TC
CUKUROVA UNIVERSITESI
o TIP FAKULTESI
GOGUS HASTALIKLARI ANABILIM DALI

KRONIK OBSTRUKTIF AKCiGER HASTALIGI’NDA
HAVA YOLU EPITEL HUCRELERI, LENFOSIT,
NOTROFIL VE MAKROFAJ APOPTOZIiSi

Dr. SEZEN SABANCI KUCUKALTUN

UZMANLIK TEZi

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. AL KOCABAS

ADANA-2007



TC
CUKUROVA UNIVERSITESI
o TIP FAKULTESI
GOGUS HASTALIKLARI ANABILIM DALI

KRONIK OBSTRUKTIF AKCIGER HASTALIGI’NDA
HAVA YOLU EPITEL HUCRELERI, LENFOSIT,
NOTROFIL VE MAKROFAJ APOPTOZIiSi

Dr. SEZEN SABANCI KUCUKALTUN

UZMANLIK TEZi

TEZ DANISMANI
Prof. Dr. AL KOCABAS

ADANA-2007



TESEKKUR

Egitimimde ve wuzmanlik tezimin hazirlanmasinda bilgisini, sabrinm1 ve
hosgoriistinii  esirgemeyen Prof. Dr. Ali Kocabas’a, asistanlik egitimime olan
katkilarindan dolay1 Prof. Dr. Serap Hastiirk’e egitimime ve tezimin hazirlanmasina
katkilarindan dolay1 Yrd. Dog. Sedat Kuleci’ye ve Trd. Dog. Ismail Hanta’ya, Patoloji
Anabilim Dalindan Dog¢. Dr. Aysun Uguz’a, Dog. Dr. Seyda Erdogan’a, Biyoistatistik
Anabilim Dalindan Dog. Dr. Giilsah Seydaoglu’na,

Asistanligim boyunca pek ¢ok aci-tath olay: birlikte yasadigim ve tez siiresince
manevi desteklerini esirgemeyen asistan arkadaglarima, tiim Gogiis Hastaliklar Klinigi
hemsire ve personeline,

Ozellikle tezimin hazirlanma asamasinda tiim sikintilarima ortak olan annem,
babam ve tiim yakinlarima,

Su anda asker olan ve tiim asistanlik egitimim boyunca sevgisini, manevi
destegini hissettiren ve tezimin her asamasinda bana yardimci olan sevgili esim Dr.
Ejder Kiiciikaltun’a, sikintilarimi giiliimsemesi ile bana unutturan biricik oglum Umut

Ejder’e sonsuz tesekkiirler.

Dr. Sezen Sabanci Kiiciikaltun



ICINDEKILER

TESEKKUR ..ottt ss st s s ses I
ICINDEKILER ......oovitiiiiiiieicice et I
TABLO LISTES. ..ottt 10Y
SEKIL LISTEST. ..ottt \Y%
KISALTMALAR .....ootitititietett ettt ettt ettt b ettt be s n e be e VI
OZET ..o e VI
ABSTRACT ..ottt ettt ettt e VIII
1. GIRIS VE AMAGC ...ttt 1
2. GENEL BILGILER ......co.ouiiiiiteieeiiei et s 3
2.1. Kronik Obstriiktif AKCIZer HastaliZ1......cc.eoveviiririiiiiiiieieiccsese et 3
0 O R 1 11 RO OO PSPPSR 3
B B 25 a5 1111 o) (o) | OO P USROS 3
2.1.3. KOAH da RisSK FaKEOTIEIT «.....eeueiiiiiiiieiieiieeee e 5
214 PALOIOJT w.ntentteiieieet ettt et ettt et 5
2.1.5. PatOfIZYOLOJ1 c.vveuteiieiieieeie ettt ettt ettt et et 6
2.1.5.1. Hava Akimi Kisitlanmast ve Hava Hapsi .....coeeoeiiiiiiniiniiniiiicccceccce e, 7
2.1.5.2. Gaz Degisim AnOrmalliKIETi.........ccoiiiiriiiiiiieieiiieeie e 7
2.1.5.3. ASITT MUKUS YAPIIMI .eutiiiniiiiiiieiie ettt ettt ettt ettt e e et e ineenaneas 7
2.1.5.4. Pulmoner HIPertanSiyOom ..........eevueirieierieeiiieesiie ettt ettt ettt e e eseaeeneeees 8
B B R TN 1 153 1011 24 T 1<) PP 8
2.1.5.6. KINIK coeiiiieiiccce ettt ettt ettt 8
2157 TANL ittt ettt ettt e h et e h e e b et e eab e e bt et e e it s 9
0 R R T < ;A OSSOSO 10
2.2. KOAH & PatOZENEZ......coueiuiitietieieeie ettt ettt ettt ettt e st e it e sbe e bt e bt eneeeseesaeenaeans 13
2.2.1. KOAH da INflAmMAaSYON ........coovieiiiieeiecee et 13
2.2.1.1. Inflamatuar HUCTEIET ..........evervieieeieiieieieiieieiesie et 15
2.2.2. Proteinaz/Antiproteinaz DengesiZIiGi........coceevuirviiriiriiniiiieieeiesie ettt 20
2.2.3. OKSIAALE STIES ...ttt 21
2. 2.4, ADOPLOZIS ettt ettt ettt et ettt ettt ettt et ettt et e bt e at e e bt e e ab e ettt e s ab e ettt e nbeeateennbeeneean 22
2.3, APOPLOZIS ettt ettt ettt ettt ettt e b e e bt e e bt e e bt e e bt e e bee e ba e e bt e eabeeenbeeenbes 23
2.3.2. Apoptozisin Molekiiler DUzZenleyiCIleri ......c.coiririeieiiiniiiiniiniiecececccseee e 24
2.3.2.1. KASPAZIAT ...t 24
2.3.2.2. BCI-2 ATLBSI ettt ettt 25
2323 P ettt 25
2.3.2.4. Timor Nekrozis FaKtor (TNF) ATLESI .....coouieeieiiieeeeieee e 26
2.3.3. Apoptozis Stirecinin Degerlendirilmesi..........co.eeuiriirienierieieee et 26
2.3.3.1. Apoptozis Siirecinin Zamana Gore Degerlendirilmesi ...........coveveeverienieniencenene 27

