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OZET

YUKSEK LISANS TEZI

AMFIZEMLI INSAN AKCiGERINDE E-KADERIN SENTEZ VE
YIKIMINDAKI DEGIiSIiKLIiKLER

Ecem GOGUS

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal

Damisman : Prof. Dr. Fiisun OZTAY

Pulmoner amfizem, alveollerin asir1 hava ile dolmasi ve geniglemeleri, geri doniisiimsiiz olarak
ilerleyen alveol kaybu, alveolar epitel hasar1 ve hasarin derecesine bagli olarak solunum yiizey
alaninin azalmasi ile karakterize edilir. Hasar goren alveolar epitelin onarimi ve biitiinliigiiniin
saglanmas1 solunum epitelinin islevi agisindan 6nemlidir. Alveolar epitel hiicreleri biribirlerine
E-kaderin proteinleri araciligi ile baglanirlar. Calismamizda E-kaderin protein miktarindaki ve
yikimindaki degisimlerin saptanmasi ve bu degisikliklerin pulmoner amfizem patogenezine
katkisinin arastirilmasi amaglanmistir.

Kronik obstruktif akciger hastalarindan alian akciger orneklerinin amfizemli (n=7) ve
amfizemli olmayan (n=6) bolgelerinde akciger striiktiiriindeki degisiklikler, solunum epitelinin
cogalma indeksi, onarim kapasitesi, E-kaderin protein miktar1 ve néronal prekiirsor hiicrelerde
gelisimsel olarak downregiile edilmis protein 9 (NEDD9) immiinoreaktivitesi mikroskobik ve
biyokimyasal yontemlerle degerlendirilmistir. Amfizemli bolgeler biiyiik ve genis alveoller, yer
yer par¢calanmig alveol duvari, azalmis ve diizensiz elastik fibriller, alveolar epitel hasari, bu
hasara cevap olarak artmis hiicre proliferasyonu ve tip 2 pndmosit sayist ile karakterize edilirler.
Ayrica, amfizemli bolgelerde E-kaderin protein miktarinda bir azalma goézlenirken, NEDD9
immiinoreaktivitesinde artis belirlenmistir.
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Amfizematoz alanlarda E-kaderin protein miktarinda azalmalar NEDD9 proteini tarafindan
koordine edilen, E-kaderin proteininin hiicre i¢i yikimi nedeniyledir. E-kaderin miktarindaki
azalma, alveolar epitel hiicreleri arasindaki hiicre baglantilarinin zayif olmasina ya da bu
baglantilarin kurulamamasina neden olarak epitel biitiinligiiniin saglanamamasina sebebiyet
verebilir. Ayrica E-kaderin protein miktarindaki azalma nedeniyle amfizemato6z alanlarda tip 2
pnomositlerin sayica artmalarina ragmen, bu hiicreler tip 1 hiicrelerine farklilasamadiklari i¢in
fonksiyonel alveolar epitel onarimi tamamlanamamaktadir. Sonug olarak, E-kaderin protein
miktarindaki azalmalar, amfizem patogenezine katki saglayarak, akcigerde amfizematoz
degisikliklere neden olmaktadir.

Kasim 2017, 59 sayfa.

Anahtar kelimeler: Pulmoner amfizem, E-kaderin, NEDD9, alveolar epitel, insan akcigeri
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

THE ALTERATIONS ON E-CADHERIN TURNOVER IN
EMPHYSEMATOUS HUMAN LUNGS

Ecem GOGUS

Istanbul University
Institute of Graduate Studies in Science and Engineering

Department of Biology

Supervisor : Prof. Dr. Fiisun OZTAY

Pulmonary emphysema is characterized by over-filled with extra air and enlarged alveoli,
irreversible and progressive loss of alveoli, the damage of alveolar epithelium, and the reduction
of respiratory surface area depending on the degree of damage. The repair and integrity of the
damaged alveolar epithelium are very important for the function of airway epithelium. Alveolar
epithelial cells are linked to each other by E-cadherin proteins. In our study, we aimed to detect
the alterations of E-cadherin protein levels and its destruction and to investigate the contribution
of these alterations to pathogenesis of pulmonary emphysema.

The structural changes of lung, the proliferation index and repair capacity of respiratory
epithelium, the content of E-cadherin protein, immunoreactivity of neural precursor cell
expressed developmentally down-regulated protein 9 (NEDD-9) were evaluated in
emphysematous and non-emphysematous area of lung pieces taken from patients with chronic
obstructive lung disease. Emphysematous areas are characterized by big and enlarged alveoli,
the local distruption of the alveolar walls, the decreased and disorganized elastic fibers, the
damage of alveolar epithelium and the increases at the cell proliferation as a respond to the
present damage and the number of type 2 pneumocytes. Additionaly, it was observed a decrease
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at the level of E-cadherin proteins, whereas it was determined an increase at the
immunoreactivity of NEDD9 in the emphysematous areas.

The reductions at the levels of E-cadherin proteins in emphysematous areas are due to the
intracellular degredation of E-cadherin proteins by being coordinated of NEDD9 protein. The
reductions at the level of E-cahderin proteins resulted in disintegration of epithelium by causing
the presence of weakness cell connections or the absence of cell connections among cell. The
function repair of alveolar epithelium could not complete due to the reductions of E-cadherin
proteins, because type 2 pneumocytes could not differentiate into type 1 pneumocytes due to
despite of the increases in the number of type 2 pneumocytes. In conclusion, the reductions at
the level of E-cahderin proteins lead to emphysematous alterations in lungs by the contrubution
to pathogenesis of emphysema

November 2017, 59. pages.

Keywords: Pulmonary emphysema, E-cadherin, NEDD9, alveolar epithelium, human lung
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1. GIRIS

Pulmoner amfizem, alveollerin asir1 hava ile dolmasi ve gerilip genislemeleri, geri doniisiimsiiz
olarak ilerleyen alveol kaybi, alveolar epitel hasar1 ve hasarin derecesine bagli olarak solunum
yiizey alaninin azalmasi ile karakterize edilir. Alveolar alanda harabiyet, genellikle proteaz—
antiproteaz dengesizligi, elastik fibril yikim1 ve dokunun elastikiyetini kaybetmesi nedenleri ile
olusabilmektedir. Pulmoner amfizemde alveol ¢aplarinin asir1 miktarda artmasi, alveollerin
genislemelerine yol acar. Alveollerin asir1 genislemesi alveolar epitelin incelmesine ve yer yer
parcalanmasina, beraberinde dokuda inflamatuvar yanitin gelismesine ve alveolar epitelde

hasara neden olur (Sharafkhaneh ve dig., 2008).

Pulmoner amfizem, kronik obstruktif akciger hastaligi (KOAH) olan bireylerin %20’sinde
goriilmektedir. KOAH, siirekli ilerleyen ve geri doniisiimii olmayan alveol kaybi, akciger
parensiminde anormal inflamatuvar yanit, hava akisinda sinirlanma ve dokuda remodelleme ile
tanimlanan, ayrica kronik bronsit ve amfizemi kapsayan nefes darligi ve Oksiiriik gibi
semptomlarin meydana geldigi bir kronik akciger hastaligidir (Baraldo ve dig., 2012). KOAH
hastaligi, giinlimiizde tiim diinyada 6liim nedenleri arasinda dordiincii sirada yer alir; 2020
yilinda ise iigiincii siraya c¢ikacagi disliniilmektedir (Baraldo ve dig., 2012). Diinya {izerinde
600 milyon KOAH’11 hasta vardir. Bunlarin her yil 2.7 milyonu KOAH’dan 6lmektedir. Bu
hastalarda alveolar epitelin hasarina ve kaybina bagl olarak gelisen solunum gazlarinin
taginmasindaki kayip, 6nemli 6liim nedenleri arasinda gosterilmektedir (Kii¢iikaltun, 2007).
KOAH prevelans: erkeklerde 9.3/1000, kadinlarda 7.3/1000 olarak hesaplanmistir. Ayrica
KOAH prevalansi, morbiditesi ve mortalitesi de yasa bagl olarak artar. Ornegin 40 yas ve {izeri
kisilerde KOAH’I1 hasta sayis1 daha fazladir (Mannino ve Kiri, 2006). Ulkemizde ise KOAH
prevelanst ile ilgili yeterli ¢alisma yoktur, ancak tahminlere gore Tiirkiye’de 2.5-3 milyon
KOAH’11 hasta bulunur. Saglik Bakanlig1 1997 yili verilerine gore her yil KOAH’I1 hastalarin
127 bininin hastanelere yatirildigi, 1500’iiniin hastanelerde 61diigii tespit edilmistir. Pulmoner
amfizem genellikle KOAH ile goriilmekle birlikte, bagka solunum yolu hastaliklar ile birlikte
de goriilebilmektedir. Ornegin, kronik bronsit veya astim gibi uzun siireden beri devam etmekte

olan baz1 hastaliklar pulmoner amfizeme neden olabilir. Ayrica, yaslilarda akcigerde yaygin



fibroz bag doku alaninin artmasi, akcigerde esneklik kaybina ve devaminda amfizeme neden
olabilmektedir (Sharafkhaneh ve dig., 2008). Maden, agag, otomativ, insaat, boya ve yem
sanayi gibi sektorlerde ¢alisan kisilerde gaz, duman, toz gibi mesleksel faktorler, hijyenik
kosullarin olmadig1 yerlerde yasayan kisilerde sosyo ekonomik faktorler, daha dnce gegirilen
solunum yolu enfeksiyonlari, bakteriyal ve viral ajanlar, hava kirliligi ve cevre kirliligi

pulmoner amfizeme yol agabilmektedir (Tuder ve dig., 2006; Jankowich ve Rounds, 2012).

Pulmoner amfizeme neden olan etmenler arasinda baslica sigara aliskanligi yer almaktadir.
Goriilen amfizem vakalariin %90’ 1ndan fazlasi sigara i¢en hastalardir. Sigaranin yol actig1 ilk
patolojik degisiklik, dokuda meydana gelen inflamatuvar reaksiyonlardir. Ciinkii sigara ile
epitelin gecirgenligi artar ve inflamatuvar hiicreler dokuya niifuz ederek, dokuda yerlesik
inflamatuvar hiicrelerle birlikte akciger parensiminde birikirler (Baraldo ve dig., 2012 ). Sigara,
en c¢ok, akcigerde proteaz—antiproteaz dengesinin bozulmasinda etkilidir. Amfizemli akcigerde
asir1 proteaz salinmasi ve buna karsin antiproteazlarin yikimi bag dokuda elastik fibrillerin
yikimina neden olur. Amfizemde proteaz—antiproteaz dengesinin bozulmasi, epitel dokuda
gelisen hasar ve hasarin onarilamamasma yol agar, bunun sonucunda epitel biitliinliigii
saglanamaz (Brusselle ve dig., 2005). Ayrica sigara, oksidatif stres ve apoptotik hiicre Sliimiine
de neden olarak pulmoner amfizemi uyarabilmektedir. Oksidatif stresin artmasi ile alveolar
hiicrelerin apoptozu artar ve alveollerde geri doniisiimsiiz bir genisleme meydana gelir (Lee ve
dig., 2012). Amfizem etiyolojisinde sigara i¢imi yani sira bazi genetik bozukluklar da rol oynar
(Martorana ve dig., 2006; Baglole ve dig., 2013). Ornegin, bir proteinaz inhibitérii olan alfa-1-
antitripsinin dokudaki eksikligi amfizematdz degisikliklerin olusumuna yol agar (Altinbas ve
dig., 2012). Alfa-1-antitripsin eksikligi proteaz—antiproteaz dengesi bozulmasina neden olur.
Boylece aktiviteleri artan proteazlar, alveolar alanda geri doniisiimstiiz bir hasara neden olurlar

(Bals, 2010).

