelinde apoptozise yol 

açarak ya da makrofajların toplanmasını sağlayarak, elastik fibrillerin yıkım sürecine 

katıldığı düşünülmektedir. Sigara dumanının olasılıkla VEGF reseptörlerini inhibe 

ederek endotel fonksiyonlarını bozduğu ve böylelikle apoptozise yol açtığı 

söylenmektedir. Sigara içimi sonucu, nikotin direkt olarak kemoatraktan etkisiyle 

nötrofil ve makrofajları ortama çekerken, sigara dumanında bulunan reaktif oksijen 

türevleri de inflamasyona katkı sağlar (Kanazawa ve diğ., 2003). 
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2.2.ELASTİK FİBRİLLER 

 

Elastik fibriller, akciğerlerde alveol cidarlarında, atardamar duvarında, deride ve idrar 

kesesi stromasında yaygın olarak bulunur. Elastik fibriller, bulunduğu organlarda 

esnekliği sağlayarak organların normal fizyolojik fonksiyonlarını devam ettirmesine 

yardımcı olur. Elastik fibril kaybına bağlı olarak dokuda gelişen elastikiyet kaybı, 

yaşlanmaya, amfizeme, bazı damar ve deri hastalıklarına neden olur.  

Elastik fibriller, elastin proteininden oluşan amorf bir öz ve elastin birikimi için gerekli 

yapı iskeletini oluşturan mikrofibrillar proteinlerden oluşur (Cleary ve Gibson, 1996). 

Elastin proteini, ECM’de bulunan elastik fibrillerin en önemli yapısal proteinidir. 

Hidrofobik protein olarak bilinen elastin, lizin artıklarındaki yaygın çapraz bağlanmalar 

nedeniyle yoğun, çözülmez bir protein halini alır. İnsanlarda, elastinin tüm amino asit 

sekanslarının % 70’i hidrofobik amino asitler olan glisin, valin, alanin ve prolinden 

meydana gelir ve amino asit artıklarının % 30’undan fazlası glisin artıklarıdır. Elastin, 

akciğerlerde % 3-7,  aort ve büyük kan damarlarında % 28-32, bağ dokuda yaklaşık 

olarak % 50, tendonlarda % 4 ve deride % 2 oranında bulunur (Vrhovski ve Weiss 

1998; Debelle ve Tamburro, 1999). Akciğerlerde ve diğer organlarda elastin proteini 

fibroblastlar,  miyofibroblastlar, mezotelial hücreler, endotelial hücreler, düz kas 

hücreleri ve kondroblastlar tarafından üretilir. Akciğerlerin alveolar alanlarında bol 

miktarda bulunan elastik fibriller,  alveollerin duvarlarında yerleşerek soluk alma 

sırasında alveolleri açar ve alveolar septalarda genişlemeyi uzamayı sağlar. Akciğerlerin 

gaz değişim bölgelerinde elastik fibrillerin çözülmesi ve zarar görmesi, alveollerde 

elastikiyet kaybına, değişmiş alveolar yapıya ve dolayısıyla amfizem gelişmesine neden 

olabilir (Turino ve diğ., 2011). 

Elastin proteini tropoelastin moleküllerinin bir araya gelmesi ile oluşturulur. 

Tropoelastin molekülü, insanlarda 7q11 kromozomunda yerleşen tek bir gen tarafından 

kodlanır (Vrhovski ve Weiss, 1998). Hücrelerde sentezlenen tropoelastin molekülleri, 

yaklaşık 70 kDa ağırlığında suda erir bir protein olarak hücre dışına salgılanır. 

Tropoelastin molekülleri arasındaki çapraz bağlanmalar ile ECM’de tropoelastin 

yığınlarını oluşturulmaya başlanır. Bu çapraz bağlanmalarda LOX proteinleri ve hücre 

yüzey glikozaminoglikanları görev alır. ECM’de biriken tropoelastin yığınları, elastin 
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yığınları olarak adlandırılır. Fibulin proteinleri, LOX’larla birlikte tropoelastin 

molekülleri arasında çapraz bağlanmaları kolaylaştırır ve tropoelastin moleküllerinin 

elastin yığınları halinde ECM’de birikmesini sağlar (Şekil 2.1:). Yeni sentezlenen 

tropoelastin moleküllerinin de mevcut elastin yığının katılması ile ECM’de elastin 

proteini birikimi artar. Elastin yığını ECM’deki mikrofibriller üzerine transfer edilir. 

LOX ve fibulin proteinleri aracılığı ile mikrofibriller üzerindeki elastin yığınları 

arasında çapraz bağlanmalar kurulur ve elastik fibriller oluşur (Papke ve Yanagisawa, 

2014). LOX proteinleri ve fibulinler tropoelastin molekülleri, elastin yığınları ve hatta 

elastik fibriller arasında çapraz bağlanmalara neden olarak elastik fibrillerin oluşumu ve 

bu fibrillerin yığınlar halinde ECM’de birikiminden sorumludur (Şekil 2.1:). 

 

Şekil 2.1: Elastik fibril biyosentezi (Kielty ve diğ., 2002’den değiştirilerek hazırlanmıştır). 

 

2.3.LİZİL OKSİDAZLAR 

Lizil oksidazlar (E.C 1.4.3, protein-lizin 6-oksidaz) amin gruplarını reaktif aldehitlere 

okside eden bakır bağımlı enzimlerdir. LOX enzimlerinin en önemli görevleri, elastik 

fibril oluşumunu ve elastik fibrilerin ECM’de birikimini sağlamak, ayrıca elastik 

fibrillerin birbirleri ve kollagenler ile çapraz bağlanmalarını katalizlemektir. LOX’lar 
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elastinin lizil artıklarının ve kollagen hidroksilizil ve lizinin ε-amino grubunun oksidatif 

deaminasyonunu katalizler (Smith-Mungo ve Kagan, 1998; Maki ve diğ., 2005). 

İnsanda 5 beş farklı LOX enzimi tanımlanmıştır: LOX, LOXL1, LOXL2, LOXL3 ve 

LOXL4 (Tablo 2.1:). LOX enzim ailesinin üyelerinin her birinde, C terminal bölgede 

yer alan büyük ölçüde korunmuş katalitik bölge bulunurken, bu enzimlerin N terminal 

bölgelerindeki amino asit dizilimi farklılık gösterir. N terminal bölgesindeki bu 

değişiklikler LOX enzimlerinin çeşitliliğine neden olur (Maki ve diğ., 2005). 

 
Tablo 2.1: İnsanlarda, LOX protein ailesi üyelerine ait genel bilgiler (Lopez ve diğ., 2010). 

 

Protein Gen yerleşimi 

mRNA ve 
protein 

büyüklüğü 
Yüksek mRNA seviyelerine  

sahip dokular 

LOX'a 
benzerliği 

(%) 

LOX 5. kromozom 4.8 kb, 417 aa 
Akciğer, İskelet kası, Böbrek, 
Kalp 100 

LOXL1 15. kromozom 2.4 kb, 574 aa 
Akciğer, Kalp, Dalak, İskelet kası, 
Pankreas 85 

LOXL2 8. kromozom 4.0 kb, 774 aa 
Akciğer, Timus, Deri, 
Testis,Ovaryum 58 

LOXL3 2. kromozom 3.3 kb, 753 aa Kalp, Uterus, Testis, Ovaryum 65 

LOXL4 10. kromozom 3.5 kb, 756 aa İskelet Kası, Testis, Pankreas 62 
 

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

 

LOX protein ailesinin üyeleri, hücrede preproLOX öncülleri olarak sentezlenir ve 

posttranslasyonal işlenmeler sonrasında proLOX öncülü olarak hücreden salınır. Bu 

molekülün aktif forma dönüşmesi, molekülden propeptit bölgesinin ayrılmasıyla 

gerçekleşir. Aktif LOX proteinleri hedef molekülleri üzerindeki etkilerini bakır 

varlığında gösterirler (Lucero ve Kagan, 2006). 

 

LOX enzimi 417 amino asit içeren 46 kDa ağırlığında bir proteindir.  Bu enzim elastik 

ve kollagen fibriller arasındaki çapraz bağlanmalardan sorumludur  (Maki ve diğ., 

2005). LOXL1 enzimi, 32 kDa moleküler ağırlığında olup 574 amino asit içerir. 

LOXL1 elastogeneziste oldukça önemli bir rol oynamaktadır. LOXL1, elastin ve fibrilar 

kollagenler arasındaki çapraz bağlanmaları sağlamak dışında, özellikle elastinin 

ECM’de birikiminde de görevlidir. Örneğin, LOXL1 geni çıkarılan farelerde 
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elastogeneziste ciddi aksamalar görülmüştür (Kagan ve Li, 2003). LOXL2 enzimi, 

63kDa moleküler ağırlığına sahiptir ve 774 aminoasitten oluşur. LOXL2, 

elastogenezisde elastin ve fibulin-5’in ECM’de birikimi ve organizasyonundan ve 

ayrıca fibriller arası çapraz bağlanmadan sorumludur (Liu ve diğ., 2004). 

2.4. HIF-1α ve HİPOKSİK SİNYALLEME 

Dokularda düşük oksijen seviyesi (hipoksiya), kanserden infeksiyona kadar pek çok 

patolojik durumda görülebilir. Gelişen hipoksik şartlar, hücrelerde hipoksik 

sinyallemeyi başlatır. Hipoksik sinyallemede HIF-1, HIF-2 ve HIF-3 transkripsiyon 

faktörleri etkilidir. Bunlardan HIF-1 ve HIF-2 dokularda çok yaygın olarak bulunurlar. 

HIF-1’in hipoksik gen sinyallemesindeki rolü çok iyi tanımlanmıştır. HIF-1, α ve β alt 

ünitelerinden oluşan heterodimerik formda temel bir ilmek-dönüş-ilmek proteinidir. 

HIF-1α geni, 14. kromozomda (14q21-q24) bulunur ve kodlanmış proteini 826 amino 

asit içerir.  HIF-1β geni, 1. kromozomda (1q21)  bulunur ve kodlanmış proteini 789 

amino asit içerir. Her iki proteinin homolojileri iyi korunmuş olup, insan, sıçan ve 

farelerde % 90 oranında benzerlik taşımaktadır. HIF-1α, oksijen-bağımlı yıkım 

domainine (401-603 amino asitler arasındaki bölge) ve HIF-1’in transkripsiyon 

aktivitesi için gerekli olan iki transaktivasyon domainine (N-terminalde 531-575, C-

terminalde 813-826 amino asitler arasındaki bölgeler) sahiptir (Dery ve diğ., 2004). 