2.3.3.2. Apoptozis Siirecinin Hiicre i¢i veya Hiicre Dis1 Uyaranlarla Tetiklenmesine Gore
DeGerlendirilMeEsi ... .ceueeierieiieriieice e 28
2.3.3.2.1. Ekstrinsik Yol (reseptOr aracili apoptozis) ......ceceeeevveerieerrieeenieeniieeieennne 28
2.3.3.2.2. Intrinsik Yol (mitokondri aracili apoptosis) .............oceeevevreevevrrerernneeens 29
2.3.3.3. DIZET YOULAT ..iiiitiieiie ettt ettt ettt e st st e e eaees 31

2.3.3.3. Apoptozisin, Apoptozis Siirecinde Gorev Alan Hiicre Organellerine Gore

DeGerlendirilmeSsi ..c.evveeueeeeeeieieteiereeeeee et 33
2.3.3.4. Apoptotik Hiicrelerin Taninmasi ve FagositozZu ..........ccccecveveviereniniinenieieiccneennen 33
2.3.3.5. Apoptozis Belirleme YONtemICri ......cc.eeouerueiieiienieieeieeeeeieeee e 34
2.3.3.5.1. Morfolojik DegisikIiKIer..........cerieriieiiieiiiiieiecieeeee e 34
2.3.3.5.2. DNA Parcalanmasi (fragmentasyonu) ..........cocueeeerueeruernierueneeneeneennennns 35
2.3.3.5.3. DNA Boyama YONtemMIeTT ......cccuereeriieriiiiinieniieniieieeieeieste e 36
2.3.3.5.4. Sonlandiric1 Kaspazlarin Hedeflerine Karst Antikorlar............c.cccoeeueeee. 37
2.3.3.5.5. Apoptozis’in Spesifik Mediatorlerin Saptanmast ..........ccccceeeveeriveeneeenne. 38
2.3.3.5.6. MIKroarray ANaliZi ......ccocveeevieeiiiiieiieiiieciee ettt 39

II



2.3.3.5.7. RNA Kkarigtirma ¢ali$malart ..........cccocevierieiiieiiieieeienieseeieee e 40

2.4, KOAH A APOPLOZIS...cuvieitieitiniieniienttete ettt ettt sttt et ettt s bbbt e bt et st s atesaeesbee bt enaeeaneeanens 40
2T GHITS ettt et ettt s 40
2.4.2. Normal Hava Yolu Tamir MeKanizmast .......c...coceeveereeniiriiinienienieiieienecseese e 41
2.4.3. KOAH’da ApOptozZis V& EKIIETT ....eevuviiriiiiiiieiiieiiieeieeeite sttt st s 42