Pulmoner amfizem olusumunda etkili bir diger olay da alveolar rejenerasyon siirecindeki
bozukluklardir. Amfizemli hastalarda hasar goren, yer yer parcalanan genislemis alveoller
yenilenemez, alveolar epitel biitiinliigli saglanamaz. Alveolar epitel hiicrelerinin 6liimii,

alveolar epitel biitiinliigiiniin saglanamamasi, kronik inflamasyon ve alveolar epitel hasari



sonrasinda onarim mekanizmalarinin bozulmasi sonucu pulmoner amfizem gelismektedir.
KOAH’da gozlenen parankimal hiicre apoptozunun onlenememesi, bu apoptotik hiicre
artiklarinin yeterince temizlenememesi ve doku onarim mekanizmasinin bozulmasi akciger
dokusunda amfizematoz degisikliklere, kiicik hava yollarmin yap1 ve fonksiyonlarinda
bozulmalara neden olmaktadir (Lee ve dig., 2012). Yapilan ¢alismalar, pulmoner amfizemde
epitel biitiinliigliniin korunamamasinda alveolar epitel hiicre apoptozunun 6nemli bir etmen
oldugunu ortaya koymaktadir. Birka¢ hayvan modelinde, alveol epitel veya endotel hiicre
apoptozisinin, inflamatuvar hiicre birikimi olmaksizin direkt olarak pulmoner amfizeme yol
acabilecegi gosterilmistir (Lee ve dig., 2012). Plasental benzeri biiyiime faktoriiniin asiri
tiretiminin yapildig1 fare modellerinde tip 2 pndmositlerin apoptozunun uyarildigi, endoteliyal
hiicrelerin sayisinda bir azalma oldugu ve bu farelerde pulmoner amfizem gelistigi tespit
edilmistir (Po-Nien ve dig., 2003). Yapilan bir baska aragtirmada antioksidan gen anlatimi
bozulmus farelerde, artan oksidatif strese bagli olarak alveollerdeki epiteliyal ve mezensimal
hiicrelerin apoptozunun arttig1 ve alveollerde genisleme meydana geldigi rapor edilmektedir.
Aragstiricilar amfizematdz degisikliklerin, antioksidan bilesiklerin amfizemli farelere eksojen
olarak verilmesi ile geriledigini saptamislardir (Kiiclikaltun, 2007). Yapilan deneysel
calismalarda ¢esitli molekiillerin alveol olusumu ya da alveolar epitel hiicrelerinin ¢ogalmasini
uyararak amfizemat6z lezyonlarin azalmasini sagladigini gostermektedir. Bir vazoaktif peptid
olan adrenomedulinin alveol olusumu siirecinde mRNA seviyesinde pik yaptig1 ve elastaz ile
indiiklenmis amfizemli sicanlarda amfizem morfometrisini ve akciger fonksiyonlarini
tyilestirdigi saptanmistir (Murakami ve dig 2005). Bir diger ¢alismada ise elastazla pulmoner
amfizem olusturulan siganlara alveolar rejenerasyonu uyardigi bilinen retinoik asit verilmesi,
amfizemin gerilemesine neden olmustur (Massaro ve Massaro, 1997). Fibroblast biiyiime
faktorii—7 de alveol olusumunda etkili bir sinyal molekiiliidiir. Amfizemli hastalarda fibroblast
biiyiime faktorii—7 nin 6zellikle elastaz ile indiiklenen amfizemi 6nledigi goriilmiistiir (Bonay
ve dig., 2005). Tip 2 pnomositler ve endoteliyal hiicreler i¢in gii¢lii bir mitojen oldugu
gosterilen hepatosit biiyiime faktorii (HGF) de alveolar rejenerasyonda etkili bir biliylime
faktoriidiir. Eksojen HGF’nin intranasal yol ile akcigerlere verilmesinin elastaz ile indiiklenmis
pulmoner amfizemli farelerde amfizem bulgularini azalttigi gosterilmistir (Crestani ve dig.,
2002, Hegab ve dig., 2008). Patolojik kosullar altinda, alveolar epitel hasar goriir, biitiinliigii

bozulur ve epitel hiicrelerinin gecirgenligi artar. Ornegin astim gibi hastalik durumlarinda E-



kaderin, zonula okludens ekspresyonu azalmis, bronsiyol epitel hiicrelerin gegirgenligi artmistir
(Heijink ve dig., 2010).

Pulmoner amfizem patogenezi ve tedavisine yonelik yapilan deneysel ve klinik ¢aligmalarda,
amfizemli akcigerde alveolar epitelin belirgin bir hasara ugradigini ve bu hasarin endojen
onarmminin gerceklesemedigini agik¢a gormekteyiz. Dolayisi ile alveoliin ve alveolar keselerin
yenilenmesine, alveolar epitel onarimina yonelik terapotik yaklagimlar biiyiilk ©nem
tagimaktadir. Amfizem hastalar1 i¢in alveolar epitel onarim ve biitlinliigiiniin korunmasinda
etkili olabilecek terapotik bir yaklasim veya herhangi bir klinik uygulama bulunmamaktadir.
Pulmoner amfizemde alveolar epitel hasarina ve onarim mekanizmalarinin bozulmasina yol
acan patogenezin aydinlatilmasi ve bu siirecte etkili molekiillerin saptanmasi gerekmektedir.
Boylelikle, amfizemin tedavisine yonelik alveolar epitel onarim ve biitiinligiiniin
korunmasinda yeni bir hedef molekiil ve terapotik yaklasimlar ortaya ¢ikabilecektir. E-kaderin
molekiiliiniin bu siirecte etkili olabilecegini diisiinmekteyiz. E-kaderin molekiilii epitel
hiicrelerinin birbirlerine baglanmasinda ve epitel biitlinliigiiniin korunmasinda etkili bir
proteindir. E-kaderin molekiilindeki azalma, tip 2 pnomositlerin birbirlerine ve tip 1
pnomositlere baglanamamasina ve alveoar epitel biitiinliglinliin saglanamamasina neden
olabilir. Calismamizda akciger kanseri tanist alan KOAH hastalariin akcigerlerinin amfizemli
bolgelerinde E-kaderin sentezindeki degisikliklerin saptanmasi ve bu degisikliklerin muhtemel
nedenlerinin agiklanmasi hedeflenmistir. Ayrica, E-kaderin sentezinde bir azalma varsa, bu
azalmanin alveolar epitel onariminda ve biitiinliigiinlin korunmasinda bir aksamaya neden olup

olmadig1 tespit edilmeye ¢alisilmistir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. PULMONER AMFIZEM

Amfizem alveollerin asir1 genisleyerek alveolar yapmin geri doniisiimsiiz hasar1 olarak
karakterize edilen patolojik bir durumdur. Alveoller, siiregelen ve geri doniisiimsiiz bir kayba
ugrar. Boylelikle amfizemde gaz degisiminin yapildig1 yiizey alani azalir ve alveol kaybi
goriliir (Hind ve Maden, 2011). Ayrica proteaz-antiproteaz dengesizligi nedeni ile dokuda
elastik fibril yikimi1 gerceklesir ve boylelikle akciger esnekligini iyice kaybetmis olur. Akciger
alveollerine dolan hava orada kalir, soluk verme ile geri verilemez. Pulmoner amfizemli
hastalarda soluk verme, soluk almadan daha zordur; nefes tikaniklig1 ve dkslirme gortiliir. Kalp,
bobrek gibi viicudun en 6nemli organlarina kan ile tasinan oksijen azalacagindan bu organlarin
islevi sekteye ugrar. Kronik amfizemde soluk alirken gogiis siirekli genisler, akcigerler asir
gerilir ve her soluk vermeden sonra rezidiiel hacim ve total akciger kapasitesi artar (Cooper ve

dig., 1996).
2.2. ANATOMIK DAGILIMINA GORE AMFiZEM CESIiTLERI
2.2.1. Sentriasinar (Sentrilobiiler Amfizem)

Amfizematéz degisiklikler asiniislerin merkezinde yani respirator bronsiyollerde meydana
gelir. Genellikle sigara ile indiiklenen amfizem tipidir. Brong ve bronsiyollerin ¢evresinde ve
septumlarda iltihabi infiltrasyon goriiliir. Sentriasinar amfizeme kronik brongitle beraber

rastlanir. Bu tip amfizem, komiir is¢ilerinde sik goriiliir (Sekil 2.1; Kluver, 2014).
2.2.2. Panasinar Amfizem

Amfizematoz degisiklikler respirator bronsiyolden baslar ve alveolar kanal ve keseleri de i¢ine
alarak devam eder. Alfa-1-antitripsin eksikligi ile iliskili amfizem tipidir (Sekil 2.1; Kluver,
2014).

2.2.3. Paraseptal Amfizem

Amfizematoz degisiklikler ploraya yakin kisimlarda, septumlarda ve lobiil kenarlarinda gelisir.

Fibrozis, skar, atelektezi ¢cevresinde ve akcigerin proksimalinde goriiliir (Kluver, 2014).



2.2.4. irregular Amfizem

Asiniisler amfizemat6z degisikliklere diizensiz olarak tutulmustur. Fibrozis ile beraber goriilen

amfizem tipidir (Kluver, 2014).
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Sekil 2.1: Amfizem tipleri (Kluver’den degistirilerek ¢izilmistir, 2014)

2.3. AMFiZEM PATOGENEZI

Yapilan ¢aligmalar amfizem olusumuna neden olan ¢ok sayida faktoriin varligini ortaya
koymaktadir. Bu faktorler su sekilde siralanabilir: Proteaz—antiproteaz dengesizligi, solunum
yolu inflamasyonu, oksidatif stres, alveolar rejenerasyon sisteminde bozukluk, alveolar hiicre

apoptozu, siirfaktan instabilitesi, beslenme bozuklugu ve histon deasetilaz inhibisyonu.