HIF-1α alt ünitesi, hücrelerde sürekli üretilmesine rağmen normoksiya şartlarında yarı 

ömrü 5 saniyeden azdır, sadece hipoksiya şartlarında hücrede stabil kalır (Salceda ve 

Caro, 1997).  Hâlbuki HIF-1β alt ünitesi hem normoksiya hem de hipoksiya şartlarında 

hücrede sürekli üretilir ve hücre nukleusunda bulunur. Bu nedenle HIF-1α, HIF-1 

aktivasyonunu belirlemektedir (Berra ve diğ., 2003).  HIF-1α’nın stabilizasyonu, 

hücrelerde bulunan oksijen duyarlı hidroksilaz enzimleri tarafından düzenlenir. Oksijen 

varlığında, HIF-1α’nın özel amino  asit artıkları hidroksillenir ve ubikitinlenerek 

proteozomalarca yıkılır. Prolil hidroksilazlar, HIF-1α’nın 402 ve 564 prolin amino 

asitlerini hidroksiller (Schofield ve Ratcliffe, 2004). Ayrıca demir ve α-ketoglutarat da 

prolil hidroksilaz aracılığı ile gerçekleşen hidroksilasyon için gereklidir. Hidroksillenen 

HIF-1α, E3 ubikutin ligaz kompleksini tanıyan fosforillenmiş von Hippel Lindau 

proteini tarafından tanınır. Böylece HIF-1α’nın proteozomal yıkımı ubikutinasyon ile 

gerçekleşmiş olur. Prolil hidroksilaz oksijen bağımlı çalışan bir enzim olduğu için 

http://molpharm.aspetjournals.org/content/70/5/1469.full#ref-142
http://molpharm.aspetjournals.org/content/70/5/1469.full#ref-142
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hipoksiya şartlarında bu enzimin aktivitesi azalacağından HIF-1α hidroliz edilemez, 

HIF-1α stabil kalır ve hücre içinde miktarı artar.   

Hipoksiya, düşük oksijen şartlarında adaptasyon için önemli genleri aktive eder. 

Hipoksiyada HIF-1α geninin transkripsiyonu ve translasyonu değişmeden kalır. Eğer 

ortamda oksijen azalırsa HIF-1α’nın yıkımı engellenir. Böylece HIF-1α’nın stabil hale 

gelmesiyle hücre içinde HIF-1α seviyesi artar. HIF-1α sitoplazmadan nukleusa geçer ve 

nukleusta HIF-1β ile dimerize olarak aktif HIF-1 kompleksini oluşturur. HIF-1 hedef 

genlerin promotöründe bulunan “Hipoksiya yanıt elementlerine (5’–(A/G)CGTG-3’)” 

bağlanarak transkripsiyonu başlatır. HIF-1, VEGF ya da VEGF reseptörleri, laktat 

dehidrogenaz, LOX enzimleri gibi 60’dan fazla genin ekspresyonunu kontrol 

etmektedir. Bu genler hücre sağ kalımı, hücre çoğalması, apoptoz, glukoz 

metabolizması ve angiogenezis gibi birçok farklı hücresel olayda işlevseldir (Semenza, 

2003). HIF-1α makrofajlarda, nötrofillerde, dendritik hücrelerde ve lenfositlerde 

sentezlenir (Lang ve diğ., 2002). 

 

2.5.COMMD1 

COMMD protein ailesi, karboksi terminal uçlarında evolusyonel olarak iyi korunmuş 

bir bölge (COpper Metabolism MURR1 veya COMM domain) içeren bir protein 

sınıfıdır. COMMD1 proteini, bu protein ailesinin tanımlanan ilk üyesidir. COMMD1 

geni insanda 2p15 kromozomunda yer alır. Moleküler ağırlığı 21 kDa olan COMMD1 

proteini, 190 aminoasit uzunluğundadır; proteinin C- ucundaki 85 amino asitlik bölgesi 

lösin amino asidince zengin iyi korunmuş bir COMM domainine sahiptir (Maine ve 

Burstein, 2007). COMMD1’in başlıca görevleri arasında bakır homeostazisini 

sağlamak, epiteliyal sodyum kanal fonksiyonunu düzenlemek ve transkripsiyon 

faktörlerinden nüklear faktör kappa-B (NF-κB) ve HIF-1 aktivasyonunu kontrol etmek 

yer almaktadır. Diyetle alınan bakır, hepatik dolaşımla karaciğere gelir. Bakırın bir 

kısmı safraya verilirken, büyük bir kısmı hepatositlerde seruloplazmin protein ile 

birleştirilerek kana verilir. Böylelikle karaciğerden periferik organlara kan aracılığı ile 

bakır taşınımı sağlanır. Özellikle “Bedlington Terriers” köpek ırklarında görülen 

COMMD1 geninin ikinci eksonundaki yaklaşık 10 kb’lık delesyonun, köpeklerde 
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karaciğerde bakır birikimine neden olduğu bilinmektedir. Su ve diğ. (1982), COMMD1 

eksikliği nedeniyle hepotositlerden safra kanalına bakır salınımının önemli ölçüde 

azaldığını ve bu nedenle hücre içinde biriken bakırın da toksisiteye sebep olduğunu 

rapor etmektedirler. İnsanlarda COMMD1’in bakır homeostazisinde etkili olduğunu 

gösteren çalışmalar da vardır. Karaciğer ve beyinde aşırı bakır birikimi ile karakterize 

edilen Wilson hastalarında hücre içi bakır taşıyıcılarından ATP7B proteinini kodlayan 

gende meydana gelen mutasyon, hücre içinde bakır birikimi ile sonuçlanır. Bu 

hastalarda, COMMD1’in ATP7B proteininin stabilitesini düzenlemek suretiyle bakırın 

hücre dışına salgılanmasında görev alır; bu nedenle bakır homeostazisinde etkilidir  (De 

Bie ve diğ., 2007).  

 

2.6. PTEN 

PTEN, 1997 yılında keşfedilmiş olup kromozom 10q23.31 üzerinde lokalize olan 

kuvvetli bir tümör supresör gendir (Govender ve Chetty, 2012). PTEN geninin 

ekspresyonu ile oluşan PTEN proteini 403 amino asitten oluşur ve 55 kDa 

ağırlığındadır. PTEN proteininin N-terminalindeki ilk 190 aminoasitlik kısmı protein 

tirozin fosfataz aktivitesi gösterirken, C-terminal bölgesi PTEN’in fosfolipid membrana 

bağlanmasını sağlar.  PTEN, hem polipeptid hem de fosfoinositler için fosfataz 

aktivitesine sahiptir. Ancak, protein tirozin fosfataz aktivitesi zayıftır. PTEN, güçlü bir 

şekilde, lipid fosfataz aktivitesi ile fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfatın inositol halkasının 

3. pozisyonundaki fosfat grubunu defosforile eder. Fosfatidilinositol 3,4,5-trifosfat, 

PI3K’yı aktive eder. Bu nedenle, PTEN, PI3K/Akt sinyal yolunun negatif düzenleyicisi 

olarak bilinir (Maehama ve Dixon, 1998). Bilindiği gibi PI3K hücre çoğalması ve 

hayatta kalması gibi çeşitli hücresel süreçleri düzenler ve PTEN aktivasyonun azalması 

ya da kaybı sonucu PI3K sinyal yolağının aktivasyonuna neden olur. Bu durum kanserli 

dokuda yaygın olarak görülür. Birçok insan kanserleri PTEN geninin mutasyonu ya da 

somatik delesyonu ile ilişkilidir (Bozinovski ve diğ., 2006). PTEN, PI3K yolağını 

baskılayarak, bu yolak aracılığı ile kontrol edilen HIF-1α proteinin sentezini ve 

birikimini engellemektedir (Shi ve diğ., 2012; Song ve diğ., 2012). 
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3. MALZEME VE YÖNTEM 

Proje, İstanbul Üniversitesi Cerrahpaşa Tıp Fakültesi Klinik Araştırmalar Etik Kurulu 

tarafından incelenerek 01.10.2013 tarihli ve a-15 nolu kararı ile Etik Kurul İlkeleri’ne 

uygun bulundu. 

3.1.DOKULARIN TEMİN EDİLMESİ ve SINIFLANDIRILMASI 

Çalışmada, akciğer kanseri tanısı alan KOAH hastalarından (GOLD 2016 kriterlerine 

göre) loboskopi cerrahi yöntemi ile uzaklaştırılan tümör etrafındaki akciğer doku 

parçaları kullanılmıştır (Tablo 3.1:).  

Alınan akciğer doku parçaları mikroskobik incelemelerinden sonra amfizemli (n = 10) 

ve amfizemli olmayan (n = 6, kontrol grup) örnekler olarak iki grup altında toplanmıştır. 

Hastalardan alınan akciğer doku örneklerinin her biri ikiye bölünerek, parçalardan biri 

mikroskobik, diğeri ise biyokimyasal analizler için kullanılmıştır. 

3.2.AMFİZEMLİ ve AMFİZEMLİ OLMAYAN AKCİĞER DOKU 

ÖRNEKLERİNİN TESPİTİ 

Mikroskobik yöntemlerde kullanılmak üzere alınan parçalar, % 10 nötral formalin 

fiksatifi içinde +4 °C de 24 saat süresince fikse edildi. Fikse edilen akciğer doku 

örnekleri, % 70 alkol ile yıkanarak fiksatiften arındırıldılar. Daha sonra dokular 

yükselen alkol serilerinden geçirilerek, ksilolde şeffaflandırılmalarını takiben parafine 

gömüldüler. Parafine gömülü akciğer doku örneklerinden 5 µm kalınlığında seri kesitler 

alındı. Seri akciğer kesitlerinden 100µm aralıklarla seçilen kesitler, albumin mayer kaplı 

lamlara yapıştırıldı. Kesitler hematoksilin-eozin (HE) ile boyandılar ve ışık 

mikroskobunda incelendiler. Amfizemli ve amfizemli olmayan (Kontrol grup) doku 

örneklerinin ayrımı, kesitlerdeki genişlemiş alveollerin varlığı, alveol 

epitelinde/duvarında incelmeler, kırılmalar ve kopmalar gibi hasar parametreleri dikkate 

alınarak yapıldı. 
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Tablo 3.1:Akciğer doku parçaları alınan hastalara ait anamnez ve diagnoz verileri. 

Örnek Cinsiyeti 
 

Yaşı Ameliyat nedeni FEV%1 Hala sigara 
içicisi mi? 