2.4.3.1 APOPLOtIK HIUCTE ATTIST cuvvieiiiiiiieiieeiteesite ettt ettt ettt ste et e sbe e e e sabeenane 42

2.4.3.1.1. Brong Epitel HUcTrelerinde ..........coccovererieieiineninineeeeeececicne e 42

2.4.3.1.2. Alveoler Epitel ve Endotelyal Hiicrelerde...........ccccocevereeiinencncnencnnene 43

2.4.3.1.3. T LenfoSitlerde ........ccveiieiieriiee ettt 44

2.4.3.1.4. MaKrofajlarda ..........cceeiieiieieie e e 44

2.4.3.1.5. NOOFIIETAE ...t e 44

2.4.3.2. Apoptotik Hiicrelerin Taninmast ve SONUGLATIT .......coceeriieiiriiniiiieieeee e 44

2.4.3.3. KOAH’ta Fagositik Temizlenmede Azalma ve Sonuglart..........coceveeveenerncnieneenne 45

2.4.4. KOAH da Apopptozisin Degisik Patogenetik Yollarla Tligkisi............ccccoovrverercreierereennnn 48
2.4.4.1. Apoptozis ve Inflamasyon .............ccccooueveieiueveieiueiieeieee e 48

2.4.4.2. Apoptozis ve Proteinaz-Antiproteinaz Dengesizligi.........coovveeviieniiieniieniieeniienieennns 48

2.4.4.3. Apoptozis Ve OKSIAAtL SIIES ....veeuiieiiieiieeiiieie ettt 49

3. GEREC VE YONTEM ........oooiimiiiiiieieeeeeeeeeeeeee et s s aennnen 50
4. BULGULAR . ...ttt ettt et st b ettt a e st b e sae bt e et e ae st e b e 59
S TARTISMA ..ttt ettt ettt et e h ettt bttt e bttt e s et e benaeenes 79
6. SONUC VE ONERILER .........coceoiuiiiiiiieeiiieis e 85
T KAYNAKLAR Lottt st sttt e et ettt et et e 86
8. OZGECMIS ...t 95

III



TABLO LiSTESI

Tablo No: Sayfa No:
Tablo 1. KOAH’da Risk Faktorleri 5
Tablo 2. Spirometrik Smiflandirma 10
Tablo 3. Stabil KOAH Tedavisi (GOLD 2006) 12
Tablo 4. Apoptozis ile Nekroz Arasindaki Farklar 27
Tablo 5. Calismaya Ahnan Hastalar ve Ozellikleri 60
Tablo 6. Calisma Gruplarmn Demografik ve Laboratuvar Ozellikleri 62
Tablo 7. Calisma Gruplarindaki Bireylerinklinik Ozellikleri 63
Tablo 8. Calisma Gruplarmn Brons Duvari Biyopsi Orneklerinden Elde Edilen

Lenfositlerin Fas, Bax ve Kaspaz 3 ile Boyanma Dereceleri 64
Tablo 9. Calisma Gruplarmmn Brons Duvari Biyopsi Orneklerinden Elde Edilen

Notrofillerin Fas, Bax ve Kaspaz 3 ile Boyanma Dereceleri 65
Tablo 10. Calisma Gruplarmn Brons Duvari Biyopsi Orneklerinden Elde Edilen

Makrofajjlarin Fas, Bax ve Kaspaz 3 ile Boyanma Dereceleri 66
Tablo 11. Calisma Gruplarmn Brons Duvar: Biyopsi Orneklerinden Elde Edilen Epitel

Hiicrelerinin Fas, Bax ve Kaspaz 3 ile Boyanma Dereceleri 67

Tablo 12. Calisma Gruplarimn Brons Duvari Biyopsi Orneklerinden Elde Edilen Epitel
Hiicreleri ve inflamatuar Hiicrelerin Hematoksilen Eozin ile Boyanma Dereceleri ......68
Tablo 13. Fas, Bax ve Kaspaz 3 ile Brons Duvarindaki Lenfositlerde Pozitif Boyanma Derece

Ortalamalari ve Derece Ortalamalarinin Gruplar Arasi Karsilastirilmasi ........cceeeeueee. 69
Tablo 14. Fas, Bax ve Kaspaz ile Brons Duvari Notrofillerinde Pozitif Boyanma Derece
Ortalamalar1 ve Derece Ortalamalarmim Gruplar Arasi Karsilastirilmasi .......c..ceeeeenee 70
Tablo 15. Fas, Bax ve Kaspaz ile Brons Duvar1 Makrofajlarinda Pozitif Boyanma Derece
Ortalamalar1 ve Derece Ortalamalarmim Gruplar Arasi Karsilastirilmasi .......ceceeeeenee 71
Tablo 16. Fas, Bax ve Kaspaz 3 ile Brons Epitel Hiicrelerinde Pozitif Boyanma Derece
Ortalamalari ve Derece Ortalamalarimin Gruplar Arasi Karsilagtirilmasi........c..ceeeeeeee. 72