Sigara ic¢en kisiler her bir nefeste 5.000 toksik bilesen, gaz fazinda 105 serbest radikal, her bir
gram katranda 1018 serbest radikal, hidrojen peroksit, hidroksil anyon gibi giiglii serbest
radikaller ve organik radikalleri igeren dumani akcigerlerine almis olur. Sigaranin yol a¢tig1 ilk
histolojik anormalite havayollarinin periferinde meydana gelen inflamatuvar reaksiyonlardir
(Baraldo ve dig., 2012). Sigara ayn1 zamanda endoteliyal epitel ge¢irgenligin artmasina neden
olur (Li ve dig., 1996). Dokuda inflamatuvar ajanlar birikerek doku hasarina yol acarlar (Tablo
2.1; Baraldo ve dig., 2012). Amfizemin indiikklenmesinde sigaranin asil rolii proteazlar ve
onlarin inhibitdérii olan antiproteazlar arasindaki dengenin bozulmasinda etkili olmaktir.

Proteaz-antiproteaz dengesinin bozulmasi akcigerde bulunan makrofajlar ve diger inflamatuvar



hiicreler tarafindan asir1 proteaz salinmasi veya antiproteaz sentezinin azalmasi ya da
antiproteazlarin yikimi ile olur (Brusselle ve dig., 2005). Makrofajlar ve nétrofiller ayni
zamanda akciger proteazlarinin ana kaynagidir (Sharafkhaneh ve dig., 2008). Asir1 proteaz
aktivitesi amfizem hastaliginda bir tetikleyici veya arabulucu olarak rol oynar. Proteazlar septal
matriksi modifiye ederek ya da hiicresel sinyalizasyonu degistirerek hiicrenin normal
programlanmasinda degisiklik yapabilirler. Ayrica proteazlar elastin, kollagen gibi
ekstraselliilar matriks bilesenlerini parcalayarak akciger septal hiicrelerinde apoptozu
tetikleyebilir. Ornegin, elastaz endoteliyal hiicre 6liimiine, metalloproteinaz aktivasyonu ise in
vitro’da diiz kas hiicrelerinin apoptozunun indiiklenmesine neden olur (Tuder ve dig., 2002).
Sigara apoptotik hiicre 6liimiine neden oldugu gibi, oksidatif strese de neden olarak amfizemi
indiikleyebilir (Calabrese ve dig., 2005). Asir1 reaktif oksijen tiirleri salinimi oksidan-
antioksidan dengesini bozar. Bu da oksidatif strese neden olur. Oksidatif stres de inflamatuvar
yanitlara yol agabilir, apoptozu indiikleyebilir, antiproteazlarin islevini bozabilir (Brusselle ve
dig., 2005).

Tablo 2.1: Periferik havayollarinda infiltre olmus inflamatuvar hiicreler (Baraldo’dan

degistirilerek hazirlanmistir, 2012).
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Amfizem etiyolojisinde rol oynayan en 6nemli genetik defekt ise alfa-1-antitripsin eksikligidir.
Insanda alfa-1-antitripsini kodlayan gen 14. kromozomda yerlesmistir. Alfa-1-antitripsin 52
kDa molekiil agirligina sahip bir glikoproteindir. Bu molekiiliin protein kism1 394 aminoasit
dizisi biiyiikliiglindedir. Bu glikoprotein baslica hepatositlerde, az miktarlarda da fagositler ve
alveolar epitel hiicrelerinde iiretilir. Alveolar epitel hiicreleri tarafindan iiretilen alfa-1-
antitripsin akcigerde gorevli bir proteinaz inhibitoriidiir. Alfa-1-antitripsin eksikligi de proteaz-

antiproteaz dengesinin bozulmasina yol agar. Amfizemli hastalarda serumdaki alfa-1-antitripsin



konsantrasyonunun azalmasi olasi bir amfizem gelisiminin 6nemli bir bulgusudur (Sekil 2.2;

Bals, 2010).
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Sekil 2.2: Sigara ve olas1 bir amfizem gelisimi (Lee’ den degistirilerek hazirlanmistir, 2012).

Stirfaktan, alveolar yapinin biitlinliigiiniin korunmasinda gorevli oldugundan amfizem
etiyolojisinde rol oynar. Amfizem ve inflamasyon ile ilgili remodelleme siirfaktan protein A, C
ve D yoklugunda da gosterilmistir (Yan ve Du., 2004). Histondeasetilaz miktarindaki azalma
ile KOAH siddeti arasindaki iliski karsilastirildiginda, KOAH’11 hastalarda hastaligin siddetini
belirleyen total histondeasetilazin giderek azaldigi goriilmiistiir. Histondeasetilaz, alveolar
makrofajlarda proinflamatuvar sitokinlerin tiretiminin baskilanmasinda anahtar bir molekiildiir
(Ito ve dig., 2005). Pek ¢ok calisma, yetersiz beslenme ve aghigin da amfizem gelisimine
dogrudan katkis1 oldugunu gostermistir. Kalori kisitlamasi akcigerde hiicre ve alveol kaybi ile
sonuglanabir. Ancak artan beslenme ile alveollerin normal yapisi yeniden kazanilabilir.
Ornegin Ikinci Diinya Savasi sirasinda yapilan biyopsilerde aglik ve yetersiz beslenme

sebebiyle amfizem belirtileri goriilmiistiir (Lee ve dig., 2012).
2.4. ALVEOLAR EPITEL VE ONARIMI

Akcigerde solunum yollarinin i¢ yiizeyini Orten cesitli tipte epitel hiicreleri, akciger
parensiminde bulunan fibroblast, miyofibroblast, diiz kas hiicreleri, yag dokusu hiicreleri, noral
hiicreler gibi ¢esitli doku tiplerine ait hiicreler, lenfosit, makrofaj nétrofil, eozinofil, bazofil,
mast hiicreleri gibi inflamatuvar hiicreler, damar i¢ yiizeyini doseyen endotel hiicreleri,

ploranin mezotel hiicreleri ve doku onarimindan sorumlu ¢esitli tipte kok hiicreler olmak tizere



farkli hiicre tipleri yer almaktadir. Her bir ¢esit hiicre, doku homeostasinin saglanmasindan,
onarimdan, akciger sivi dengesinin regiilasyonundan veya akciger metabolizmasindan
sorumludur. Akcigerin asil gorevi olan solunum gazlariin degisiminin yapildigi kisim alveolar
epiteldir. Alveolar epitel, iki farkli tip hiicreye sahiptir: tip 1 ve tip 2 pnomositler. Tip 1
pnomositler yassi sekilli hiicrelerdir ve solunum yiizeyinin %95 ini kaplarlar. Kan gaz
bariyerinde kan ile hava arasinda solunum gazlarinin degisiminden sorumlu olan hiicrelerdir.
Tip 2 pndmositler ise solunum epitelinin geri kalanini olusturan kiibik sekilli hiicrelerdir ve
dortlii besli gruplar halinde alveol koselerinde yer alirlar. Soluk alip-verme sirasinda alveollerin
kollabe olmamasindan sorumlu siirfaktani tip 2 pnomositler iiretir. Tip 2 pnomositler ayni
zamanda alveolar epitel hasar1 sonrasinda, epitelin onariminda da gorev alir. Bazal membran
da alveolar epitel biitiinliigliniin saglanmasinda kritik role sahiptir. Epitel hiicrelerini baglar,
epitel hiicrelerinin adhezyonunu ve gociinii kolaylastirir. Epitel tabaka ile bag doku arasinda
bariyer gorevi goriir. Bazal membran epitel hiicrelerinin fenotipinin diizenlenmesi i¢in esastir,
onlarin dogru polarizasyonunun kurulmasi ve muhafaza edilmesini saglar (Banerjee ve dig.,

2011).

Akciger, doku yaralanmasindan sonra kendisini bir onarma kapasitesine sahip organdir. Ancak
bu onarim oldukca yavastir. Akcigerde doku onarimi integrinler ve biiylime faktorleri
tarafindan iretilen lokal sinyaller tarafindan KOAH hastalarinin akcigerlerinin saglikli
bolgeleri edilir (Banerjee ve dig., 2011). Alveol onariminda en énemli gorevi alveolar epitel
hiicreleri tistlenirler. Tip 2 pndmositler siirfaktan proteinini iirettigi gibi alveolar homeostasinin
korunmasinda ve doku hasarindan sonra yeniden onarilmasinda da 6énemli rol oynar. Tip 2
pnomositler, tip 1 pndmositlerin progenitdriidiir. Alveolar epitel hasari sonrasi tip 2 pndmositler
cogalirlar ve dlen tip 1 ve tip 2 pnomositlere farklilasarak alveolar epitelin yeniden

olusturulmasini saglarlar (Fujino ve dig., 2012).

Saglikli bir akcigerde alveolar epitel, solunan zararli maddelere, allerjenlere, sigara dumani ve
diger biitiin patojenlere kars1 fiziksel bir bariyer olma 6zelliklerini epitel hiicreleri arasindaki
sik1 ve adherens baglantilar ile gerceklestirir. Alveolar epitel hiicreleri birbirlerine hiicre hiicre
baglantilari ile sikica tutunmus halde bulunurlar. Bunlardan tip 1 pnomositler birbirlerine
cogunlukla zonula okludens baglantilari ile, tip 2 pnomositler ise kendi aralarinda veya tip 1
pnomositlere zonula adherens (E-kaderin protein igerir) araciligi ile baglanirlar.Hasar goren

alveolar epitelin yeniden olusturulmasi amaciyla alveolar epitel rejenerasyonu baglar ve tip 2
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pnomositler, 6len tip 1 ve tip 2 pndmositlerin yenilerini vermek iizere ¢cogalirlar. Cogalan yeni
hiicrelerin alveolar epiteli yeniden olusturmasi i¢in yeni olusan bu hiicrelerin bazal membrana
oturmus olmas1 ve aralarinda hiicre hiicre baglantilarinin yeniden kurulmus olmasi gerekir
(Baum ve Georgiou., 2011). Alveolar epitel onariminda meydana gelen herhangi bir aksama da

amfizemat6z degisikliklerle sonuglanabilir.
2.5. E-KADERIN

Kaderin ailesi proteinleri, fonksiyonu hiicre-hiicre adhezyonu olan, kalsiyum bagimli hiicre
yiizey glikoproteinleridir. Tip 1, tip 2, protokaderinler ve kaderin iligkili molekiiller olmak
tizere dort alt gruba ayrilirlar. Tip 1 kaderinler 6ncelikli olarak epitel hiicrelerinde sentez
edilirler. E-kaderin, tip 1 alt tipinde karakterize edilen tek gegisli bir transmembran proteinidir.
E-kaderin, adherens baglantilarin olusturulmasinda ve siirekliliginin saglanmasinda gorevlidir.
E-kaderin 150 aminoasitlik bir intrasellular par¢a ve 550 aminoasitlik bir ekstraseliilar par¢a
icerir. Iki komsu epitel hiicresi birbirlerine E-kaderin molekiillerinin ektrasellular pargalari
arasinda kurulan kimyasal baglar ile baglanirlar. Intrasellular parga ise E-kaderinin hiicre
membranindaki stabilizasyonundan sorumludur. Intrasellular parca jukstamembran domain
(proksimal sitoplazmik domain) ve beta-katenin (-katenin) bagimli domain igerir. B-katenin
bagimli domain, sitoplazmik hiicre adhezyon kompleksi ile E-kaderinin aktin hiicre iskeletine
baglanmasini kolaylastirir. Sitoplazmik aktin hiicre adezyon kompleksi ise f-katenin, a-katenin
ve muhtemelen eplin, formin, vinkulin gibi araci proteinleri igerir. P120 katenin ad1 verilen bir
diger molekiil ise sitoplazmik hiicre adhezyon kompleksine baglanir ve klatrin aracili endositoz

ile sitoplazmik hiicre adhezyon kompleksinin stabilizasyonunu saglar (Sekil 2.3; Mohamet ve
dig., 2011).
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Sekil 2.3: E-kaderin ve sitoplazmik hiicre adhezyon kompleksi (Mohamet’den degistirilerek
hazirlanmigtir, 2011).