Sigara içme oranı 
(Paket/Yıl) 

K1 Erkek 67 Adenokarsinom 87 Hayır   35 

K2 Erkek 72 Adenokarsinom 67 Evet   30 

K3 Erkek 42 Adenokarsinom 40 Evet   20 

K4 Erkek 69 Adenokarsinom 62 Evet   40 

K5 Erkek 36 Adenokarsinom - Hayır   - 

K6 Erkek 55 Adenokarsinım 70 Evet   32 

A1 Erkek 56 Organize pnömoni 101 Evet   35 

A2 Erkek 66 İrregülar amfizem 68 Evet   30 

A3 Erkek 72 Adenokarsinom 88 Hayır   30 

A4 Erkek 49 Squamöz hücreli 
karsinom 

103 Hayır   25 

A5 Erkek 74 Adenokarsinom 78 Hayır   30 

A6 Erkek 57 Adenokarsinom 58 Hayır   40 

A7 Erkek 69 Adenokarsinom 68 Hayır   35 

A8 Erkek 51 Adenokarsinom 73 Evet   35 

A9 Erkek 69 Adenokarsinom 62 Evet   55 

A10 Erkek 55 Adenokarsinom 70 Evet   32 

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

 

3.3.BİYOKİMYASAL ANALİZLER 

Biyokimyasal yöntemlerde kullanılmak üzere alınan akciğer doku örnekleri, sıvı azotta 

hızlı dondurma yöntemi ile dondurulduktan sonra, analiz edilecekleri güne kadar                    

-86 °C’de saklandılar. Dokuların homojenizasyonu radyoimminopresipitasyon lizis 

tamponu içinde +4 °C derecede 75 dakika süresince gerçekleştirildi. Homojenizasyonda 

200 mg akciğer doku örneği kullanıldı. Elde edilen lizatlar +4 °C da 10 dakika 13.000 

rpm santrifüj edildikten sonra süpernatant kısımları alındı ve süpernatantlar -20 °C derin 

dondurucuda saklandılar. Daha sonra süpernatantlarda total protein miktarı Bradford 

yöntemi ile belirlendi (Bradford, 1976). 
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Her bir bireyden alınan 80 µg protein örneği, sırasıyla 70 voltta 20 dakika, 100 voltta 45 

dakika ve 120 voltta 35 dakika süre ile % 3-12 jellerde yürütüldü ve moleküler 

ağırlıklarına göre proteinlerin ayrımı yapıldı. 

Elektroforez ile jelde ayrımı yapılan protein bandları,yarı-kuru aktarım ile jelden 

nitroselüloz membrana aktarıldı. Membran aktarım işlemi sonrasında Ponceau S 

boyama solusyonu kullanılarak 3-5 dakika transfer etkinliği kontrol edildi. Membranlar 

Ponceau S boyasından arındırılmaları için sırasıyla 0,1 N sodyum hidroksit çözeltisi ve 

ultra saf su ile 10’ar dakika yıkandılar. Daha sonra membranlar, 150 ml fosfat tamponu 

(PBS; 0,1 M ve pH: 7,4) içerisinde maksimum sıcaklıkta mikrodalgada iki buçuk 

dakika muamele edildiler. 20 dakikalık soğutma işleminden sonra, membranlar % 4’lük 

formalin solüsyonu ile 5 dakika inkübe edildiler. PBS ve formalin ile yapılan antijen 

iyileştirme işleminden sonra membranlar, üçer kez Tris tamponu (TBS) ile yıkandıktan 

sonra yağsız süt tozu ile hazırlanan bloklama solüsyonuyla 1 saat oda ısısında inkübe 

edildi. Membranlar, bloklama işlemi sonrası uygun sulandırma oranıyla hazırlanan ve 

insana karşı geliştirilen elastin, LOX, LOXL1, LOXL2, HIF-1α, COMMD1ve PTEN 

primer antikorlarıyla inkübe edildiler (Tablo 3.2:). Bu işlem sonrasında yıkanan 

membranlar, peroksidaz işaretli keçi anti-tavşan sekonder antikoru ile 1 saat süreyle oda 

ısısında muamele edildi. Sekonder antikor ile muamele işlemi sonrası membranlar, 

öncelikle 15 dakikalık periyotlarda iki kez % 0,1’luk Tween 20 içeren TBS ile daha 

sonra da 10, 10 ve 5 dakikalık periyotlarda TBS ile yıkandılar. Sonrasında 

kemilüminesans lumünol reagent substratı kullanılarak, spesifik protein bandları Kodak 

GL1500 jel görüntüleme sistemi ile görüntülendi ve “Kodak Molecular Imaging 

Systems” yazılımı ile densitometrik analizleri yapıldı. Densitometrik analizleri yapılan 

protein örneklerine ait band yoğunlukları, β-aktin proteininin yoğunluğuna normalize 

edilerek gruplar arasında istatistiksel analizleri yapıldı. 

Membranlar, ilk primer uygulamalarından ve görüntülenmelerinin ardından ikinci kez 

primer uygulamaları için, önce TBS ile beş dakika muamele edildi. Daha sonra 

Stripping solüsyonu (Tablo 3.3:)  ile 30 dakika süresince 50°C’lik etüvde inkübe edildi. 

Ardından üç kez olmak üzere membranlar oda sıcaklığından 5’er dakika TBS ile 

yıkandılar ve Western emdirim yöntemine blocking aşamasından itibaren devam edildi. 
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Tablo 3.2: İmmünohistokimya (IHC) ve Western emdirim (WB) yönteminde kullanılan primer 
antikorlar ve kullanım şekilleri. 

Ürün İsmi 
Seyreltme Oranı İnkübasyon Süresi ve Koşul Üretici 

Firma Ürün Kodu 
IHC WB IHC WB 

Tavşan 
anti-

Elastin 
- 1/500 - Bir gece, +4 °C Santa Cruz Sc-25736 

Tavşan 
anti-LOX - 1/500 - Bir gece, +4 °C Novus 

Biologicals NB100-2527 

Tavşan 
anti-

LOXL1 
- 1/500 - Bir gece, +4 °C Santa Cruz Sc-66949 

Tavşan 
anti-

LOXL2 
- 1/500 - Bir gece, +4 °C Santa Cruz Sc-66950 

Tavşan 
anti-PTEN - 1/500 - Bir gece, +4 °C Santa Cruz Sc-9145 

Tavşan 
anti-

COMMD1 
- 1/500 - Bir gece, +4 °C Bioss Bs-80348 

Tavşan 
anti-HIF-

1α 
1/100 1/500 Bir gece,  

+4 °C Bir gece, +4 °C Novus 
Biologicals NB100-479 

Fare Anti- 
CD68 1/2500  32 dakika, 

37 °C - Thermo 
Scientific MS-579 

 

Tablo 3.3:Stripping tamponu için gerekli olan malzemeler. Hazırlanan stok solüsyondan 20 ml 
alınarak içerisine (Etüvde inkübasyondan hemen önce) 144μl 2-β-merkaptoetonal ilave edilir. 

Stripping Tamponu Miktar(ml) 

Sodyum dodesil sülfat (%2) 2 

Tris-HCl (0,5 M; pH:6,8) 12 

Distile Su 36 

 

3.4.İMMÜNOHİSTOKİMYASAL ANALİZLER 

Işık mikroskobu düzeyinde bir immünoenzimatik yöntem olarak kullanılan 

Streptavidin-Biyotin-Peroksidaz kompleksi yöntemi kullanılmıştır. Parafine gömülü 

akciğer doku örneklerinden alınan 5 µm kalınlığındaki seri kesitlerden, 100 µm ara ile 
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seçilen kesitler poly-L-lizin kaplı lamlara yapıştırıldı. Kesitler, deparafinizasyon ve 

rehidratasyon işlemlerinden sonra saf suda çalkalanıp, antijen iyileştirmesi için sitrat 

tamponunda (pH 6,0)  mikrodalga fırında (650W) 15 dakika boyunca tutuldular. Daha 

sonra 20 dakika oda ısısında bırakıldılar. Dokudaki endojen peroksidaz aktivitesinin 

engellenmesi için kesitler, 1:1 metanol/PBS karışımında hazırlanan % 3’lük hidrojen 

peroksit solüsyonunda 30 dakika süresince bekletildiler. Daha sonra Histostatin-Plus 

kiti (Invitrogen, life technologies, 85-9043) için verilen yönteme göre, kesitler sırasıyla 

tavşan anti-HIF-1α (1:100 seyreltme oranında % 0,3 Triton’lu PBS’de hazırlanarak) +4 

°C’de bir gece ve tavşan anti-CD68 (makrofaj belirteci, 1:2500 seyreltme oranında 

PBS’de hazırlanarak) primer antikoru ile 32 dakika 37 °C’de inkübe edildiler (Tablo 

3.3:). Daha sonra da biyotinlenmiş sekonder antikor ve streptavidin peroksidaz enzim 

konjugatında 20’şer dakika oda ısısında nemli bir kap içerisinde bekletildiler. 

Peroksidaz reaksiyonu aminoetilkarbazol substrat kiti (Thermo, CA, USA, TA-060-HA) 

ile geliştirildi. Kesitler daha sonra Mayer’s hematoksilin zıt boyası ile boyandı. Kesitler 

her bir inkübasyon basamağında PBS’de 10’ar dakika yıkandı. İmmünohistokimyasal 

işaretlemelerin doğruluğunu kontrol etmek üzere negatif kontrol boyamaları primer 

antikor basamağında primer antikor yerine PBS kullanımı ile yapıldı. 

Amfizemli ve amfizemli olamayan bireylerden seçilen toplam 10 preparatta, her bir 

birey için rastgele seçilen 1 mm2’lik 5 farklı alveolar alanda (bronş, bronşiollerden ve 

büyük kan damarları bulunmayan) 400X büyütmede HIF-1α immünoreaktif hücreler 

sayıldı. Elde edilen sonuçlar aşağıdaki formül aracılığıyla değerlendirildi ve 

immünoreaktif hücrelerin sayısı % olarak ifade edildi. Ayrıca HIF-1α 

immünoreaktivitesinin hücrenin sitoplazma ya da nükleusta bulunmasına göre 

hücrelerde HIF-1α aktivasyonu değerlendirildi. 

 

İmmünoreaktif hücre sayısı(%) =
İmmünoreaktif hücre sayısı
Alandaki tüm hücre sayısı

x100 
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3.5.İSTATİSTİKSEL ANALİZLER 

Westen emdirim ve immünohistokimyasal bulgularının istatistiksel değerlendirmeleri 

Graphpad Prism 6,0 adlı yazılım programı ile yapıldı. İki grup arasındaki 

karşılaştırılmalar “Student T-tesi” kullanılarak yapıldı. Hesaplamaların sonuçlarında p 

değeri 0,05’ten küçük olan farklılıklar (p < 0,05, p < 0,01, p < 0,001) istatistiksel olarak 

anlamlı kabul edildi. 
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4. BULGULAR 

4.1. MİKROSKOBİK BULGULAR 

4.1.1. Histolojik Bulgular 

 

Toplanan akciğer doku örnekleri distal bölgelerden alınan parçalar olduğundan, 

kesitlerin genelinde bronş ve bronşiollere nadiren rastlandı. Doku genelinde hemoraji ve 

intersitisiyel alanda antrokoz mevcuttu. 