Tablo 17. Hematoksilen Eozin ile Brons Epitel ve inflamatuar Hiicrelerinde Pozitif Boyanma
Derece Ortalamalari ve Derece Ortalamalarinin Gruplar Aras1 Karsilastirilmasi ...... 73
Tablo 18. Fas, Bax ve Kaspaz 3 ile Boyanan Lenfositlerde Fas, Bax ve Kaspaz 3’iin Boyama

Derecelerinin Birbirleri ile Korelasyonu (r ) 77
Tablo 19. Fas, Bax ve Kaspaz 3 ile Boyanan Notrofillerde Fas, Bax ve Kaspaz 3’iin Boyama
Derecelerinin Birbirleri ile Korelasyonu (r ) 78
Tablo 20. Fas, Bax ve Kaspaz 3 ile boyanan makrofajlarda Fas, Bax ve Kaspaz 3’iin boyama
derecelerinin birbirleri ile korelasyonu (r ) 78
Tablo 20. Fas, Bax ve Kaspaz 3 ile boyanan makrofajlarda Fas, Bax ve Kaspaz 3’iin boyama
derecelerinin birbirleri ile korelasyonu (r ) 78

v



SEKIL LiSTESI

Sekil No: Sayfa No:
Sekil 1. KOAH patogenezinde yer alan hiicreler ve mediyatorler 14
Sekil 2. Apoptoziste olusan erken ve ge¢c morfolojik degisiklikler 27
Sekil 3. Apoptozisin intrinsik ve ekstrinsik yollari. FAS trimer 32
Sekil 4. Apoptozisin hiicre organellerine gore boliimlere ayrilisi 33
Sekil 5. Apoptozisin organallerde gerceklesen siireclere gore belirlenme yontemleri.............cc.c...... 34
Sekil 6. Normal akcigerlerde ve KOAH’hlarin akcigerinde apoptotik hiicrelerin taninmasi........... 47
Sekil 7. KOAH’da siyal epitel hiicrelerinde apoptozise cevap olarak olusan degisiklikler.............. 47
Sekil 8.  Sigara icen KOAH’h hastanin brons duvarinda Hematoksilen eozin ile epitelde Grade 2,
subepiyelyal inflamatuar hiicrelerde Grade 3 boyanma paterni (H.E.x400).......cccceeueeees 55

Sekil 9.  Sigara icen saghklh bireyin brons duvarmda subepitelyal lenfositlerde, nétrofillerde ve
makrofajlarda Fas ile Grade 3 boyanma paterni (immiinohistokimyax400). Kirmiz1 ok:
lenfosit, kalin siyah ok: notrofil, ince siyah ok: makrofaj 55
Sekil 10. Sigara birakmis KOAH’l hastanin brons duvarinda epitelde ve subepitelyal tiim
inflamatuar hiicrelerde Fas ile Grade 3 boyanma paterni (Immiinohistokimyax200)...56
Sekil 11.  Sigara birakmus saglikh bireyin brons duvarinda Fas ile lenfositlerde Grade 2,
notrofillerede Grade 3 boyanma paterni (Immiinohistokimyax400). Kalin kirmizi
oklar: Fas pozitif lenfosit, kesikli kirmiz1 oklar: Fas negatif lenfosit, kalin siyah oklar:
notrofil. 56
Sekil 12.  Sigara icen saghkh bireyin brons duvarinda epitelde, subepitelyal lenfositlerde,
notrofillerede ve makrofajlarda kaspaz 3 ile Grade 3 boyanma paterni
(immiinohistokimya x 400). Siyah ince ok: epitel, siyah kalin ok:makrofaj, kirmuz1 kalin
ok: lenfosit, kirmizi ince ok: notrofil 57
Sekil 13. Sigara icen KOAH’h hastanin brons duvarinda kaspaz 3 ile lenfositlerde Grade 1,
notrofillerde Grade 2 boyanma paterni (immiinohistokimyax400). Kirmizi ok: kaspaz 3
pozitif notrofil, kesiksiz siyah oklar: kaspaz 3 pozitif lenfosit, kesikli siyah oklar: kaspaz
3 negatif lenfosit 57
Sekil 14.  Sigara icen saghkh bireyin brons duvarinda epitelde, subepitelyal lenfositlerde,
notrofillerede ve makrofajlarda Bax ile Grade 3 boyanma paterni
(immiinohistokimyax400). Siyah ince ok: epitel, siyah kalin ok:lenfosit, kirmiz1 kalin ok:
notrofil, kirmizi ince ok: makrofaj 58
Sekil 15.  Sigara icmeyi birakmis saghkl bireyin brons duvarinda Bax ile epitelde Grade 3,
lenfositlerde Grade 2,, notrofillerede Grade 3, ve makrofajlarda Grade 3 boyanma
paterni (immiinohistokimyax400). Siyah ince ok: nétrofil, siyah kahn ok:makrofaj,