E-kaderin stabilizasyonunun saglanmasi sirasinda sitoplazmik hiicre adhezyon kompleksinde
meydana gelen bir bozulma, E-kaderinin aktin ile olan baglantisini koparir. E-kaderinin hiicre
i¢ine alintmini uyarir. Ornegin P120 katenin, E-kaderinin intrasellular par¢asina baglanamazsa,
bu parga da sitoplazmik hiicre adhezyon kompleksine baglanamaz ve E-kaderin-aktin baglantisi
kopmus olur. Boylelikle E-kaderinin hiicre i¢i yikimi uyarilir (Baum ve ve Georgiou, 2011). E-
kaderinin hiicre i¢i yikiminda rol oynayan bagka faktorler de mevcuttur. Bu faktorlerden biri de
noronal prekiirsor hiicrelerde gelisimsel olarak downregiile edilmis protein 9 (NEDD9)’dur.
Bir¢ok kanser konulu ¢alismalarda NEDD9 geni susturuldugunda, E-kaderin gen

ekspresyonunda artis gozlenmistir (Tikhmyanova ve Golemis, 2011).
2.6. NEDD9

NEDD?9, hiicre iskeleti proteini gibi davranan, Crk-bagimli substrat (CAS) ailesine ait diger ad1
HEF1 olan bir proteindir (Law ve dig., 1996). Normal ve patolojik hiicre biyolojisinde dnemli
bir rol oynar (Tikhmyanova ve Golemis, 2011). NEDD9’un bilinen herhangi bir enzimatik
fonksiyonu olmamasina ragmen, protein etkilesimi i¢in bir¢ok islevsel modiil igerir. CAS ailesi
iyeleri memeli hiicrelerinde protein komplekslerinin yerlesimini, hiicrelerin birbirine

tutunmasini, farklilagmasini, hiicre dongiisiinii ve hiicrelerin sag kalim sinyalini diizenler
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(Singh ve dig., 2007; Tikhmyanova ve Golemis, 2011). Ayrica saglikli insanlarda NEDD9 hem
mRNA hem de protein seviyesinde en fazla akciger dokusunda bulunmaktadir (Kumar ve dig.,
1992; Law ve dig., 1996). Yapilan calismalar NEDD9’un E-kaderin proteinin hiicre ici

lizozomal yikiminda gorev aldigin1 géstermektedir.
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3. MALZEME VE YONTEM

Proje, Istanbul Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Klinik Arastirmalar Etik Kurulu
tarafindan incelendi ve 01.10.2013 tarihli ve a-15 nolu karari ile Etik Kurul ilkeleri’ne uygun

bulundu.
3.1. AKCiGER BiYOPSILERININ TOPLANMASI

Calismada akciger adenokarsinomu teshisi konulan, yaslar1 42-74 arasinda degisen, sigara i¢imi
gecmisi olan (20-40 paket/y1l) KOAH’l1 erkek hastalar kullanilmistir. KOAH tanisi, 2016
GOLD kriterlerine gore yapilmistir. Akciger kanseri nedeniyle ameliyat edilen ve akciger
rezeksiyonu yapilan hastalarda ¢ikartilmis akciger dokusundan, amfizemli (makroskobik olarak
biiller iceren) ve amfizemli olmayan bolgelerden doku 6rnekleri almmustir. Ornekler, istanbul
Universitesi Cerrahpasa Tip Fakiiltesi Gogiis Cerrahisi Anabilim Dali’nda gérevli Op. Dr. Ezel

ERSEN tarafindan tarafimiza saglanmistir.
3.2. CALISMA GRUPLARI

Otuz dokuz hastadan toplanan biyopsi 6rnekleri mikroskobik olarak incelenerek bu 6rneklerden
amfizemli ve amfizemli olmayan doku bolgeleri belirlenmistir ve 6rneklerden “Amfizemli
Olmayan Doku Ornekleri (n=6, KOAH hastalarinin saglikli akciger bélgeleri) ve “Amfizemli
Doku Ornekleri (n=7)” olmak iizere 2 ¢alisma grubu olusturulmustur. Doku genelinde
amfizemato6z alanlarin yiizdesi %15 ve asagis1 olan doku 6rnekleri KOAH hastalarinin saglikli

akciger bolgeleri, %80 ve tizeri olan doku 6rnekleri ise amfizemli doku 6rnekleri olarak kabul
edildi.

3.3. AKCIGER DOKUSUNUN MIKROSKOBIK VE WESTERN EMDIiRIiM
ANALIZLERI ICIN HAZIRLANMASI

Akciger Orneklerinin her biri ikiye béliindii. Boliinen pargalarin bir yarist mikroskobik
analizler, diger yarisi ise Western emdirimi analizleri i¢in kullanildi. Mikroskobik gézlemlerde
kullanilacak parcalar, fosfatla tamponlanmis tuzlu suda (PBS, 0.01 M, pH 7.4) hazirlanan %10
notral formalin fiksatifiyle +4°C’de 24 saat siiresince tespit edildi. Fiksatifin dokudan

uzaklastiginda emin olununcaya kadar her giin %70 alkol ile yikandilar. Fiksatifin
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uzaklastirilmasindan sonra, tespit edilen akciger ornekleri yiikselen alkol serilerinde dehidre

edildiler. Daha sonra pargalar ksilolde seffaflandirilmalarini takiben parafine gomiildiiler.

Western emdirimi analizi i¢in kullanilacak akciger doku pargalar1 ise icin sivi azotta hizli
dondurma yontemiyle dondurulup incelemelerin yapilacagi giine kadar -86°C’deki derin
dondurucuda saklandilar. Incelemelerden hemen &nce 200 mg doku Ornegi,
radyoimmunopresipitasyon lizis tamponu ile +4°C’de tamamiyle homojenize oluncaya kadar
homojenize edildiler. Lizat +4°C’de 13.000 rpm’de 10 dakika santrifiijlendikten sonra elde
edilen siipernatantlar, -20 “C derin dondurucuda saklandilar ve daha sonar Western emdirimi

yonteminde kullanildilar.
3.4. ARASTIRMA YONTEMLERI

3.4.1. Akciger Orneklerinde Genel Histolojik inceleme ile Amfizemli olmayan ve

Amfizemli Dokularin Tespiti

Parafine gdmiilii akciger biyopsilerinden 5 um kalinliginda seri kesitler alindi. Genel histolojik
inceleme icin kesitlerin bir kismi albumin mayer kapli lamlara 100 um’de bir kesit alinacak
sekilde yapistirildi. Bu kesitlerin bir kism1 dokudaki genel yapisal 6zellikleri saptamak iizere
Hematoksilin-cozin ile boyanarak 1sik mikroskobunda incelendi. Kesitlerin diger kismi ise
Verhoff’un elastik fibril boyasi (Scytek Elastic Stain Kit/Modified Verhoff's, ETS-2) ile
boyanarak akcigerdeki elastik fibriller 151k mikroskobunda arastirildi.

3.4.2. Tip 2 Pnomositlerin, Cogalan Hiicrelerin ve E-Kaderin Yikimininda Gorevli

NEDD? Proteininin Immunohistokimyasal Yéntem ile Isaretlenmesi

Isik mikroskobu diizeyinde bir immiinoenzimatik yontem olarak kullanilan Streptavidin-
Biyotin-Peroksidaz kompleksi yontemi kullanilmistir. Parafine gomiilii biyopsilerden alinan 5
um kalinligindaki seri kesitler, her 100 um ara ile poly-L-lizin kapli lamlara kesitler yapistirildi.
Kesitler deparafinizasyon ve rehidratasyon islemlerinden sonra saf suda calkalanip, antijen
lyilestirmesi icin sitrat tamponunda (pH 6,0) mikrodalgada (650W) 15 dakika boyunca
tutuldular. Daha sonra 20 dakika oda 1sisinda birakildilar. Dokudaki endojen peroksidaz
aktivitesinin engellenmesi i¢in kesitler, metanolde hazirlanan %3’liik hidrojen peroksit
soliisyonunda 30 dakika siiresince bekletildiler. Daha sonra Histostatin-Plus kiti (Invitrogen,

life technologies, 85-9043) i¢in verilen yonteme gore, kesitler sirasiyla tavsandan elde edilmis



15

anti-Ki67 (¢ogalan hiicre belirteci, Milipore-AB9260, 1:50 seyreltme oraninda Triton’lu
PBS’de hazirlanarak ) 1 saat oda sicakliginda; anti-pro-siirfaktan-C (ProSP-C, Tip 2 pndmosit
belirteci, Milipore-AB3786, 1:500 seyreltme oraninda PBS’de hazirlanarak) 1 gece +4°C’de ve
anti-fosfoS369 NEDD9 (Abcam-ab110854, 1:100 seyreltme oraninda, PBS’de hazirlanarak) 1
gece +4°C’de inkiibe edildiler. Daha sonra da biyotinlenmis sekonder antikor ve streptavidin
peroksidaz enzim konjugatinda 15’er dakika oda 1sisinda nemli bir kap icerisinde bekletildiler.
Peroksidaz reaksiyonu aminoetilkarbazol substrat kiti (Thermo, CA, USA, TA-060-HA) ile
gelistirildi. Kesitler daha sonra Mayer’s Hematoksilin zit boyasi ile boyandi. Kesitler her bir
inkiibasyon basamaginda PBS’de (Ki67’de antikor sonrasi yikama asamalar1 i¢in PBS-T’de)
10’ar dakika yikandi. Immiinohistokimyasal isaretlemelerin dogrulugunu KOAH hastalarmin
akcigerlerinin saglikli bolgeleri etmek {iizere negatif kontrol kesitleri primer antikor

basamaginda primer antikor yerine PBS ile inkiibe edildi.