Tablo 4.1: Akciğer doku örneklerinde hasar indeksi. 

Örnek Genişlemiş 
Alveoller 

Amfizemin 
Yaygınlığı 

Alveol 
lümende hücre 

birikimi 

K1 + + ++ 
K2 + + +++ 
K3 ++ ++ ++ 
K4 + + + 
K5 ++ ++ ++ 
K6 + + + 
A1 +++ +++ +++ 
A2 ++++ ++++ +++ 
A3 ++++ ++++ ++++ 
A4 ++++ ++++ ++ 
A5 ++++ ++++ ++ 
A6 ++++ ++++ ++++ 
A7 +++ ++++ ++++ 
A8 ++++ ++++ +++ 
A9 ++++ ++++ +++ 
A10 ++++ ++++ +++ 

 

K: Kontrol, A: Amfizem, + : Nadir, ++ : Az, +++: Çok, ++++: Çok fazla 
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Kontrol grubun akciğer örneklerinde genel olarak lökosit infiltrasyonları, yer yer 

alveolar epitelde hasar, bazı alveollerin lümeninde eritrosit, bazı hücrelere ve hücresel 

atıklara rastlanmasına rağmen, alveolar yapının nispeten korunmuş olduğu tespit edildi 

(Şekil 4.1-4.3:,Tablo 4.1:).  

 

 

Şekil 4.1: Amfizemli olmayan insan akciğer örneğinin genel yapısal görüntüsü. 
Alveoller (*) ve hasarlı alveol duvarı (►)  gösterilmiştir (HE). 
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Şekil 4.2: Amfizemli olmayan akciğer örneğinde korunmuş alveolar yapı dikkati 
çekmekteydi. Alveoller (*), alveolar lümendeki eritrositler () ve antrokoz 
alanlar() gösterilmiştir (HE). 

 

Şekil 4.3: Amfizemli olmayan diğer bir doku örneğinin görüntüsünde alveol 
lümeninde (*) bazı hücrelere () rastlandı. Bu bireylerde alveolar duvar (►) yapısı 
bütünlüğü genelde korunmuştu (HE). 
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Diğer grubun akciğer örneklerinde ise kontrol grubunkilerden farklı olarak doku 

genelinde yaygın, genişlemiş ve büyük alveoller dikkati çekmekteydi (Şekil 4.4: ve 

4.5:, Tablo 4.1:). Ayrıca, alveolar yapının büyük ölçüde bozulduğu gözlemlendi. 

Alveol duvarlarının inceldiği ve alveol duvarlarında yer yer kopmaların olduğu tespit 

edildi (Şekil 4.5:-4.7:).  Alveolar alanlarda eritrosit ve lökosit gibi kan hücrelerinin yanı 

sıra diğer bazı hücrelere yoğun olarak rastlandı (Şekil 4.4:, 4.6: ve 4.7:). 

 

 

Şekil 4.4: Amfizemli insan akciğer örneğinden genel bir görünüş. Doku genelinde 
geniş ve büyük alveollere (*), bozulan alveollerin lümenlerinde çok sayıda eritrosite 
() ve dokuda lökosit infiltrasyonuna () rastlandı (HE). 
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Şekil 4.5: Amfizemli akciğer doku örneklerinde gözlenen en belirgin özellik,  geniş 
ve büyük alveollerin (*) varlığı idi. Terminal  (TB) ve respiratör bronşioller (RB) ile 
incelmiş alveol duvarları ve alveolar duvarında kopmalar () gösterildi (HE). 

 

Şekil 4.6: Amfizemli akciğer doku örneğinin bu görüntüsünde genişlemiş alveoller  
(*), alveollerin yapısında bozulma, alveol epitel duvarında incelmeler () ve alveol 
lümeninde eritrositler () tespit edildi (HE). 
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Şekil 4.7: Amfizemli akciğer doku örneğinin daha büyük büyütmede alınan bu 
görüntüsünde genişlemiş alveoller  (*),  alveol epitel duvarındaki incelmeler () ve 
alveolar alandaki eritrositler ()  görülmektedir (HE). 

 

4.1.2. İmmünohistokimyasal Bulgular 

 

Çalışmamızda amfizemli olmayan ve amfizemli olan doku örneklerinde makrofaj 

markırı uygulanarak dokuda makrofajlar gösterildi. Amfizemli ve amfizemli olmayan 

akciğer örneklerinde, alveolar lümende çok sayıda sitoplazması CD68 immün pozitif 

reaksiyon veren hücreye rastlandı. Ancak, amfizemli akciğer örneklerinde bu hücreler 

sayıca faha fazlaydılar (Şekil 4.8: ve 4.9:). 
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Şekil 4.8: Amfizemli olmayan akcğer örneklerinde CD68 immünoreaktif hücreler 
() gösterilmiştir (Mayer’s hematoksilen ile zıt boyama). 

 

 

Şekil 4.9: Amfizemli akciğer örneklerinde alveol lümeninde biriken CD68 immünoreaktif 
hücreler () topluluğu yakınlaştırılmış olarak gösterilmiştir (Mayer’s hematoksilen ile zıt 
boyama). 
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Akciğer doku örneklerindeki HIF-1α immünoreaktivitesi, makrofajların, bağ doku 

hücrelerinin, lökositlerin ve alveolar epitel hücrelerinin nükleus ve sitoplazmalarında 

belirgin bir şekilde gözlemlendi (Şekil 4.10:-4.13:). Kontrol akciğer doku örneklerinden 

farklı olarak, diğer grubun akciğer örneklerinde, HIF-1α immünreaktivitesinin arttığı 

tespit edildi (Şekil 4.14:-4.17:). Alveolar alanlarda, alveolar epitel, bağ doku hücreleri 

ve alveolar lümende bulunan lökosit ve makrofajlardaki HIF-1α immünreaktivitesi 

değerlendirildiğinde, bu hücrelerin nükleusunun yoğun olarak HIF-1α 

immünreaktivitesi gösterdiği saptandı. Bu alanlarda sitoplazması immünreaksiyon veren 

hücreler ile nükleusu immünreaksiyon veren hücreler sayıca karşılaştırıldığında, 

nükleusu HIF-1α immünreaktivitesi gösteren hücrelerin daha fazla olduğu gözlemlendi 

(Şekil 4.18:). 

 

Şekil 4.10: Amfizemli olmayan akciğer dokusunda, özellikle alveol duvarında bariz 
olan ve lümendeki HIF-1α immünoreaktif hücreler () gösterilmiştir (Mayer’s 
hematoksilen ile zıt boyama). 
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Şekil 4.11: Amfizemli olmayan dokuda HIF-1α immünoreaktif hücreler () alveol 
lümeninde daha yoğun olarak görülmektedir (Mayer’s hematoksilen ile zıt boyama). 

 

Şekil 4.12: Amfizemli olmayan dokuda HIF-1α immünoreaktif hücreler () 
gösterilmiştir (Mayer’s hematoksilen ile zıt boyama). 
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Şekil 4.13: Amfizemli olmayan dokuda HIF-1α immünoreaktif hücreler () 
gösterilmiştir (Mayer’s hematoksilen ile zıt boyama). 

 

Şekil 4.14: Amfizemli olmayan dokuda HIF-1α immünoreaktif hücreler () 
gösterilmiştir (Mayer’s hematoksilen ile zıt boyama). 
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Şekil 4.15: Amfizemli akciğer doku örneğinde HIF-1α immünoreaktif hücrelerin () 
hem epitelde hem de lökositlerde yoğun olduğunu görmekteyiz (Mayer’s 
hematoksilen ile zıt boyama). 

 

Şekil 4.16: Amfizemli akciğer doku örneğinde alveol duvarlarında ve bağ dokuda 
HIF-1α immünoreaktif hücreler () oldukça belirgin olarak gösterilmiştir (Mayer’s 
hematoksilen ile zıt boyama). 
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Şekil 4.17: Amfizemli akciğer doku örneğinde nükleusları HIF-1α immünoreaktif 
veren hücreler() gösterilmiştir. (Mayer’s hematoksilen ile zıt boyama). 

 

Şekil 4.18: Alveolar epitel hücrelerinde (a), bağ doku hücrelerinde (b), lökositlerde 
(c) ve makrofajlarda (d)  nükleusları HIF-1α immün pozitif reaksiyon veren hücre 
sayısı gösterilmiştir. Anlamlılık değeri  (* ) p< 0,05, (**) p< 0,01. 
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4.2. BİYOKİMYASAL BULGULAR 

 

Her iki grubun akciğer örneklerinde elastin, aktif LOX, LOXL1, LOXL2, COMMD1, 

HIF-1α ve PTEN proteinlerinin seviyeleri karşılaştırıldığında, kontrol gruptan farklı 

olarak amfizemli akciğer örneklerinde bu proteinlerin seviyelerinin anlamlı bir şekilde 

azaldığı tespit edildi (Şekil 4.19:-4.23:). 

 

 

Şekil 4.19: Amfizemli ve amfizemli olmayan akciğer örneklerinde elastin protein 
miktarındaki değişiklikler (a) ve elastin protein bantları (b) gösterilmiştir. Anlamlılık p 
değeri (***) p < 0,001. 
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Aktif LOXL2’nin, aktif LOX ve LOXL1’e göre daha fazla eksprese edildiği tespit 

edildi.

 

 

 

Şekil 4.20: Amfizemli ve amfizemli olmayan akciğer örneklerinde LOX (a.1), LOXL1 
(b.1) ve LOXL2 (c.1) protein miktarlarındaki değişimler ve LOX (a.2), LOXL1 (b.2) ve 
LOXL2 (c.2) protein bantları gösterilmiştir. Anlamlılık değeri (*) p< 0,05, (***) p< 0,001. 
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HIF-1α proteinin miktarı ise amfizemli bireylerde anlamlı bir şekilde azaldığı 

görülmüştür (Şekil 4.21:). 

 

Şekil 4.21: Amfizemli ve amfizemli olmayan akciğer örneklerinde HIF-1α protein 
miktarındaki değişiklikler (a) ve HIF-1α protein bantları (b) gösterilmiştir. Anlamlılık p 
değeri (*) p < 0,05. 