kesiksiz kirmiz1 ok: Bax pozitif lenfosit, kesikli kirmiz1 ok: Bax negatif lenfosit............. 58
Sekil 16. Sigara icme yogunlugu (paket/yil) ile lenfositlerin Kaspaz 3 ile boyanma derecesi

arasindaki korelesyon 74
Sekil 17.  Sigara icme yogunlugu (paket/yil) ile notrofillerin Kaspaz 3 ile boyanma derecesi

arasindaki korelesyon 75

Sekil 18. FEV1 yiizdesi ile lenfositlerin Kaspaz 3 ile boyanma derecesi arasindaki korelesyon....76
Sekil 19. FEV1 yiizdesi ile notrofillerin Kaspaz 3 ile boyanma derecesi arasindaki korelesyon....77



KISALTMALAR

AIF (Apoptosis- inducing factor) : Apoptozisi tetikleyen faktor

Apaf-1 (Apoptosis activating factor-1) : Apoptozisi aktive eden faktor-1

APO-1 = Fas (Apoptosis- inducing reseptor-1)  : Apoptozisi tetikleyen reseptor-1

Bad (Bcl-2 antagonist of cell death) : Bcl-2 hiicre 6liim antagonisti

Bak (Bcl-2 antagonist/Killer) : Bcl-2 antagonist/katil

Bax (Bcl-2 associated X protein) : Bel-2 iligkili X protein

Bcl-2 (B cell lymphoma-2) : B hiicreli lenfoma

Bid (Bcl-2 intercting domain) : Bel-2 etkilesim bolgesi

Bim (Bcl-2 intercting mediator of cell death) : Bcl-2 hiicre 6liimiiniin etkilesim mediatorii
CARD (Caspase recruitment domain) : Kaspaz toplama bolgesi

Caspase (Cysteinyl aspartate-spesific protease) : Aspartat spesifik sistein proteinaz
DED (Death effector domain) : Efektor oliim bolgesi
DIABLO (Direct IAP binding protein with low pI): Diisiik pl ile direk olarak IAP baglayan protein

DISC (Death inducing signaling komplex) : Oliime sebep olan sinyal kompleksi

FADD (Fass assosiated death domain) : Fas iliskili 6lim bolgesi

TIAP (Inhibitor of apoptosis) : Apoptozis inhibitorii

NF-xp (Nucleer factor kappa f) : Niikleer faktor kappa 3

NOXA (Name for damage) : Hasarin ismi

SMAC/D (SMAC/DIABLO): second

mitochondrial-derived activator) : Mitokondriden tiiretilen ikinci aktivator

PARP (Poly (ADP-ribose) polymerase) : Poli (ADP-riboz) polimeraz

PUMA (p53 up-regulated modulator of apoptosis): p53’iin ekspresyonunu arttirdig1 apoptozis
diizenleyicisi

TdT (Terminal deoxynucleotidyl transferase) : Terminal deoksiniikleotid transferaz

TRADD (Tumor assosiated death domain) : Ttimor ilskili 6lim bolgesi

TRAIL (Tumor necrosis factor- related

apoptosis inducing ligand) : Tumor nekrozis faktor ile iliskili apoptozise sebep

olan ligand
TUNEL (TdT- mediated dUTP-biotin nick end-labeling) : TdT araciligiyla dUTP-biotin
centiginin etiketlenmesi

XIAP (X-linked IAP) : X-baglanmig IAP
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OZET

Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi’nda Hava Yolu Epitel Hiicreleri, Lenfosit,
Notrofil ve Makrofaj Apoptozisi

Amag: Son yillarda Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi (KOAH) patogenezinde
apoptozisin rolii konusundaki yayinlar giderek artmaktadir. Fakat, elde edilen bilgiler
celiskili ve heniiz yeterli diizeyde degildir. Bu calismada; Kronik Obstriiktif Akciger
Hastaligi’nda havayolu epitel hiicreleri ve subepitelyal inflamatuar hiicrelerde (lenfosit,
notrofil ve makrofaj) apotozis varligini arastirmak amaclanmustir.