Komsu akciger kesitlerinden her bir birey i¢in rastgele segilen 1 mm?2’lik 10 farkli bolgede
(bronsiyolsiiz ve biiyiik kan damarlarinin olmadig: alveolar alanlarda) 400X biiyiitmede anti-
Ki67 ve —ProSP-C immiinreaktif hiicreler sayildi. Sayim islemi Olympus CX41 sayim kamerasi
esliginde DP Manager goriintii programi kullanilarak Olympus DP71 151k mikroskopu ile
yapildi. Elde edilen sonuglar asagidaki formiil araciligiyla degerlendirildi ve immiinreaktif

hiicrelerin sayis1 % olarak ifade edildi.
Immiinoreaktifhiicrelerin sayisinin % degeri:
(Immiinoreaktifhiicrelerin sayisi/Alandaki tiim hiicre sayis1) X 100 (3.1)

3.4.3. Western Emdirimi analizleri ile akcigerde E-kaderin ve AGER proteinlerinin

miktarimin belirlenmesi

Elde edilen silipernatantlarda Bradford yontemiyle total protein miktar1 belirlendi (Bradford,
1976). Her bir bireyden alinan 80 pg protein 6rnegi, %10’luk jelde yiiriitiildii. Elektroforez ile
jelde ayrimi yapilan protein bandlari yari-kuru aktarim ile jelden nitroselilloz membrana
aktarildi. Membran aktarim islemi sonrasinda protein bantlar1 Ponceau S boyama soliisyonu ile
goriintiilendi. Membranlar %4’liik formalin ile muamelelerinin ardindan yagsiz siit tozu (Santa
Cruz, CA, USA, sc-2324) ile hazirlanan bloklama soliisyonuyla 1 saat oda 1sisinda inkiibe
edildi. Membranlar, bloklama islemi sonras1 uygun sulandirma oraniyla hazirlanan ve insana

kars1 gelistirilen “E-kaderin (1:500 seyreltme orani, Abcam-ab152102) ve ileri glikolizasyon
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son triinl 6zel reseptorii (AGER, type 1 pnomosit marker; 1:500 seyreltme oraninda Novus,
NBP1-42612) antikorlar1 ile +4°C de 1 gece inkiibe edildiler. Daha sonra membranlar,
peroksidaz isaretli ke¢i anti-tavsan sekonder antikoru (Santa Cruz, CA, USA, sc-2004) ile 1
saat siireyle oda 1sisinda muamele edildi. Sekonder antikor ile muamele islemi sonrasi
membranlar, tekrar yikama soliisyonu ile yikanarak saf su ile ¢alkalandilar. Sonrasinda protein
bantlar1 kemiliiminesans substrat kullanilarak protein jel goriintiileme sistemi ile goriintiilendi
ve bantlarin densitometrik analizleri yapdi. Protein drneklerine ait band yogunluklari, f-aktin

proteininin yogunluguna gore normalize edilerek gruplar arasindaki farkliliklar belirlendi.
3.4.4. Istatiksel Analiz

Westen emdirim bulgularinin istatistiksel degerlendirmeleri Graphpad Prism 5,0 adli yazilim
programu ile yapildi. iki grup arasindaki karsilastiriimalar “Student T-testi” testleri kullanilarak
yapildi. Hesaplamalarin sonuglarinda p degeri 0,05’ten kii¢lik olan farkliliklar (p < 0,05, p <
0,01, p <0,001) istatistiksel olarak anlaml1 kabul edildi.

Immiinohistokimyasal bulgularinin istatistiksel degerlendirmeleri Graphpad Prism 5,0 adl
yazilm progranu ile yapildi. Iki grup arasindaki karsilastirilmalar “Mann Whitney U-2
kuyruklu” testleri kullanilarak yapildi. Hesaplamalarin sonuglarinda p degeri 0,05’ten kiiciik
olan farkliliklar (p < 0,05, p < 0,01, p <0,001) istatistiksel olarak anlamli kabul edildi
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4. BULGULAR

4.1. MIKROSKOPIK BULGULAR
4.1.1. Amfizemli ve Amfizemli Olmayan Biyopsilere Ait Yapisal Bulgular

Amfizemli olmayan akciger dokularinda (KOAH hastalariin akcigerlerinin saglikli bolgeleri
grup) Ozellikle periferde, insterstisiyel alanda ¢ok olmak iizere, doku genelinde antrokoz
bulunmaktadir. Biyopsiler hava yollarinin distal bolgelerinden alindigi igin, kesitlerde brons ve
bronsiyollere nadiren rastlanmistir. Grubun tiim bireylerinde tam olarak saglikli bir akciger
yapist gozlemlenmese de genel olarak alveolar yapt korunmus durumdadir ve genislemis
alveollere nadiren rastlanilmaktadir. Alveolar duvarda genelde epitel biitiinliigiiniin korundugu,
incelmeler ve kopmalarin olmadigi tespit edilmistir. Alveollerin liimenlerinde makrofaj,
notrofil infiltrasyonlar1 yaygin olarak gozlemlenmektedir. Bazi alveollerde yer yer eritrosit

birikimine de rastlanmustir (Sekil 4.1:-4.3:).
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Sekil 4.1: KOAH hastalarinin akcigerlerinin saglikli bolgelerinde genel akciger yapisi: A: Alveol,
— :Hasara ugramis alveol duvari, »: Antrakoz (Hematoksilin-Eozin).

Sekil 4.2: KOAH hastalarinin akcigerlerinin saglikli bolgelerinde alveol limenlerinde ¢ok sayida
eritrosit ve gesitli hiicrelere rastlanmaktadir. A: Alveol, e: Eritrosit (Hematoksilin-Eozin).
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Sekil 4.3: KOAH hastalarmin akcigerlerinin saglikli bolgelerinde korunmus alveolar yapi. m:
Alveolar limen (Hematoksilin-Eozin).

Amfizemli doku Orneklerinde ise akciger yapisinin belirgin bir sekilde bozuldugu dikkati
¢ekmektedir. Bronsiyollerde yer yer bronkokonstriksiyonun varligi goriilmiistir. Bazi
bireylerde nadiren kollabe alanlarin varligr dikkat c¢ekmektedir. KOAH hastalarinin
akcigerlerinin saglikli bolgeleri bireylerde oldugu gibi doku genelinde antrokoz
gozlemlenmigstir. Bu grubun tiim bireylerinde, KOAH hastalarinin akcigerlerinin saglikli
bolgeleri bireylerde gézlemlenen kiigiik normal biiytikliikteki alveoller yerine, alveolar duvarin
kopmasi nedeniyle birbiriyle birlesen daha biiyiik alveoller tespit edilmistir. Bu genis alveollere
yaygin olarak rastlanmistir. Genislemis alveollerin duvarlarinda incelme ve kopmalar sz
konusudur. Dolayisiyla bu bireylerde alveolar epitel biitlinliigii korunamamistir. KOAH
hastalarinin akcigerlerinin saglikli bolgeleri bireylerle benzer sekilde alveol liimenlerinde
kiimelenmis hiicreler ve notrofil hiicrelerin varligi tespit edilmistir. Bazi alveollerde yer yer

eritrosit birikimine de rastlanmistir (Sekil 4.4:- 4.6:).
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Sekil 4.4: Amfizemli insan akcigeri kesidinin genel yapisal goriintiisti. A: Alveol, ==p: Alveol
duvarinda kopma, pargalanmalar, 3 : Alveol duvarinda incelmeler (Hematoksilin-Eozin).

Sekil 4.5: Amfizemli insan akcigeri kesitlerinde genislemis alveollere ait yakindan bir goriiniim:

A: Alveol, %: Alveol duvarinda incelmeler P: Alveol duvarinda kopmalar
(Hematoksilin-Eozin).
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Sekil 4.6: Amfizemli insan akcigeri kesidi yapisal goriintiisii: e: Eritrosit, == : Alveol duvarinda
kopma, pargalanmalar, % : Alveol duvarinda incelmeler (Hematoksilin-Eozin).

4.1.2. Verhoff’un Elastik Fibril Boyasi ile Boyanan Akciger Kesitlerine Ait Bulgular

Elastik fibriller baskin olarak alveolar duvarda, interstisiyel alanlarda ve pulmoner arterler ve
arteriyollerin duvarlarinda bulunmaktadir. Amfizemli olmayan insan akcigerlerinde bu

bolgelerde elastik fibriller gok kivrimli ve uzun fibriller olarak gériilmektedir (Sekil 4.7:-4.8:).

Amfizemli insan akcigerleri kesitlerinde saglikli bolgelerden farkli olarak alveol duvarindaki
elastik fibrillerin miktarinda belirgin bir azalma tespit edilmistir. Bu bolgelerdeki elastik
fibrillerin KOAH hastalarinin akcigerlerinin saglikli bolgelerindekilerle karsilastirildiginda ¢ok
daha az belirgin, daha diiz ve kesintili bicimde oldugu saptanmistir. KOAH hastalarinin
akcigerlerinin saglikli bolgelerinde gézlemlenen elastik fibrillerin kivrimli yay benzeri yapist

amfizemli insan akcigerinde diiz yapilar halindedir (Sekil 4.9:-4.10:).
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Sekil 4.7: KOAH hastalarmin akcigerlerinin saglikli bolgelerinde yaygin olarak bulunan siyah
renkli elastik fibrilleri gostermektedir (Verhoff’un elastik fibril boyast).

e A

Sekil 4.8: KOAH hastalariin akcigerlerinin saglikli bolgelerinde alveolar duvarda yer alan
kivrimli ve uzun fibriller olarak goriinen elastik fibriller goriilmektedir. A: Alveol, 3:
Elastik fibriller (Verhoff’un elastik fibril boyasi).
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Sekil 4.9: Amfizemli insan akcigeri kesitlerinde alveolar duvarda az miktarda elastik fibril
bulunmaktadir. A: Alveol, 3: Elastik fibriller (Verhoff’un elastik fibril boyasi).

Sy

Sekil 4.10: Amfizemli insan akcigeri kesitlerinde genislemis alveollerde elastik fibrillerin daha
yakindan goriintiisii. Elastik fibriller genislemis alveollerin duvarinda daha ince, kesintili
ve diiz yapilar halinde goriilmektedir. A: Alveol, 33: Elastik fibriller (Verhoff’un elastik
fibril boyasi).
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4.1.3. immiinohistokimyasal Bulgular
4.1.3.1. Anti-Ki67 Immiinreaktivitesi

Bir proliferasyon belirteci olan anti-Ki67 antikoru kullanilarak yapilan immiinohistokimya
yontemi sonucunda kesitlerde bronsiyol ve alveolar epitel hiicreleri ile bag doku hiicrelerinin
niikleuslarinda Ki67 pozitif reaksiyonlar gozlemlendi. Sadece alveolar alandaki Ki67
immiinreaktif hiicreler dikkate alinarak yapilan hiicre sayiminda, KOAH hastalariin
akcigerlerinin saglikli bolgelerine ait kimi kesitlerde immiinreaktif hiicrelere rastlanmazken,
kimi kesitlerde immiinreaktif hiicrelerin sayica az oldugu ve immiinreaktivitenin de zayif
oldugu tespit edildi. Buna karsin amfizemat6z alanlarda Ki67 immiinreaktif hiicre sayisinin
diger gruba kiyasla istatistiksel olarak anlamli bir sekilde arttig1, 6zellikle alveolar epitelde cok

sayida hiicrenin immiinreaktivite gosterdigi saptandi (Sekil 4.11:- 4.13).
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Sekil 4.11: KOAH hastalarinin akcigerlerinin saglikli bolgelerinde alveolar alandaki Ki67
immiinreaktif hiicreler ok baslari ile isaretlenmistir (Kesitlere Mayer’s hematoksilin ile zit
boyama yapilmustir).