 

Ayrıca analizi yapılan PTEN ve COMMD1 proteinlerinin miktarı ise amfizemli 

bireylerde anlamlı olarak azalma göstermiştir (Şekil 4.22: ve Şekil 4.23:).

 

Şekil 4.22: Amfizemli ve amfizemli olmayan akciğer örneklerinde COMMD1 protein 
miktarındaki değişiklikler (a) ve COMMD1 protein bantları (b) gösterilmiştir. Anlamlılık p 
değeri (**) p < 0,01. 
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Şekil 4.23: Amfizemli ve amfizemli olmayan akciğer örneklerinde PTEN protein 
miktarındaki değişiklikler (a) ve PTEN protein bantları (b) gösterilmiştir. Anlamlılık p 
değeri (*) p < 0,05. 
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5.TARTIŞMA VE SONUÇ 

İnsanlarda pulmoner amfizeme neden olan başlıca etmenler arasında sigara içiciliği, 

hava kirliliği ve yaşlanma yer alır. Sigara dumanı, birçoğunun kanserojen olduğu 

kanıtlanmış 5000’den fazla toksik madde ve 105 serbest radikal içerir (MacNee ve diğ., 

1999). Bu moleküllerin yüzlercesi akciğer parenşimine ciddi zararlar verir. Sigara 

dumanına maruz kalan kemirgenlerin akciğerlerinde pulmoner amfizemin geliştiği 

çeşitli deneysel çalışmalarla gösterilmiştir (Wright ve Churg, 1990; Mentzer ve 

Swanson, 1999). Bu nedenle sigara dumanı, deneysel olarak pulmoner amfizemi 

uyarmada ve pulmoner amfizemin eşlik ettiği deneysel KOAH modelini oluşturmada 

kullanılmaktadır. Wright ve Churg (1990), haftada beş gün sigara dumanı solutulan 

kobaylarda, bir yıllık süre içinde ilerleyici tipte bir pulmoner amfizemin geliştiğini 

saptamışlardır. Pulmoner amfizem, sigara içicisi olan 45-60 yaş arasındaki hastalarda 

KOAH’ın bir belirteci olarak tespit edilmiştir (Emam ve diğ., 2010). Birçok hastalığın 

gelişiminde rolü olan sigara içiciliği, tüm KOAH vakalarının % 82’sinde hastalık 

nedeni olarak gösterilir ve akciğer kanseriyle de % 80 oranında ilişkilidir (Li ve diğ., 

2010; Raviv ve diğ., 2011). Bununla birlikte klinik çalışmaların birçoğunda pulmoner 

amfizem, akciğer kanseri için bağımsız bir risk faktörü olarak görülür. Ancak, bu 

çalışmaların büyük bir kısmında akciğer kanseri teşhisinde pulmoner amfizemin 

değerlendirilmesinin gerektiği sonucuna varılmıştır (Mayne ve diğ., 1999; Lopez-

Encuentra ve diğ., 2005). Yaklaşık 1000 hasta üzerinde yapılan değerlendirmelerde 

kronik sigara içiciliği ile birlikte pulmoner amfizemin, genç yaş grubu insanlarda 

akciğer kanseri olma riskini 3-4 kat arttırdığı rapor edilmiştir (Li ve diğ., 2011). Ayrıca 

son dönemde yapılan çalışmalar, yaş ve sigara içiciliğinden bağımsız olarak KOAH’lı 

hastaların dolayısıyla amfizemli hastaların akciğer kanseri olma riskinin, KOAH’sız ve 

amfizemsiz sigara içicilerinin akciğer kanseri olma riskinden beş kat daha fazla 

olduğunu göstermektedir (Raviv ve diğ., 2011). Bu sonuç, pulmoner amfizemin 

sigaradan bağımsız olarak da akciğer kanserine neden olabileceğini ortaya koymaktadır. 

Bizim çalışmamızda da akciğer adenokarsinomu tanısı konulan KOAH hastalarından 

alınan akciğer örneklerinde amfimatöz alanlara rastlanmıştır. Sigara içicisi olan ve 
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yaşları 40-65 arasında değişen bu hastalarda amfimatöz alanlar, alveolar duvarda 

harabiyetin görüldüğü, daha az sayıda ve büyük alveollere sahip bölgeler olarak tespit 

edilmiştir. Benzer mikroskobik bulgular, deneysel ve klinik çalışmalarda da rapor 

edilmektedir (Tuder ve diğ., 2003; Turner ve diğ., 2007). Emam ve diğ. (2010), KOAH 

hastalarında akciğerlerde distal hava yollarından, bronşiollere ve alveollere kadar 

havayollarındaki anormal genişlemeler ve alveolar duvarda yıkıcı değişimler ile 

karakterize edilen amfimatöz alanları tariflemiştir. Shapiro (2000), sigara dumanına 

maruz kalan farelerin akciğerinde 3-6 ay içinde büyük alveollere sahip amfimatöz 

alanların varlığını belirlemiştir. Sigara dumanı solutularak oluşturulan deneysel KOAH 

modellerinde,  akciğer genelinde oksidatif stresin ve proteaz/antiproteaz dengesizliğinin 

arttığı,  alveolar septal hücrelerde apoptozun görüldüğü, buna bağlı olarak da alveol 

duvarlarının yıkımı sonucu küçük alveollerin birleşmesi ile büyük alveollerin meydana 

geldiği ve pulmoner amfizemin gelişebildiği not edilmiştir (Tuder ve diğ., 2006). 

Çalışmamızda, diğer çalışmalarda amfimatöz alanlar için tariflenen yapısal 

değişikliklere benzer yapısal değişiklikler gösteren akciğer doku parçaları, amfizemli 

akciğer örneği olarak kabul edilerek diğer mikroskobik ve biyokimyasal analizler için 

kullanılmıştır. Ayrıca doku genelinde korunmuş alveolar yapıya sahip, nadiren 

genişlemiş alveolleri içeren akciğer doku örnekleri ise amfizemli olmayan doku 

örnekleri (Kontrol grup) olarak kullanıldı. 

Pulmoner amfizemin gelişiminde etkili olan süreçlerden biri de alveol cidarında 

bulunan elastik fibrillerin proteazlarca yıkımıdır. Elastik fibrillerin yıkımı ile pulmoner 

amfizem gelişimi arasındaki direkt ilişki deneysel çalışmalarla kanıtlanmıştır. Örneğin 

panain, papain, pankreatik elastaz ve insan nötrofil elastaz gibi çeşitli proteolitik 

enzimlerin inhalasyon ya da intratrakeal yol ile hayvanlara verilmesi, akciğerde alveol 

duvarlarının yıkılmasına, alveol cidarındaki elastik fibrillerin 24 saat içinde sindiriminin 

başlamasına ve ilerleyen zaman içinde geniş alveollerin oluşumuna neden olur 

(Kawakami ve diğ., 2008; Antunes ve Rocco, 2011).  Shapiro (1995), kronik sigara 

içiciliğine bağlı inflamatuvar sürecin tetiklediği elastolitik aktivitenin ve 

antiproteazların eksikliğine bağlı olarak alveolar alandaki elastik fibrillerin aşırı 

yıkımının pulmoner amfizemin ilerlemesinde etkili olduğunu ileri sürmektedir. 

Akciğerde artan oksidatif stres, gelişen proteaz/antiproteaz dengesizliği, inflammatuvar 

hücre aktivasyonunun uyarılması ve dokunun onarım ve savunma cevabında meydana 
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gelen aksaklıklar pulmoner amfizem gelişimine katkıda bulunur (MacNee ve diğ., 1999; 

Shapiro, 1999). Diamond ve diğ. (1988), KOAH hastalarında pulmoner amfizem 

gelişimine yol açan, bu çok adımlı süreçlerin tetiklenmesinde asıl etkenin sigara içiciliği 

olduğunu ispatlamışlardır. Sigara içicisi olan KOAH hastalarının akciğerlerinde 

özellikle makrofaj, nötrofil ve lenfositlerden salınan proteazlar  (Elastaz, serin 

proteazlar ve çeşitli MMP’ler) elastik fibril başta olmak üzere matriks yıkımında 

etkilidirler (Owen, 2008). Farelere elastaz verilmesini takip eden yedinci günde 

akciğerde inflamatuvar cevabın başladığı, ilk bir ay içinde alveolar lümende makrofaj 

ve nötrofillerin biriktiği ve ilerleyen zaman içinde elastik fibril kaybının olduğu 

gözlenmiştir (Shapiro, 2000; Ueno ve diğ., 2015). Nötrofil ve alveolar makrofaj 

birikiminin önlendiği sıçanlarda ve MMP-12 (bir çeşit elastaz) geni çıkarılan farelerde,  

sigara maruziyeti sonucu bu hayvanların akciğerlerinde amfizeme karşı bir korumanın 

olduğu belirlenmiştir (Ofulue ve Ko, 1999).  Demedts ve diğ. (2006), MMP-12 

aktivasyonunda meydana gelen artışın insanlarda KOAH patogenezinde etkili 

olabileceğini savunmuşlardır. Sigara içimiyle beraber aktifleşen makrofajlar, ortama 

salgıladıkları çeşitli moleküllerle lökositlerin aktifleşmesini tetiklerler. Bu hücrelerin de 

çeşitli proteazları üretip ortama salmalarıyla elastik fibril hasarı artar ve pulmoner 

amfizem gelişir (Shifren ve Mecham, 2006). Sigara içicisi olan KOAH hastalarının 

akciğer örneklerinde miktarı artan nötrofil elastaz ve çeşitli MMP’lerin, proinflamatuvar 

sitokin ve kemokinlerin salınımını uyardığı gösterilmiştir (Taraseviciene-Stewart ve 

Voelkel, 2008). Elastik fibrillerin yıkımı sonrasında  ortama daha çok makrofaj çağırılır, 

artan elastik  fibril kaybıyla  alveoller elastikiyetlerini kaybeder ve gaz değişimi sekteye 

uğrar (Hautamaki ve diğ., 1997). Aynı zamanda, proteazlar ECM proteinlerinden elastin 

ve kollagenin yıkımı yanısıra akciğer septal hücrelerinin apoptozunu da tetikleyerek 

pulmoner amfizeme neden olabilir. Örneğin, KOAH hastalarında yapılan bir çalışmada 

proteazların alveolar  epitel hücre apoptozuna neden olarak  alveollerin genişlemesine 

sebebiyet verebileceği rapor edilmiştir (Hodge ve diğ., 2005). Sigara dumanının neden 

olduğu pulmoner amfizemde proteaz/antiproteaz dengesizliği oldukça önemlidir. Sigara 

içimiyle beraber dokuda proteazların aktivitesini azaltacak olan antiproteazların 

miktarının azalması, dokunun yapısal proteinlerinin proteazlarca yıkımına neden olur. 