Gere¢ ve Yontem: Calismamizda, Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi Gogiis
Hastaliklar1 Anabilim Dalinda 2007 Mart ile 2007 Haziran aylar1 arasinda bronkoskopi
yapilan 31 Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi’na sahip hastalarin ve 44 saglikli
bireyin brongiyal biyopsi ornekleri incelenmistir. Tiim bireylerin brongiyal biyopsi
orneklerinde apoptoz varligi, biyopsi orneklerinin immiinohistokimyasal olarak anti-
Fas, anti-Bax ve anti-kaspaz 3 antikorlar1 ile boyanma dereceleri degerlendirilerek
arastirtlmastir.

Bulgular: Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi’na sahip hastalar ile saglikli
bireyler arasinda brons epitel hiicreleri ve inflamatuar hiicrelerin (lenfosit, notrofil ve
makrofaj) apoptozis yogunlugu yoniinden anlamh fark saptanmamistir. Buna ek olarak
sigaranin birakilmasinin hem saglikli bireylerde hem de Kronik Obstriiktif Akciger
Hastaligi’'na sahip hastalarda apoptotik siireci etkilemedigi ve benzer sigara i¢cme
ozelligine sahip saglikli bireyler ve Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi’na sahip
hastalar arasinda apoptotik epitel hiicreleri ve inflamatuar hiicreler yoniinden anlamli
farklilik bulunmadig1 goriilmiistiir.

Sonu¢: Bu calismadan elde edilen sonuclar, biiyiikk hava yolu diizeyinde elde
edilen mukoza biyopsi Orneklerinin akciger parankimi ve kiiciik hava yolundaki
apoptotik siireci yansitmada yetersiz kalabilecegini ve konunun daha genis gruplarda
incelenmesi gerektigini diisiindiirmektedir.

Anahtar Kelimeler: Bronkoskopik biyopsi, brons epitel hiicre apoptozisi,
inflamatuar hiicre apoptozisi, KOAH
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ABSTRACT

Airway Epithelium, Lymphocyte, Neutrophil and Macrophage Apoptosis in
Chronic Obstructive Pulmonary Disease

Background: In recent years, increasingly, many studies have been published
about the role of apoptosis in the pathogenesis of chronic obstructive pulmonary disease
(COPD), the obtained data are still controversial and debating. In this study, the
presence of apoptosis was aimed to evaluate at airway epithelial cells and subepithelial
inflammatory cells (lymphocyte, neutrophil, and macrophage) in COPD.

Method: In this study, between March and June 2007, the bronchial biopsy
specimens of 31 COPD patients and 44 healthy subjects, obtained by flexible
bronchoscopy, at Cukurova University, School of Medicine, Department of Chest
Diseases were evaluated in order to determine the presence of apoptosis in the airway
epithelial cells and subepithelial inflammatory cells (lymphocyte, neutrophils and
macrophages). The presence of apoptosis in the biopsy specimens of the subjects were
demonstrated by evaluating the degree of staining immunohistochemically with anti-Fas,
anti-Bax ve anti-caspase 3 antibodies.

Results: No statistical difference was found between patients with COPD and
healthy subjects, when the intensity of the apoptosis of the airway epithelial cells and
subepithelial inflammatory cells (lymphocyte, neutrophils and macrophages) was
evaluated. In addition, by quitting smoking, the apoptotic cascade was not affected, and
no significant difference was found in the manner of the apoptotic epithelial and
inflammatory cells according to the current smoking status both in patients with COPD
and healthy subjects.

Conclusion: We think that mucosal biopsy samples obtained from larger airways
might not reflect the apoptotic process at small airways and lung parenchyma, and more
studies with larger groups are needed for determining the apoptotic process in COPD.

Key words: bronchoscopic biopsy, bronchial epithelial cell apoptosis,
inflammatory cell apoptosis, COPD
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1. GIRIS VE AMAC

KOAH, tam olarak geri doniislii olmayan ilerleyici hava akimi kisitlamasi ve
akcigerlerin zararh partikiil veya gazlara anormal inflamatuar yanit1 ile karakterize bir
klinik durumdur. Son yillarda hastaligin prevalansi, morbidite ve mortalitesi giderek
artmaktadir. Diinya Saglik Orgiitiiniin verilerine gore giiniimiizde KOAH diinyada 4.
O0lim nedeni haline gelmistir. Hastalik gelisiminden biiyliik oranda sigara icimi
sorumludur’. KOAH, yaygin bir halk sagligi sorunu olmasina karsin hekimler ve bilim
cevrelerince ihmal edilmektedir. Hastaligin molekiiler, sitolojik ve genetik Ozellikleri
hakkinda yeterli bilgi bulunmamaktadir.