I —

- )

e o .

Sekil 4.12: Amfizemli insan akcigeri kesitlerinde alveolar alandaki sayica artmis Ki67
immonreaktif hiicreler ok baglari ile isaretlenmistir (Kesitlere Mayer’s hematoksilin ile zit
boyama yapilmistir).
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Sekil 4.13: Anti-Ki67 immiinreaktif hiicre sayim grafigi.

4.1.3.2. Anti-ProSP-C Immiinreaktivitesi

Anti-ProSP-C  immiinreaktivitesi doku genelinde baz1 alveolar epitel hiicrelerinin
sitoplazmasinda gbzlemlendi. Her iki grubun alveolar alanlarinda yapilan anti-ProSP-C
immiinreaktif hiicre sayimina gore, amfizemat6z alanlarda kuvvetli reaksiyon veren ¢ok sayida

anti-ProSP-C pozitif epitel hiicresine rastlandi (Sekil 4.14:- 4.16).
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Sekil 4.14: KOAH hastalarinin akcigerlerinin saglikli bolgelerinde alveolar alanda anti ProSP-C
immiinreaktif hiicreler ok basglari ile isaretlenmistir (Kesitlere Mayer’s hematoksilin ile zit
boyama yapilmustir).

ﬁ;‘”

Sekil 4.15: Alveolar alanda amfizemli insan akcigeri kesitlerinde ¢ok sayida bulunan anti ProSP-
C immiinreaktif hiicreler ok baslari ile isaretlenmistir (Kesitlere Mayer’s hematoksilin ile
71t boyama yapilmistir).
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Sekil 4.16: Anti-ProSP-C immiinreaktif hiicre sayim grafigi.

4.1.3.3. Anti-NEDD9 Immiinreaktivitesi

E-kaderinin hiicre i¢i yikiminda rol oynayan NEDD9 proteinleri immiinohistokimya yontemi
ile isaretlenmistir. NEDD9, bronsiyollerde, alveolar epitelde ve bag doku hiicrelerinde
cogunlukla sitoplazmada olmak fizere, hiicrelerin niikleuslarinda da gézlemlenmistir. Sadece
alveolar alandaki NEDD9 immiinreaktif hiicreler dikkate alinarak yapilan gozlemlerde,
amfizemli olmayan akcigerlerde NEDD9 immiinreaktif hiicrelere nadiren rastlanmistir. Oysaki
amfizemli akcigerlerde amfizematdz alanlarda alveolar epitelde NEDD9 immiinreaktivitesi
gosteren ¢ok sayida hiicre belirlenmistir. Bu hiicrelerin sayis1t KOAH hastalarinin akcigerlerinin
saglikli bolgelerie kiyasla oldukg¢a fazladir ve bu hiicreler genellikle alveollerin koselerinde

gruplar halinde bulunmaktadirlar (Sekil 4.17:- 4.19).
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Sekil 4.17: KOAH hastalarinin akcigerlerinin saglikli bolgelerinde anti-NEDD9 immiinreaktif
hiicreler oklarla gosterilmistir (Kesitlere Mayer’s hematoksilin ile zit boyama yapilmistir).

Sekil 4.18: Amfizemli akciger dokularinda anti-NEDD9 immiinreaktif hiicreler oklarla
gosterilmistir (Kesitlere Mayer’s hematoksilin ile zit boyama yapilmistir).
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Sekil 4.19: Amfizemli akciger dokulardinda alveolar epiteldeki anti-NEDD9 immiinreaktif
hiicreler oklarla gosterilmistir (Kesitlere Mayer’s hematoksilinile zit boyama yapilmustir).

4.2. WESTERN EMDIiRiMi BULGULARI

Amfizemli akciger 6rneklerinde E-kaderin ve AGER protein miktarlarinin KOAH hastalarinin
akcigerlerinin saglikli bolgelerine kiyasla anlaml 6l¢iide azaldig: tespit edilmistir (Sekil 4.20:

ve Sekil 4.21:).
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Sekil 4.20: KOAH hastalarinin amfizemli ve saglikli akciger orneklerinde E-kaderin protein
miktarindaki degisiklikler (a) ve E-kaderin protein bantlari (b) gosterilmistir (K: KOAH
hastalarmin akcigerlerinin saglikli bolgeleri bireyler; A: Amfizemli bireyler).
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Sekil 4.21: KOAH hastalarinin amfizemli ve saglikli akciger o6rneklerinde AGER protein
miktarindaki degisiklikler (a) ve AGER protein bantlar1 (b) gosterilmistir (K: KOAH
hastalarinin akcigerlerinin saglikli bolgeleri bireyler; A: Amfizemli bireyler).
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5. TARTISMA VE SONUC

Pulmoner amfizemin akciger hacminin genislemesi ve alveolar epitelin harabiyeti ile
karakterize edilen ciddi bir hastalik oldugu iyi bilinmektedir. Klinik ve deneysel galismalar
amfizem siirecinde bir¢ok faktoriin etkili oldugunu gostermektedir. Bu faktorlerin nasil
amfizeme neden oldugunu tezin giris boliimiinde bahsetmistik. Yas, cinsiyet, ¢esitli solunum
hastaliklari, sigara i¢imi, c¢evresel faktdrler ve mesleki maruziyetler amfizeme neden olan
etmenlerin basinda yer almaktadir (Needham ve Stockley, 2004). Yapilan arastirmalarda
normal fizyolojik yaslanma ile alveollerin genisledigi ve akciger elastikiyetinin kayboldugu
ortaya cikarilmistir. Ayrica yash bireylerde alveol duvarlarmmin daha belirgin bir yikima
ugradigr gozlemlenmistir. Boylelikle yasla birlikte amfizemin goriilme olasiliginin dogru
orantili olarak arttig1 yargisina varilmistir (Banerjee ve dig., 2011). Klinik veriler pulmoner
amfizemin siklikla erkeklerde goriildigini de gostermektedir. Diger yandan, KOAH
hastalarinin %20’sinde pulmoner amfizeme rastlanmaktadir. Yapilan bir aragtirmaya gore yilda
20 paket ve lizerinde sigara kullananlarda KOAH olma olasiliginin hig sigara kullanmayanlara
gore 8,2 kat daha fazla oldugu ileri siirlilmektedir. Yaslar1 45 ile 60 arasinda degisen ve sigara
icicisi olan bu hastalarda amfizemat6z alanlar distal hava yollarindan bronsiyollere ve
alveollere kadar olan bolgelerde solunum yollarinin ve alveollerin genislemesi seklinde
tanimlanmiglardir (Emam ve dig. 2010). Bu hastalarda sigara i¢iminin pulmoner amfizem
olusumunda 6nemli bir risk faktorii oldugu belirtilmektedir. Yapilan bir baska calismada da
sigaraya maruz kalmis insan akciger biyopsilerinde amfizemi karakterize eden genislemis
alveoller, incelmis ve yer yer kopmus alveolar epitel, alveolar alan ve parensim dokuda
inflamasyon gibibenzer bulgulari rapor edilmistir (Bals, 2010). Sigara dumaninin pulmoner
amfizeme neden oldugunu gosteren ¢ok sayida deneysel ¢alisma vardir. Yapilan bir ¢alismada
1, 3, 6, 12 ay gibi farkli siireler boyunca haftada 5 giin, giinde 10 sigaranin dumanina maruz
birakilan kobaylarda akciger fonksiyon anormallikleri ve kademeli olarak pulmoner amfizem
goriilmiistiir. Bu hayvanlarda sigara maruziyeti durdurulmus, ancak hava yollarmin
genislemesinde bir geriye doniis veya bir iyilesme gozlemlenmemistir (Meshi ve dig., 2002).
Alt1 ay siiren bir sigara maruziyeti ile de genislemis alveoller agik¢a gozlemlenmistir. Yine ayni
caligmada sigara maruziyeti sonucu fare akcigerlerinde bag doku yikimi oldugu belirtilmistir
(Shapiro, 2000). Ayrica KOAH hastalarinda sigara i¢iminin, bu hastalarda yiiksek oranda
akciger kanserine de neden olabilecegi ileri siiriilmektedir (Li ve dig., 1996). Calismamizda

biyopsilerini degerlendirmeye aldigimiz bireylerin ¢ogu 50 yasin iizerinde, akciger kanseri
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tanis1 konulmus, sigara ge¢misi olan, erkek KOAH hastalaridir. Bu hastalardan alinan akciger
biyopsilerinde amfizematéz alanlar yukaridaki ¢alismalarda da belirtildigi gibi genislemis
alveoller, alveolar epitelde incelme ve yer yer kopmalar ile inflamatuvar hiicrelerin

infiltrasyonu gibi amfizemin karakteristik 6zellikleri ile ayirt edilmislerdir.