Sigara dumanının antiproteaz aktivitesini azalttığı bilinmektedir. Sigara içicisi olan 

KOAH hastalarında AAT eksikliği pek çok çalışmada saptanmıştır (Serres ve diğ., 

2009). KOAH’lı hastalarla yapılan bir başka çalışmada alveolar makrofajların MMP-9  



44 
 
 

 

salgıladıkları ve artan MMP-9 ve azalan TIMP-1 (MMP inhibitörü) nedeniyle  

elastolitik aktivitenin arttığı rapor edilmiştir (Russell ve diğ., 2002).  Yukarıdaki bilgiler 

ışığında dokuda yaptığımız incelemeler sonucunda amfizemli doku örneklerinde 

genişlemiş alveollerin lümeninde çok sayıda makrofaj ve daha az olarak da lökosit 

varlığı söz konusudur. Aynı zamanda bu dokuların alındığı bireyler, uzun yıllardır 

sigara içicisi olan hastalardır. Yukarıdaki klinik ve deneysel çalışmaların verileri 

dikkate alındığında, bu bireylerde inflamasyonun ve proteaz aktivasyonunun 

uyarılmasının pulmoner amfizeme neden olduğunu söyleyebiliriz. Ayrıca yaptığımız 

biyokimyasal analizler sonucu amfizemli akciğer örneklerinde elastin miktarında 

anlamlı bir azalma (p < 0,001) tespit edilmiştir. Bu da bize bu hastlarda amfimatöz 

akciğerde elastik fibril yıkımınına bağlı bir elastin kaybı olduğunu göstermektedir. 
 
Yukarıdaki paragrafta tartışıldığı gibi,  pulmoner amfizemin gelişiminde 

proteaz/antipoteaz dengesizliği nedeniyle aktifleşen proteazlarca başta elastik fibriller 

olmak üzere diğer ECM elemanlarının yıkımı KOAH patogenezinde oldukça önemlidir.  

Pulmoner amfizemde elastik fibrillerin aşırı yıkımı yanı sıra elastolizise eşlik eden 

elastik fibril oluşumu ve bu fibrillerin ECM’deki organizasyonundaki aksaklıkların da 

önemli olabileceğini düşünmekteyiz. Hayvanlar üzerinde yapılan az sayıdaki deneysel 

çalışmalar, bu konu ile ilgili bazı ipuçları vermektedir.  Ancak, pulmoner amfizem 

patogenezini anlamaya yönelik çalışmalarda insanlarda elastik fibril oluşumu ve 

organizasyonundaki anomaliler değerlendirilmemiştir. Bu nedenle, çalışmamızda, 

elastin biyogenezinde etkili olduğu bilinen LOX enzim ailesine ait üç enzim LOX, 

LOXL1 ve LOXL2’in protein miktarlarındaki değişimler ile pulmoner amfizem 

arasındaki ilişki, akciğer kanseri tanısı konulan KOAH hastalarında araştırılmıştır. 

Elastik fibriller, elastin ve miyofibrillerin bir araya gelmesiyle oluşurlar ve ECM’nin 

temel yapısal proteinlerinden biridir. Bağ doku hücrelerinden biri olan fibroblastlarda 

sentezlenen tropoelastin, hücre dışına salınır ve burada hücre yüzeyine bağlanır 

(Broekelmann ve diğ., 2005). Tropoelastinlerin birikip elastin proteinini oluşturması ve 

elastin proteinine fibulin-5 gibi mikrofibrillerin katılmasıyla elastik fibriller oluşur. 

Elastik fibriller, tropoelastin monomerlerinin bir araya gelmesiyle oluşan elastin bir öz 

ve onu çevreleyen mikrofibrillerden meydana gelir (Kielty ve diğ., 2002). Elastinin 

birikiminde ve mikrofibriller ile bağlanmalarında, kısaca elastik fibrillerin oluşumunda 
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LOX enzim ailesinin üyeleri kilit rol oynar (Shifren ve Mecham, 2006). Esasında beş 

üyeden oluşan bu enzim ailesinin sadece 3 üyesi akciğerlerde sentezlenmektedir: LOX, 

LOXL1 ve LOXL2. Fare akciğerlerinde LOX enzimlerinin ekspresyon düzeyleri 

LOXL2 > LOX > LOXL1 şeklindedir (Ovet ve Oztay, 2014). Çalışmamızda KOAH’lı 

insan akciğerlerinde bu ekspresyon düzeyi LOXL2 > LOXL1 > LOX olarak 

saptanmıştır. Her üç enziminde elastik fibril biyogenezinde önemli görevleri 

bulunmaktadır. LOX enzimi elastik fibrillerin kollagenler ile çapraz bağlanmalarını 

katalizler iken, LOXL1 özellikle elastin birikiminde etkilidir. LOXL2 ise elastinin 

birikiminde ve aralarındaki çapraz bağların kurulmasında görev alır (Maki ve diğ., 

2005; Kagan ve Ryvkin, 2011). Elastik fibrillerin zarar görmesi durumunda, akciğer 

hücrelerinin bu zararı onarmaları oldukça zaman alır. Bu zararın devam etmesi 

durumunda onarım yeterli düzeyde gerçekleştirilemeyeceği için çeşitli hastalıkların 

oluşması kolaylaşır (Shifren ve Mecham, 2006). Pulmoner amfizemde olduğu gibi 

proteaz aktivitesinin aşırı artmasına bağlı elastik fibrillerin yıkımının gerçekleşmesi 

buna çok iyi bir örnektir. Amfizemde elastin biyogenezindeki anomalileri gösteren 

çalışmaların sayısı oldukça azdır. Fibulin-5 geni çıkarılan farelerde akciğer gelişiminde 

elastik fibrillerin oluşamadığı ve akciğerde amfimatöz alanların meydana geldiği 

görülmüştür (Liu ve diğ, 2004). Wendel ve diğ. (2000), elastin geni eksik farelerde hava 

yollarında meydana gelen yoğun genişlemeler sonucunda erken ölümlerin olduğunu 

rapor etmiştir. Diğer bir çalışmada, sigara dumanının elastik fibrillerin çapraz 

bağlanmasını engellediği in vitro’da saptanmıştır (Laurent ve diğ., 1983). Yapılan bir 

başka çalışmada, sigara dumanı ile muamele edilen fötal sıçan akciğer fibroblastlarında 

LOX enzimin ekspresyonunda, kontrole kıyasla azalma olduğu gösterilmiştir (Chen ve 

diğ., 2005). Benzer bir çalışmada, sıçan fötal akciğer fibroblastlarının sigara dumanına 

maruz bırakılmalarıyla, bu hücrelerde LOX mRNA kararlılığının azaldığı ve LOX 

transkripsiyonunun durdurulduğu belirlenmiştir (Gao ve diğ., 2005). Benzer bulgular in 

vivo çalışmalardan da elde edilmiştir. Sigara dumanı maruziyeti sonrasında sıçanlarda 

LOX ekspresyonunda azalma ve buna bağlı olarak akciğerlerde amfizem geliştiği rapor 

edilmiştir (Li ve diğ., 2011). Aynı çalışma grubu, elastik fibril oluşumunda çeşitli 

anomaliler ve LOX seviyelerinin düşük olması ile karakterize edilen Menkes sendromlu 

hastalarda akciğerlerde amfimatöz alanların gelişmesiyle solunum yetersizliği ve erken 

ölümlerin meydana geldiğini belirtmişlerdir. Bu çalışmalardan elde edilen bulgular, 

LOX ekspresyonundaki azalmanın amfizeme neden olabileceğini göstermektedir. 
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Yapılan bir başka çalışmada da LOXL1 geni çıkarılan sıçan fibroblast hücrelerinde 

pulmoner amfizem geliştiği tespit edilmiştir (Thomassin ve diğ., 2005). LOX enzim 

ailesinin üyelerinin pulmoner amfizem patogenezindeki etkisi insanlar üzerinde 

araştırılmamıştır. Çalışmamızda adenokarsinomlu KOAH hastalarından alınan 

amfizemli akciğer örneklerinde elastin protein miktarındaki azalmaya paralel olarak, 

aktif LOX (p < 0,05), LOXL1 (p < 0,001) ve LOXL2 (p < 0,05) protein miktarlarında 

da anlamlı bir azalışın olduğu tespit edildi. Bu proteinler arasında aktif LOXL1 

miktarındaki azalma oldukça belirgindi.  LOXL1 proteini özellikle elastin birikiminde 

etkili olduğundan, aktif LOXL1 protein miktarındaki azalma bize amfizemli örneklerde, 

elastik fibrillerin oluşumun önemli basamaklarından biri olan elastin birikiminde 

aksamaların olabileceğini düşündürmektedir. Ayrıca aktif LOX ve LOXL2 protein 

miktarlarındaki azalmalar da,  elastik fibrillerin birikimdeki aksaklıklara ek olarak 

elastin monomerlerinin birbiri arasında ve mikrofibrillerle olan çapraz bağlanmalarında 

aksamaların olabileceğini akla getirmektedir. Dolayısı ile amfimatöz akciğerde elastin 

miktarının azalması,  aktif LOX, LOXL1 ve LOXL2 protein miktarlarındaki azalmaya 

bağlı olarak elastik fibril biyogenezisinde bazı anomalilerin gelişmiş olabileceğini 

gösterebilir. Diğer yandan, aktif LOX ve LOXL2 seviyelerinde azalma ile birlikte 

elastik fibrillerin çapraz bağlar kurarak ECM’de yığınlar oluşturmasında da bazı 

aksamalar görülebilir. Böylelikle büyük yığınlar halinde ECM’de organize olamayan 

elastik fibriller, proteazların açık hedefi haline gelerek hızlıca yıkılabilirler. Sonuç 

olarak aktif LOX, LOXL1 ve LOXL2 protein seviyelerindeki azalmalar, elastik fibril 

oluşumu ve bu fibrillerin ECM’deki organizasyonunu bozarak pulmoner amfizem 

gelişimine katkı sağlayabilirler. 

Bakır vücutta bulunan önemli eser elementlerden biridir. Bakır, süperoksid dismutaz, 

LOX’lar, tirozinaz ve dopamin β-hidroksilaz gibi enzimlerin kofaktörüdür. Bakır, enerji 

metabolizması, antioksidan aktivite, melanin ve dopamin sentezi gibi önemli olaylarda 

kofaktör olarak iş görür (Grubman ve White, 2014). Sıçanların bakır eksik diyetle 

beslenmesi pulmoner amfizeme neden olur (Mizuno ve diğ., 2012). Soskel ve diğ. 