Giiniimiizde KOAH patogenezinden kronik inflamasyon, proteinaz/antiproteinaz
dengesizligi ve oksidatif stres sorumlu tutulmaktadir. KOAH 1n gelisimi sirasinda bu
siirecler arasinda etkilesim olmaktadir. Ancak, patogenezden sorumlu tutulan bu
mekanizmalar ile hastalifin kronik niteligi hala tam olarak anlasilamamistir. Son
yillarda apoptozisin KOAH patogenezinde rol oynadigina iliskin kanitlar giderek
artmaktadir.

KOAH’da gozlenen parankimal hiicre 6liimiiniin (apoptozis), apoptotik hiicrelerin
yeterince temizlenememesinin yol actigi sekonder sitolizin ve hiicresel onarim ve
yenilenmenin bozulmasinin KOAH’a 6zgii akciger dokusunda harabiyet (amfizem) ve
kiicik hava yollarinin yap1 ve fonksiyonlarinda bozulmaya yol actigi ileri
siiriilmektedir?.

Yapilan ¢alismalarda, KOAH’da hava yolu epitel hiicrelerinde, alveoler epitel ve
endotel hiicrelerinde apoptozisin arttigi gosterilmistir’. Materyal olarak KOAH'I1
hastalarin BAL, brons fircalama ve dolasimdaki kan orneklerinin kullanildigi
calismalarda akciger ve hava yolu T hiicrelerinde de apoptozis artisi gbsterilmistir4’5’6’7.
Notrofillerin hava yolundaki yasam siireleri ve apoptozisi konusundaki bilgiler oldukca
yetersizdir. KOAH alevlenme donemlerinde ise notrofil apoptozisinin belirgin olarak
azaldig1 ve notrofil sayisinda belirgin artis odugu gosterilmistir.*>”'°. Buna karsin stabil
KOAH’I1 hastalarla yapilmis tek bir calismada, nétrofil apoptozisinde degisiklik
olmadig1 gosterilmistir''. KOAH'l hastalarin hava yolu makrofaj apoptozisi konusunda

yayinlanmis bir ¢calisma bulunamamustir.



KOAH’ 1 hastalarda havayolu duvarinda nétrofil, makrofaj ve lenfosit sayilarinda
artis gosterilmis olmasina ragmen bu artis1 agiklayacak mekanizmalar heniiz kesin
olarak bilinmemektedir. Ayni1 zamanda hava yolu inflamatuar hiicrelerinin apoptozisi ile
ilgili bilgiler olduk¢a smirhidir. Bu konuda saglanacak bilgi birikimi KOAH
patogenezini daha iyi anlamamiza yardimei olacaktir.

Bu calismada, halen sigara igmekte olan ve sigaray1 birakmis olan KOAH’I1
hastalar ve saglikli yetiskinlerden elde edilen bronsiyal biyopsi orneklerinde Fas, Bax
ve kaspaz 3 antikorlar1 kullanilarak havayolu epitel hiicreleri ve subepitelyal
inflamatuar hiicrelerdeki (lenfosit, noétrofil ve makrofaj) apoptozis seviyesini

degerlendirmek amag¢lanmustir.



2. GENEL BIiLGILER

2.1. Kronik Obstriiktif Akciger Hastalig

2.1.1. Tanim

Kronik Obstriiktif Akciger Hastaligi (KOAH), onlenebilir ve tedavi edilebilir bir
hastaliktir ve akciger disi organlardaki bazi onemli etkileri hastaligin daha agir
seyretmesine katkida bulunabilir. Hastaligin akcigerdeki etkisi hava akimi kisithiligiyla
karakterizedir ve tam olarak geri dontisiimlii degildir. Hava akimu kisithiligi genellikle
ilerleyicidir ve akcigerlerin zararli partikiil ya da gazlara anormal inflamatuar yanitiyla
iliskilidir'.

KOAH’1n karakteristigi olan hava akimi kisitlamasi, katkisi goreceli olarak
kisiden kisiye degisen kiiciik havayolu hastaligi (obstriiktif bronsiolit) ve parankimal

harabiyet (amfizem) sonucu olusur’.

2.1.2. Epidemiyoloji

KOAH, endiistrilesmis diinyada erigkinler arasinda yaygin olarak goriilen
morbidite ve mortalite nedenlerinden biridir. KOAH ciddi sosyal ve ekonomik yiik
olusturmakta ve prevalansi gelismekte olan iilkelerde artmaktadir. KOAH klinik olarak
belirgin hale gelinceye ve orta derecede ilerleyinceye kadar genellikle teshis
edilemedigi i¢in hastaligin yiikii hakkindaki bilgilerimiz, hastaligin neden oldugu
toplam yiikiin kiigiik bir kismin temsil etmektedir'”.