Amfizemin gelismesinde en 6nemli faktoriin sigara igiciligi oldugu pek cok ¢alismayla ortaya
konmustur. Sigara igiciliginin makrofaj, nétrofil ve CD8+ T-lenfositleri gibi inflamasyonla
iligkili hiicrelerin parensim dokuya infiltrasyonuna ve kronik pulmoner inflamasyona neden
oldugu gosterilmistir. Yapilan fare deneylerinde sigara dumaninin, epitel permeabilitesindeki
artisa bagh olarak hava yollar1 ve akciger parensiminde inflamatuvar hiicrelerin birikimini
uyardig1 goriilmiis ve bu hiicrelerin amfizem patogenezinin gelisiminde etkili olduklar1 ortaya
cikartlmistir (Ofulue ve Ko, 1999). KOAH’11 hastalar ile yapilan ¢alismada 6zellikle genislemis
kiigiik hava yollar1 ¢evresinde makrofaj ve nétrofillerin birikimi gdsterilmistir (Brusselle ve
dig., 2005). Calismamizda da, amfizematdz alanlarda alveol liimeninde ¢ok sayida eritrosit,
ndtrofil ve makrofaj benzeri hiicreye rastlanmasi, alveolar epitel gegirgenliginin arttiginin kaniti
olarak gosterilebilir. Mahadeva ve dig. (2002) yaptiklart ¢alismada sigara i¢iminin uyardigi
kronik inflamasyonun akcigerde terminal hava yollarinda geri dondiiriilemez bir hasara ve
alveollerde genislemeye yol agtigm belirtmislerdir. inflamatuvar hiicrelerden &zellikle
makrofaj ve notrofiller, saldiklar1 gesitli proteazlarla solunum yolu epiteli, pulmoner epitel ve
akciger parensiminin hasarma, kollagen ve elastik fibriller gibi ekstrasellular matriks
elemanlariin yikimina neden olurlar. Yapilan bir ¢alismada elastin fragmentlerinin etrafinda
cesitli inflamatuvar hiicrelerin toplandigi saptanmistir (Kiigiikaltun, 2007). Makrofaj ve
notrofillerin ekstrasellular matriks ana proteinlerinden kollagen ve elastini sindiren kollagenaz
ve elastaz enzimlerini tretip saldiklari iyi bilinmektedir. Bu durum proteaz-antiproteaz
dengesinin bozulmas1 ve aktiviteleri normalden daha fazla artan proteazlarin alveolar alanda
geri donilisiimii olmayan bir hasara neden oldugu seklinde yorumlanmistir (Brusselle ve dig.,
2005). Elastik fibril yikiminin pulmoner amfizemin baslica nedeni oldugu, elastik fibrilleri
sindiren c¢esitli enzimlerin fare, sican, tavsan gibi kemirgenlere intratrakeal yol ile verildigi
deneysel calismalarda agik bir sekilde gosterilmistir. Kopan alveolar epitel nedeniyle
genislemis olan alveollerin elastik fibrillerin yikimiyla da elastikiyetlerini neredeyse tamamen

kaybettikleri sdylenebilir (Brusselle ve dig., 2005). Bir bitki proteazi olan papainin intratrakeal
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olarak siganlara verilmesi sigan akcigerlerinde elastik fibrillerin yikimina bagl olarak gelisen
amfizematoz degisiklikler ile sonug¢lanmistir (Pastor ve dig., 2006). Biz de calismamizda
amfizematdz alanlarda elastik fibrillerin miktarmin azaldigini, yay gibi kivrimhi yapilarini
kaybedip diizlestiklerini ve kisa fibriller halinde alveolar duvarda yer aldiklarin1 gozlemledik.
Ayrica sigara i¢imi kronik inflamasyonun yani sira proteaz-antiproteaz dengesizligine de neden
olarak pulmoner amfizeme yol agan biyolojik siirecleri tetiklemektedir. Insanlarda bir
antiproteinaz olan alfa-1-antitripsinin eksikliginin de amfizem ile sonuc¢lanmasi ile proteaz-
antiproteaz dengesizliginin amfizeme neden oldugunu belirtmistir (Pastor ve dig., 2006). Bir
antiproteaz olan alfa-1-antitripsin eksikligi pulmoner amfizem igin baslica risk faktoridiir
(Bals, 2010). Alfa-1-antitripsin eksikligi insanlarda hem genetik olarak hem de gevresel
faktorler etkisiyle sonradan goriilebilir. Caligmalarda sigara icen KOAH’li hastalarda
serumdaki alfa-1-antitripsin seviyesinde ve akciger fonksiyonlarindaki azalmalara artan proteaz
aktivitesi ile olusan pulmoner amfizemin eslik ettigi saptanmistir (Janus ve dig., 1985;
Seersholm ve dig., 1995). Besiktepe ve dig. (2017) KOAH hastalarinin amfizematoz
alanlarinda alveol limenlerinde ¢ok sayida makrofaj ve ndtrofil hiicresinin bulundugunu
gostermistir. Calismamizda da sigara igicisi olan KOAH’I1 hastalarin amfizematz alanlarinda,
amfizemat6z olmayan bolgelere kiyasla hem akciger parensiminde hem de alveol liimeninde
notrofil yani sira biiyiik gruplar halinde hiicrelere rastlanmistir. Bu hiicrelerin Besiktepe ve dig.
(2017)’nin tarifledigi hiicrelerle benzer goriiniiste olduklarindan makrofaj olduklar
diistiniilmektedir. Dolayisiyla yukaridaki veriler 1s1ginda, sigara icimiyle uyarilan kronik
inflamasyonun ve makrofaj ile notrofil hiicrelerinden salinan elastaz gibi proteazlarin KOAH
hastalariin akcigerlerindeki amfizemat6z alanlarda elastik fibril yikimina ve alveolar alanda
yapisal hasara neden olarak pulmoner amfizem gelisimine neden olabilecegini soyleyebiliriz.
Histolojik incelemelerde amfizematoz alanlarda daha az miktarda elastik fibrillere rastlamamiz

bunun bir kanit1 olarak gosterilebilir.

Pulmoner amfizemde genis alveollerin olusumundan sorumlu mekanizmalar arasinda, alveolar
epitel hasarina bagli olarak, alveolar epitel biitiinliigliniin bozulmasi ve yer yer kopmasi olaylari
bulunmaktadir. Alveolar epitel, hava ile solunan toksinlere, zehirli gazlara, toz pargaciklarina,
akcigerde artan oksidatif strese ve gesitli proteazlara karsi oldukca hassastir. Ozellikle

pulmoner amfizem ¢aligmalar1 verileri dogrultusunda sigara dumani maruziyeti sonucunda
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meydana gelen inflamasyon ve inflamatuvar hiicrelerden salinan ajanlar ve dokuda gelisen
proteaz-antipoteaz dengesizligi, doku elastikiyetinin kaybedilmesi yani sira alveolar epitelin
hasarma da neden olur (Hind ve Maden, 2011). Hasar goren alveolar epitelde onarim
mekanizmalar1 devreye girer. Alveolar epiteldeki tip 1 pnomositler, hasar ajanlarindan en ¢ok
etkilenen ve zayif antioksidan sistemleri nedeniyle hasar sonrasinda 6len hiicrelerdir. Sigara
dumani, elastaz, papain gibi maddeler ile deneysel olarak uyarilan pulmoner amfizem
calismalarinda alveolar epitel hiicrelerinin dliimiine isaret edilmektedir (Shapiro, 2000; Henson
ve dig. 2006; Heijink ve dig., 2010). Tip 2 pnomositler ise tip 1 pndmositlere gore daha
dayanikli hiicrelerdir ve alveolar epitelin onariminda bizzat goérev almaktadirlar. Hasar sonrasi
alveolar epitel hiicrelerinin 6lmesi ile meydana gelen tip 1 ve tip 2 pndmosit kayiplari, geride
kalan tip 2 pnomositlerin ¢ogalip hem tip 1 hem de tip 2 hiicrelerini vermeleri ile karsilanir
(Kayalar ve Oztay, 2014). Hiperoksik sartlar altinda tutulan farelerin akcigerleri ile yapilan bir
calismada, alveolar epitel hasarinin gelistigi, 6zellikle tip 1 pnomositlerde bir kayip gozlendigi,
alveol epitel biitiinliigliniin yer yer kopmalarla bozuldugu ve genislemis alveollerin bulundugu
rapor edilmektedir. Ayni ¢alismada alveolar epitelde gelisen bu hasara karsi, alveolar epitelin
bir onarim cevabi olarak ProSP-Cimmiinreaktif olan tip 2 pndmositlerin sayica arttig ileri
stiriilmiistiir. Bu ¢alismada tip 2 pnomositlerin sayica artmasinin alveolar epitelde Ki67
immiinreaktif hiicrelerin (¢ogalan hiicreler) sayisindaki artigla paralellik gosterdigi tespit
edilmistir (Kayalar ve Oztay, 2014). Biz ¢calismamizda sigara i¢gicisi olan KOAH hastalarinda
amfizematoz alanlarda alveolar epitel biitlinligiiniin bozuldugunu, alveolar epitelde yer yer
kopmalarin oldugunu tespit ettik. Ayrica amfizemli akciger Orneklerinin amfizematoz
alanlarinda alveolar epitelde ProSP-C ve Ki67 immiinreaktif hiicrelerin sayica arttigini
belirledik. Buna gore ProSP-C ve Ki67 immiinreaktif hiicrelerin sayica artisinin, pulmoner
amfizem ile sonuglanan alveolar epitel hasarina ve kaybina kars1 epitelin bir reperatif yaniti

olarak meydana geldigini diistinmekteyiz.

Pulmoner amfizem KOAH hastalarinin %20’sinde goriilmektedir. Bu hastalarda alveolar
epitelin hasarma ve kaybina bagli olarak gelisen solunum gazlarinin tasinmasindaki kayip,
baslica 6liim nedenleri arasinda gosterilmektedir. Yapilan ¢alismalarda pulmoner amfizemde
alveolar epitel hasariin geri doniisiimsiiz olarak meydana geldigi ve alveolar epitel onariminin

yapilamadig ileri siirmektedir (Henson ve dig., 2006). Bu goriis dikkate alinarak, pulmoner
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amfizemde alvolar epitel hasar1 ve oOzellikle onarimin bozulmasinin altinda yatan
mekanizmalarin  ¢oziimlenmesi, pulmoner amfizem patogenezinin aydinlatilmasi igin
gerekmektedir. Alveolar epitel hiicre proliferasyonu, farklilagmasi, alveolar epitel onarimi ve
biitiinliigliniin saglanmasinin amfizem patogenezinin iyilestirilmesinde etkili bir yaklagim
olabilecegi dile getirilmektedir (Martorana ve dig., 2006). Bu amag¢ dogrultusunda,
calismamizda, KOAH’I1 hastalarin amfizemli ve amfizemli olmayan alanlarinda hiicre-hiicre
baglantilarinin kurulmasini saglayan ve epitel biitiinliigliniin olusumuna katkida bulunan E-
kaderin proteinin miktarindaki degisimler saptanmistir. Ayrica e-kaderin miktarindaki

degisimlerin, alveolar epitel onarimi ve biitiinliigii {izerindeki etkisi arastirilmistir.