(1984), bakır eksik diyetle beslenen hamsterların akciğerlerinde amfimatöz lezyonlar 

saptamışlardır. Bakır, elastik fibril biyogenezinde ve organizasyonunda görev alan 

LOX, LOXL1 ve LOXL2 öncül proteinlerinin aktivasyonu için gereklidir (Kagan ve 

Ryvkin, 2011). Menkes sendromlu hastalarda bakırın barsaklardan emilememesinden 
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dolayı vücutta bakır eksikliği görülür. Wilson hastalarında ise özellikle beyin, karaciğer, 

böbrek ve korneada bakır birikimi söz konusuyken, bu hastalar total vücut bakır ve 

serüloplazmin miktarında azalma ile karakterize edilirler. Kalıtsal bakır metabolizma 

hastalıkları olan Menkes ve Wilson hastalıklarında ve ayrıca lekeli deri hastalığı olan 

fareler (blotchy mice) ile oluşturulan hayvan modellerinde, bakır eksikliğine dayalı 

olarak, LOX enzimlerinin aktivitesinde aksamalar ve elastinin biyosentezindeki ciddi 

zararlar dolayısıyla pulmoner amfizem görülmektedir (Ranga ve diğ., 1983; Grande ve 

diğ., 2005; Telianidis ve diğ., 2013). Soskel ve diğ. (1982), domuzların bakır eksik 

diyetle beslenmesi sonucu, akciğerlerde yoğun alveolar genişlemeler saptamışlardır ve 

bu genişlemelere LOX enzimlerindeki azalmaya bağlı olarak elastin miktarındaki 

azalma ve elastik fibrillerin yıkımıyla ilgilisi olduğunu rapor etmişlerdir. Bu 

çalışmaların sonuçları bakır eksikliğine bağlı olarak LOX enzimleri miktarındaki ve 

aktivasyonundaki azalmanın pulmoner amfizem patogenezinde etkili olduğunu 

göstermektedir. COMMD1, hipoksiyaya adaptasyonda, inflamatuar cevapta, sodyum 

salınımında ve bakır metabolizması gibi bir çok biyolojik işte etkili olan bir proteindir 

(Van de Sluis ve diğ., 2010). COMMD1 proteini, hücre içi bakır seviyesini belirler. 

Bakırın hücre dışına sekresyonunu sağlayan ATP7A ve ATP7B proteinleri ile 

etkileşime giren COMMD1, hücre içinde bulunan bakırın hücre dışına taşınmasında 

görev alır (McDonald, 2013). İlk olarak, köpeklerde yapılan bir çalışmada COMMD1 

mutasyonuna bağlı olarak hepatositlerde bakır birikiminin, karaciğerde toksisiteye yol 

açtığı bulunmuştur (Su ve diğ., 1982). Aynı şekilde, farelerde COMMD1 delesyonu ile 

karaciğerde yaygın bakır birikimi tespit edilmiştir (Vonk ve diğ., 2011). Çalışmamızda, 

amfizemli akciğer doku örneklerinin, amfizemli olmayan örneklerinden daha az 

miktarda COMMD1 protein içerdiği (p < 0,01) saptanmıştır. Yukarıda bahsedilen 

deneysel çalışmaların sonuçlarına göre, bakır eksikliğinde amfizem oluşabilmektedir. 

Verilerimizde, saptadığımız COMMD1 protein miktarında azalma, amfizemli 

örneklerde akciğerde bakırın hücreden salgılanmasında bazı aksaklıkların meydana 

gelmesine neden olabilir. Bununla birlikte aktif LOX, LOXL1 ve LOXL2   proteinlerin 

seviyesinde saptadığımız azalmanın, bakır metabolizmasındaki muhtemel aksaklıkla 

ilişkili olabileceğini düşünmekteyiz.  Sonuç olarak, COMMD1 proteinindeki azalmaya 

bağlı olarak hücre dışına salgılanamayan bakır, ECM’de bakır bağımlı çalışan 

LOX’ların aktivitelerinde bir azalmaya neden olmuş olabilir. LOX, LOXL1 ve LOXL2 

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

olmuş olabilir. 

HIF-1 proteini, HIF-1α  ve HIF-1β alt ünitelerinden oluşan önemli bir transkripsiyon 

faktörüdür. HIF-1α alt ünitesi, oksijene duyarlıdır, hipoksik şartlar altında hücrede stabil 

kalır ve HIF-1’in aktivasyonunu belirler. Hipoksik şartlarda HIF-1α yıkımı durdurulur; 

HIF-1α sitoplazmadan nükleusa geçerek  burada HIF-1β ile dimerize olur ve  aktif HIF-

1 kompleksini oluşturur (Dery ve diğ., 2004). Yapılan çalışmalarda, yaygın birçok 

kanser türünde, hücrelerin hipoksik şartlar altında olduğu ve HIF-1’in tümör 

vaskulogenezisi kontrol ettiği gösterilmiştir. Örneğin, akciğer adenokarsinomlu ve 

vasküler invazyonlu hastalarda, HIF-1α ekspresyonu belirgin bir şekilde yüksektir 

(Enatsu ve diğ., 2006).  HIF1-α’nın ekspresyonunun artmasının, akciğer adenokarsinom 

hücrelerinin invazif kapasitesini arttırdığı rapor edilmiştir (Shyu ve diğ., 2007). 

Andersen ve diğ. (2011),  akciğer skuamöz hücre karsinomalı hastalarda, HIF-1α 

ekspresyonu artışının kanser hücrelerinin yaşamaları için gerekli olduğunu 

belirlemişlerdir. Çalışmamızda kullanılan doku örnekleri adenokarsinom tanısı konulan 

KOAH hastalarından alınmıştır. Ancak alınan ve çalışmada kullanılan akciğer örnekleri, 

kanserli bölgenin etrafındaki kanserleşmemiş parçalardır. Bu parçalardan amfimatöz 

akciğer örneklerinde, amfimatöz olmayan akciğer örneklerine kıyasla daha az miktarda 

HIF-1α (p < 0,05) belirlenmiştir. Bu durum bize akciğer kanseri tanısı konulan bu 

hastalarda, kanserli bölge dışındaki alanlarda HIF-1α ekpresyon profilinin farklı 

olabileceğini göstermektedir. KOAH hastalarından alınan akciğer örneklerinde, 

amfimatöz akciğerlerde HIF-1α ekspresyonu azalmaktadır (Yasuo ve diğ., 2011). 

Sıçanlarda sigara dumanı ile oluşturulan KOAH modelinde, HIF1-α immüno 

reaktivitesinin azaldığı tespit edilmiştir (XioaQian ve Jian, 2010). Bizim verilerimizde 

de benzer şekilde amfizemli doku örneklerinde HIF-1α miktarında anlamlı bir azalma 

saptandı. Ancak, immünohistokimyasal analizlerimiz makrofaj, lökosit, interstitial bağ 

doku hücreleri ve alveolar epitel hücrelerinde HIF-1α immünoreaktivitesinin çoğunlukla 

hücrelerin nukleuslarında olduğunu gösterdi. Bu gözlemlere dayanarak amfimatöz 

akciğerde HIF-1α ekspresyonun azaldığını, ancak aktivasyonunun arttığını 

söyleyebiliriz. Sıçanların sigara dumanına maruz bırakılması ve intratrakeal 

lipopolisakkarit  verilmesi ile oluşturulan deneysel KOAH modelinde, uyarılan HIF-1α 

aktivasyonunun akciğerlerde KOAH patogenezine doğrudan katkı sağladığı ileri 
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sürülmektedir (Jiang ve diğ., 2010). HIF-1, 60’dan fazla genin ekspresyonunu kontrol 

eder (Semenza, 2002).  HIF-1α, hedef genlerin promotöründe bulunan hipoksiya yanıt 

elementlerine bağlandığında ilgili genlerin transkripsiyonunu başlatır. HIF-1 kompleksi 

LOX geninin ekspresyonunu kontrol eden önemli bir transkripsiyon faktörüdür. LOX, 

bağ doku hücrelerinden fibroblastlar tarafından üretilir. LOX promotörü analiz 

çalışmalarında, bu promotör bölgenin evolusyonel gelişim sürecinde oldukça korunduğu 

ve sıçan, fare ve insan LOX gen ekspresyonunun kontrolünün benzer olabileceği ileri 

sürülmektedir (Pez ve diğ., 2011). Sıçanlarda yapılan bir çalışmaya göre, histon 

deasetilazın inhibisyonu p53 protein ekspresyonunu arttırır. P53’ ün artması, HIF-

1α’nın ekspresyonunu azaltır. Yetersiz HIF-1α nedeni ile LOX transkripsiyonu azalır. 

Böylece LOX tarafından gerçekleştirilen elastik fibriller arasında  çapraz bağlanmalar 

bozulur ve akciğer dokusunda meydana gelen hasar sonucu amfizem gelişir (Mizuno ve 

diğ., 2010). Çalışmamızın verilerine göre, HIF-1α’nınn nüklear lokalizasyonunun 

artmasına rağmen, amfimatöz insan akciğerinde azalan HIF-1α miktarının bu bireylerde 

LOX, LOXL1 ve LOXL2 genlerinin ekspresyonunu yeterli miktarda uyaramamış 

olabileceğini düşünmekteyiz. Bu durum,  öncül proteinlerden yeterli miktarda aktif 

LOX, LOXL1 ve LOXL2 proteinlerinin oluşamaması ile sonuçlanmış olabilir. Bu da 

elastik fibril biyogenezi ve bu fibrillerin ECM’deki organizasyonunda bazı anomalilerin 

ortaya çıkmasına neden olarak pulmoner amfizem patogenezine katkı sağlamış olabilir. 

Ayrıca bir çalışmaya göre  hipoksik sinyalleme, sıçan akciğer fibroblastlarında de novo 

elastin üretimini  % 70 oranında azaltır (Berk ve diğ., 2005). Diğer yandan KOAH 

hastalarının pulmoner amfizemli akciğer parçalarında azalan HIF-1α protein miktarına 

rağmen, HIF-1α aktivasyonunun uyarılması amfizem patogenezine katkı sağlamış 

olabilir.  Şöyle ki, HIF-1α’nın elastolitik aktiviteye sahip çeşitli proteazları aktive ettiği 

bilinir. Alveolar epitel hücreleri ile nötrofil ve makrofajlarda sentez edilen HIF-1α, 

hipoksik şartlar altında bu hücrelerden elastaz, MMP-9, MMP-12 gibi elastazların 

salınımını uyarır (Semenza, 2003). Biz de çalışmamızda amfimatöz alanlardaki lökosit, 

makrofaj ve alveolar epitel hücrelerinde HIF-1α aktivitesinin arttığını saptadık. 