Bir adhezyon molekiilii olarak bildigimiz E-kaderin, 6zellikle epitel hiicreleri arasinda hiicre-
hiicre baglantilarinin kurulmasinda goérevlidir. E-kaderin proteini sik1 baglantilar disinda tim
epiteliyal hiicre-hiicre baglantilarinin baslica proteinidir. E-kaderin molekiilii sayesinde
birbirlerine sikica baglanan epitel hiicreleri, epitel tabakanin biitiinliiglinii ve devamliligini
saglarlar. Saglikli insan akcigerinde alveolar yiizeyde tip 1 ve tip 2 pnomositler alveolar epitel
boyunca uzanmaktadir. Alveolar epitel hiicreleri birbirleri ile ¢esitli sik1 ve adherens baglantilar
ile baghdirlar. Saglikli bir insan akcigerinde, bu hiicre-hiicre baglantilari, alvelar epitel
biitiinliigliniin korunmasinda ve epitelin alveolar liimen ile akciger parangimi arasinda bir
bariyer vazifesi gormesinde etkilidirler (Brusselle ve dig., 2005). Saglikl bir akcigerde alveolar
epitel biitiinliigliniin korunmasi etkili miktarda E-kaderin proteinin varligina baglidir. Yapilan
bir ¢aligmada, sigara dumanina maruz birakilmis fareler ile normal havaya maruz kalan fareler
arasinda E-kaderinin molekiiliiniin ekspresyonunu karsilastirmak i¢in immiinfloresan
yontemler kullanilmis ve E-kaderin ekspresyonunun sigara dumanina maruz kalan farelerin
oldugu grupta ¢ok daha az oldugu gosterilmistir (Shaykhiev ve dig., 2011). Sigaranin, zonula
okludens-1 ve E-kaderin de dahil olmak iizere hiicre-hiicre baglanti proteinlerini kodlayan
genlerin ekspresyonunu azalttig1 ve akcigerde epiteliyal bariyeri bozan yapisal degisiklikleri
indiikledigi bildirilmektedir (Shaykhiev ve dig., 2011). Oldenburger ve dig (2014), KOAH
hastalarinin akcigerlerinde KOAH hastalarinin akcigerlerinin saglikli bolgeleri bireylere
kiyasla E-kaderin protein miktarinin azaldigini saptamislardir. Ayni arastirmada sigara
ekstrakti uygulanan insan bronsiyol epitel hiicrelerinde, E-kaderin protein miktarinin

azalmasinin hiicrelerin epitel bariyer fonksiyonlarinda azalmaya neden oldugu deneysel olarak
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gosterilmistir. Hava yolu ve alveolar epitel permeabilitesindeki artis ve uyarilmis inflamatuvar
yanit KOAH’da 6nemli bir risk faktorii olarak kabul edilmektedir. Sigara dumani maruziyeti
sonrasinda A549 hiicrelerinde epitel permeabilitesinin arttigi ve noétrofil infiltrasyonunun
gerceklestigi saptanmistir (Aggarwal ve dig., 2013). KOAH hastalarindan alinan bronsiyo
alveolar s1v1 6rneklerinde notrofil ve elastaz miktarinin arttigi ve bu sivida sindirilmis E-kaderin
protein artiklariin bulundugu tespit edilmistir (Boxio ve dig., 2016). Bu sonuglara dayanarak
yapilan bir yorumda, inflamasyonlu insan akcigerinde nétrofil kaynakli elastazin E-kaderin
yikimina neden olabilecegi ileri siiriilmektedir. Biz de ¢alismamizda amfizemat6z alanlarda ¢ok
sayida notrofile rastladik. Dolayisiyla bu hiicreler saldiklar elastazlar ile E-kaderin yikimina
neden olmus olabilirler. Diger yandan E-kaderin proteinin hiicre i¢i yikiminda etkili
molekiillerden biri de NEDD9 proteinidir. NEDD9 proteininin asir1 ekspresyonunun akciger
adenokarsinom dokunun evreleme, farklilasma ve timor boyutu artist ile kuvvetli bir
korrelasyona sahip oldugu da belirtilmistir. Neoplastik olmayan akciger 6rneklerinde
NEDD9’un zay1f ekspresyonu, akciger adenokarsinom 6rneklerde ise artan regiilasyonu rapor
edilmistir (Chang ve dig., 2012). Yapilan calismalarda, kanserli hiicrelerde NEDD9’un
hiicrelerin tutunmasina engel olarak metastazi tesvik ettigi bildirilmistir (Mani ve dig., 1997).
NEDD? ve ailesi ile ilgili bir baska arastirmada bu aileye ait proteinlerin ekspresyonundaki
degisikliklerin a-katenin, B-katenin, p120 katenin ekspresyonlarini olumsuz etkiledigini, ancak
E-kaderinin membrana lokalizasyonunu negatif yonde KOAH hastalarinin akcigerlerinin
saglikli bolgeleri ettigi ve E-kaderin yikimini uyardigi gosterilmistir (Tikhmyanova ve
Golemis, 2011). NEDD9 E-kaderinin lizozomlara tasinmasinda etkili bir proteindir. Bu nedenle
E-kaderinin lizozomal yikimini diizenler (Tikhmyanova ve Golemis, 2011). Calismamizda
amfizematoz olmayan alanlarda alveolar epitelde ¢ok nadir olarak NEDD9 immiinreaktivitesi
gozlenirken, amfizemat6z alanlarda alveolar epitelde NEDD9 immiinreaktif hiicre sayisinda
belirgin bir artis oldugunu belirlenmistir. Dolayisiyla, amfizematéz alanlarda E-kaderin
miktarindaki azalmadan, NEDDO tarafindan uyarilan E-kaderinin hiicre i¢i sindiriminin etkili
oldugunu diisiinmekteyiz. Bu veri amfizemat6z alanlarda NEDD9 aracili E-kaderin yikimi ile
E-kaderin miktarinin azaldigin1 gosteren ilk veridir. Dolayisiyla bu ac¢idan c¢alismamizin

ozglinliigiine katki saglamistir.
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E-kaderin proteininin birka¢ yol ile pulmoner amfizem patogenezine katki sagladigini
diistinmekteyiz. Bunlardan ilk ikisi, yukaridaki paragraflarda da da detayli olarak tartigildig:
tizere, E-kaderin proteininin azalmasi sonrasinda epitel permeabilitesindeki artisa bagli olarak
olusan inflamatuvar yanit ve hiicre-hiicre baglantilarinin kurulamamasi nedeniyle epitel
biitiinliigiiniin saglanamamasidir. Ugiincii yol ise, E-kaderin proteinindeki azalma nedeniyle
epitel onariminin basariyla tamamlanamamasidir. Hasarl1 bir dokuda, eger rezerv hiicreler varsa
veya hiicreler bolinme yetenegine sahipse once hiicreler ¢ogalirlar ve ihtiya¢ duyulan doku
hiicrelerine farklilasarak onarim siirecini tamamlarlar. Yapilan ¢aligmalar, E-kaderin miktartyla
hiicre c¢ogalmasi arasinda bir iliskinin oldugunu gostermektedir. E-kaderin molekiiliiniin
sitoplazmik pargasi, araci proteinler ile sitoplazmik p-katenine baglanarak E-kaderin
molekiiliiniin hiicre membraninda yerlesimini ve stabil kalmasini saglar. E-kaderinin
sitoplazmik B-katenin ile kopmasi, B-kateninin serbest kalmasina ve sitoplazmadan niikleusa
gecerek hiicre proliferasyonu ile ilgili genlerin transkripsiyonu uyarmasina, yani hiicre
cogalmasina neden olur (Mohamet ve dig., 2011). Calismamizda elde ettigimiz bulgular,
alveolar epitelin hasar gordiigiinii, alveolar duvarda yer yer kopmalar meydana geldigini agikca
gostermektedir. Mikroskobik verilerimiz, amfizematdz alanlarda alveolar epitelde aslinda bir
onarim mekanizmasinin 6ncelikli olarak devreye girdigi yoniindedir. Calismamizda E-kaderin
proteinin azaldigini saptadigimiz amfizematoz alanlarda, alveolar epiteldeki tip 2 pnomositlerin
alveolar epitel hasarina yanit olarak sayica arttigini belirledik. Dogru bir sekilde gerceklesen
alveolar epitel onariminda, ¢ogalan tip 2 pmdmositler, tip 1 ve tip 2 pnomositlere farklilagirlar.
Boylelikle alveolar epitel onarimi tamamlanir. Ancak, ¢aligmamizda E-kaderin miktarindaki
azalma ile birlikte amfizematoz alanlarda tip 2 hiicre sayisinda bir artis saptanmasina karsin,
tip 1 pnomosit hiicrelerinin belirteci olan AGER protein miktarinda bir azalma oldugu
belirlenmistir. Bu sonug, bize, E-kaderin miktarindaki azalmanin hiicre proliferasyonunu
uyararak tip 2 pnOmosit sayisinda artisga neden olmasina ragmen, bu hiicrelerin tip 1
pnomositlere farklilagmalarini saglayamadiklarin1 géstermektedir. Bu durumda tamamlanmis
bir epitel onarimindan bahsedilemez. Nagaoka (2013), epiteliyal hiicre farklilasmasi ve
polarizasyonunda goérev alan bir genin ¢ikarildigi epiteliyal hiicre hattinda, E-kaderinin
azaldigini Western Blot yontemi ile belirlemistir. Bu veriden yola ¢ikarak, E-kaderin
molekiiliiniin epitel hiicre farklilasmasi ve polarizasyonunda etkili oldugu sdylenebilir. KOAH
hastalarimin akcigerlerindeki amfizematdz alanlarda E-kaderin molekiiliindeki azalmanin, bu

bolgelerde alveolar epitel hiicre farklilasmasinda aksamalara neden olarak pulmoner amfizem
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patogenezine katki saglayabilecegini diisiinmekteyiz. Bu veri ilk olmasi nedeniyle ¢alisma
Ozgiinliigline katki saglamaktadir. Bu durum, amfizemin geri doniisiimsiiz alveol

striiktiiriindeki kayip olarak karakterize olmasinin nedenini agiklamaktadir.
Calismamizin sonuglart ve ¢iktilar sdyle 6zetlenebilir:

1- KOAH hastalariin akcigerlerindeki amfizematéz alanlarda alveolar epitel hasar
goriir, epitel biitlinliigli bozulur, epitel gecirgenligi artar ve alveolar duvarda yer yer
kopmalar gerceklesir. Bu hasara yanit olarak hiicre proliferasyonu uyarilir ve tip 2

pnomositler, alveolar epiteli onarmak iizere sayica artarlar.

2- Amfizematoz alanlarda E-kaderin protein miktarinda bir azalma vardir. Bu azalma,
NEDD9 proteini tarafindan koordine edilen, E-kaderin proteininin hiicre i¢i yikimi

nedeniyledir.

3- Amfizematéz alanlarda E-kaderin miktarindaki azalma alveolar epitel hiicreleri
arasindaki hiicre baglantilarinin zayif olmasina ya da bu baglantilarin kurulamamasina neden
olarak epitel biitiinliigiiniin saglanamamasina sebebiyet verir. Ayrica E-kaderin protein
miktarindaki azalma nedeniyle amfizemat6z alanlarda tip 2 pndmositlerin sayica artmalarina
ragmen bu hiicreler tip 1 hiicrelerine farklilagsamadiklart i¢in fonksiyonel alveolar epitel

onarimi tamamlanamamaktadir.

E-kaderin protein miktarindaki azalmalar, pulmoner amfizem patogenezine katki saglayarak,
akcigerde alveolar alanlarda amfizemtéz degisikliklere neden olur. KOAH hastalarinda
pulmoner amfizem tedavisinde, alveolar alanda, epitel permeabilitesinin azaltilmasi, epitel
biitiinligiiniin korunmasi ve epitel onarimimin tamamlanabilmesi igin E-kaderin proteinin

sentezinin arttirilmasina ya da yikiminin azaltilmasina yonelik yaklagimlar denenebilir
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