Amfimatöz bölgelerde bu hücrelerdeki HIF-1α aktivasyonu sonucu bu hücrelerden 

salınan proteazlar elastik fibril yıkımını uyarmış olabilir. COMMD1 proteini, HIF-

1α’nın hücre içi stabilizasyonunu ve HIF-1α/HIF-1β dimerizasyonunu düzenler. 

Örneğin, COMMD1 ekspresyonu azaldığı zaman HIF-1α’nın hücre içi stabilizasyonu 

artar ve dolayısıyla HIF-1α aktivasyonu da artar (Van De Sluis ve diğ., 2007). Bir 
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çalışmada COMMD1 proteini HIF-1α ve HIF-1β dimerizasyonunu bozarak HIF-1 

aktivasyonunu engellediği ve böylelikle tümör invazyonunu sekteye uğrattığı 

gösterilmiştir (Van De Sluis ve diğ., 2010). Diğer bir çalışmada da COMMD1 

proteininin  HIF-1α ve β dimerizasyonuna engel olarak, HIF-1 proteininin aktivitesini 

azalttığını ve DNA’ ya bağlanmasını engellediğini ortaya koyulmuştur (Wang ve diğ., 

1995). Böylelikle verilerimizdeki COMMD1 proteinindeki azalmanın,  HIF-1α 

aktivasyonundaki artışa katkı sağladığını söyleyebiliriz. Sonuç olarak KOAH 

hastalarında amfimatöz alanların oluşumunda azalan COMMD1 proteini nedeniyle 

aktivasyonu uyarılan HIF-1α’nın etkili olabileceğini düşünmekteyiz.  

PTEN, PI3K-Akt yolağını negatif olarak düzenleyerek HIF-1α ekspresyonunda etkili 

olan tümör baskılayıcı bir gendir (Zundel ve diğ., 2000). Tüm kanser türlerinde, PTEN 

protein seviyesinin düşük olduğu, dolayısıyla Akt aktivasyonunda artış olduğu 

bilinmektedir (Bozinovski ve diğ., 2006). Bu durum kanserli dokularda HIF-1α 

ekspresyonunda artışa neden olarak hipoksik sinyallemeyi etkin kılmaktadır. Küçük 

hücreli olmayan akciğer kanseri hastalarında yapılan bir çalışmada PTEN’in eksikliği 

rapor edilmiştir (Soria ve diğ., 2002). PTEN geni eksik gliyobilastoma hücrelerinde, 

PTEN proteini eksikliği nedeniyle PI3K/Akt sinyal yolunun uyarıldığı ve buna bağlı 

olarak HIF-1α seviyesinin arttığı tespit edilmiştir (Jiang ve diğ., 2001). Çeşitli kanser 

hücre hatlarında yapılan çalışmalarda, PTEN’in PI3K/Akt sinyal yolu inhibitörü olarak 

hücrelere uygulanmasının, hücrelerde HIF-1α birikiminin azalmasına neden olduğu 

gösterilmiştir (Zundel ve diğ., 2000). Bu nedenle kanserli dokuda PTEN protein 

sentezinin uyarılmasının hipoksik sinyallemenin azaltılması yönünde kanser tedavisinde 

faydalı olacağı düşünülmüştür.  İnsan adenokarsinom hücre hattında yapılan bir 

çalışmada, PTEN’nin artmış ekspresyonuyla, akciğer kanser invazyonunun inhibe 

edebileceği gösterilmiştir (Hong ve diğ., 2000). Çalışmamızda, LOX ve elastin gibi 

genlerin transkripsiyonunu düzenleyen HIF-1α protein ile PTEN proteini arasındaki 

olabilecek muhtemel zıt ilişkiden yola çıkılarak, KOAH hastalarının amfimatöz 

akciğerlerinde her iki proteinin seviyeleri analiz edilmiştir. Ancak, KOAH hastalarının 

amfimatöz akciğer örneklerinde hem PTEN hem de HIF-1α seviyesinde bir azalma 

tespit edilmiştir. Yukarıdaki çalışmalarda PTEN ve HIF-1α proteinleri arasında kurulan 

zıt ilişki çalışmamızda kurulamamıştır: PTEN protein seviyesinde azalma, HIF-1α 

proteinleri seviyesinde bir artışla sonuçlanmamıştır. KOAH’ın etiyolojisini anlamak için 
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bir araştırmada, 107 hasta üzerinde geniş çapta hedef gen taramaları yapılmıştır. 

Sonuçlar, PTEN’nin  KOAH’lı hastalarda için  önemi bir risk faktörü olabileceği ve bu 

hastalarda akciğer kanserine yol açabileceğini göstermektedir (Hosgood ve diğ., 2009). 

Yamada ve diğ. (2014), sigara içen KOAH hastalarının bronkoskopik biopsi 

örneklerinde PTEN mRNA seviyelerinin azaldığını belirlemişlerdir.  Diğer yandan,  

mide kanserine yakalanmış hastalarda, azalmış PTEN ekspresyonu ile artmış MMP-7 

ekspresyonu arasında sıkı bir ilişki saptanmıştır (Zheng ve diğ., 2000). MMP-7, 

kollagenler ve fibronektin gibi ECM proteinleri ve elastin proteininin yıkımından 

sorumlu bir proteindir. U87MG glioblastoma hücrelerinde artan PTEN ekspresyonunun, 

bir elastaz olan MMP-9 ekspresyonunu durdurduğu saptanmıştır (Park ve diğ., 2002). 

Bu veriler, PTEN proteinin MMP-7 ve 9 gibi elastazların ekspresyonunu azaltmada 

etkili olduğunu göstermektedir. Bu sonuçlar doğrultusunda KOAH hastalarının 

amfimatöz akciğer örneklerinde PTEN protein seviyesinin azalması, MMP-7 ve 9 gibi 

elastazların ekspresyonunu uyararak elastik fibrillerin yıkımına ve amfimatöz alanların 

oluşununa neden olabileceğini söyleyebiliriz. KOAH hastalarında PTEN protein 

seviyesinin azalması, bu hastalarda pulmoner amfizemin gelişiminde etkili olabilir. 

KOAH’lı hastalarda görülen pulmoner amfizem, bu hastalardaki ölüm nedenlerinden 

biridir. Çünkü pulmoner amfizem, gaz değişiminin yapıldığı solunum yüzey alanındaki 

ciddi hasar nedeniyle bu yüzey alanının kaybına; dolayısı ile kan gazları seviyelerin 

normalin dışına çıkmasına neden olur. Pulmoner amfizem patogenezini anlamaya 

yönelik çalışmaların çoğu proteaz/antiproteaz dengesizliği nedeniyle görülen doku 

yaralanması ve elastik fibriller başta olmak üzere ECM elemanlarının yıkımı üzerinde 

yoğunlaşmıştır. Bununla birlikte, pulmoner amfizemde elastik fibril yıkımı yanı sıra 

elastik fibril biyogenezi ve ECM’nin organizasyonunda meydana gelebilecek 

anomalilerin pulmoner amfizem patogenezinde etkili olabileceği göz ardı 

edilmemelidir. Bu alanda az sayıda yapılan çalışma ve bizim çalışmamızın sonuçları bu 

düşünceyi doğrulamaktadır. Çalışmamızın sonuçları, adenokarsinomlu KOAH 

hastalarının akciğerlerinde görülen amfizemin gelişiminde aktif LOX, LOXL1 ve 

LOXL2 protein seviyelerindeki azalmanın önemli olduğunu göstermektedir. Bu 

proteinlerin aktivasyonundaki azalmayla birlikte dokuda elastin miktarındaki azalma, 

dokudaki aktif LOX, LOXL1 ve LOXL2 protein seviyelerinin elastik fibril oluşumu ve 

bu fibrillerin ECM’de birikimi için oldukça önemli olduğunu göstermektedir. Aktif 
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LOX, LOXL1 ve LOXL2 protein seviyelerinin azalması ile birlikte elastik fibril 

biyogenezinde oluşan aksaklıkların ve ECM’deki elastik fibril yığınlarının proteazların 

açık hedefi haline gelmesi sonucunda yıkılmalarının, pulmoner amfizemin oluşumuna 

önemli bir katkı sağladığını düşünmekteyiz (Şekil 5.1:). Ayrıca amfizemli akciğer 

örneklerinde miktarları azalan COMMD1, HIF-1α ve PTEN proteinlerinin de bu süreçte 

etkili olduklarını düşünmekteyiz. Amfizemli akciğer örneklerinde miktarı azalan 

COMMD1 proteini nedeniyle, aktivasyonu uyarılan HIF-1α ve yine dokuda miktarı 

azalan PTEN proteini aracılığıyla uyarılan proteazlar KOAH hastalarında pulmoner 

amfizem oluşumunu sağlayabilir.  Pulmoner amfizemin eşlik ettiği KOAH hastalığının 

tedavisine yönelik bugün için kesin bir tedavi bulunmamaktadır. Çalışmamızın 

sonuçları, bu hastalarda yeni tedavi yöntemi olarak aktif LOX, LOXL1 ve LOXL2 

protein miktarlarını arttırmaya yönelik yaklaşımların etkili olabileceğini işaret 

etmektedir. Ayrıca, COMMD1 ve PTEN ekspresyonlarını arttırmaya yönelik 

uygulamaların da KOAH hastalarında pulmoner amfizem gelişiminin önlenmesinde 

etkili olabileceğini söyleyebiliriz. Dolayısı ile LOX, LOXL1, LOXL2, COMMD1 ve 

PTEN genleri,  KOAH hastalarında pulmoner amfizem gelişiminin önlenmesinde yeni 

hedef genler arasında gösterilebilir. 
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Şekil 5.1: Çalışmamızın sonuçları doğrultusunda KOAH’lı hastalarda pulmoner amfizem 
patogenezi modellenmiştir. Sigara içicisi olan insanlarda HIF-1α  protein miktarındaki 
azalma, akciğerde aktif LOX, LOXL1 ve LOXL2 proteinlerinin miktarında azalmaya 
neden olur ve elastik fibril biyogenezinde ve ECM’deki organizasyonunda meydana gelen 
aksamalar sonucunda pulmoner amfizem gelişebilir. Ayrıca KOAH hastalarında miktarı 
azalan COMMD1 proteini nedeniyle aktivasyonu uyarılan HIF-1α ve miktarı azalan PTEN 
proteini elastazların aktivasyonu aracılığıyla pulmoner amfizeme neden olabilir. 
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