Hastaligin tanimlanmasi ve tanisi iilkeler arasinda farklilik gosterdigi ve prevelans
ile ilgili bilgiler cogulukla gelismis {ilkelerden elde edilebildigi icin KOAH
prevalansimin hesaplanmasi ve farkl iilkeler ile karsilastirilmasi zordur. 1990-2004
yillar1 arasinda yayimlanmis olan prevalans calismalarinin meta-analizine géore KOAH
prevalansi; tiim yas gruplart (15-95 yas) arasinda % 7,5, 40 yas istiindeki
eriskinlerde % 9-10, spirometri kullanilarak KOAH tanis1 konulanlarda % 8,9 olarak



3
bulunmusgtur'>!

. Yine bu meta-analize gore KOAH prevalansi, sigara icenlerde
icmeyenlere gore, 40 yas iistiinde olanlarda 40 yasin altinda olanlara gore ve erkeklerde
kadinlara gore daha fazla bulunmustur. Amerika’da 1988-1994 yillar1 aras1 yapilan
Ulusal  Saghk ve Beslenme calismasinda KOAH  prevalanst  sigara
icenlerde; erkeklerde % 14,2, kadinlarda %13,6, sigara icmeyi birakmislarda;
erkeklerde % 6,9, kadinlarda % 6,8, hi¢ sigara icmemislerde; erkeklerde % 3,3,
kadmlarda % 3,1 oraminda bulunmustur'®. 2001 yilinda Amerika’da 12,1 milyon
yetiskine KOAH tanist konuldugu rapor edilmis olup, 24 milyon kiside akciger
fonksiyon bozuklugunun gosterilmis olmasi, KOAH tanisi konulabilme oraninin
belirgin olarak diisiik oldugunu diisiindiirmektedir"’.

KOAH prevalansinin, Oniimiizdeki dekadlarda ozellikle sigara gibi risk
faktorlerine maruziyetin devam etmesi ve diinya popiilasyonunun yaslanmasina bagh
olarak artmasi beklenmektedir'. KOAH, tiim diinyada her y1l 2,75 milyon insamn (1,41
milyon erkek, 1,34 milyon kadin) Oliimiine neden olarak tiim oliimlerin %4.8’ini
olusturmaktadir. Giinlimiizde KOAH, mortalite nedenleri arasinda dordiincii siradadir',
2020 yilinda morbidite nedenleri arasinda besinci, mortalite nedenleri arasinda ise
liciincii siray1 almasi beklenmektedir'”.

Tiirkiye’de 1976 yilinda Etimesgut bolgesinde yapilan bir ¢alismada, 40 yas
uistiindeki KOAH prevalansinin % 13,6 oldugu (erkeklerde % 20,1, kadinlarda % 8,2)
bildirilmistir'®. 2000 yilinda Saglik Bakanligi ve Diinya Saghk Orgiitiiniin birlikte
yiriittiigii Ulusal Hastalik Yiikii ve Maliyet Etkililik Calismasinda KOAH Tiirkiye’de 3.
6lim nedeni olarak bulunmustur'’. 2003-2004 yillar1 arasinda Adana ilinde yapilan
BOLD calismasinda KOAH prevalansi 40 yasin iistiinde % 19,2 (erkeklerde % 29,3,
kadinlarda % 9,9) olarak bulunmusturlg.

KOAH, tiim diinyada, sik hastaneye yatirilma nedenlerinden ve hastalik nedeniyle

ise devamliligin kesilmesinden dolay1, nemli bir ekonomik yiik olusturmaktadir'®.



2.1.3. KOAH’da Risk Faktorleri

Tablo 1. KOAH’da Risk Faktorleri

Genetik faktorler
Partikiil maruziyeti
e  Sigaraicimi
e  Mesleki maruziyet (organik ve inorganik tozlar)
e Evici hava kirliligi (havalandirmasi az olan ortamlarda 1sinma veya yemek pisirmek icin
biomas kullanimi)
e Acik havada hava kirliligi
Akciger biiyiime ve gelisimi
Oksidatif stres
Cinsiyet
Yas
Solunumsal enfeksiyonlar
Sosyoekonomik durum
Beslenme

Eslik eden hastaliklar

2.1.4. Patoloji

KOAH’da gozlenen patolojik degisiklikler akcigerin dort farkli boliimiinde
(biiyiik hava yollari, kiicik havayollari, akciger parankimi, akciger damarlar1)
gerceklesmekte ve her hastada bu degisiklikler degisik boyutlarda izlenmektedir.

Biiyiik hava yollari: i¢ capi 2mm’den biiyiik kikirdak iceren hava yollaridir.
Brong bezlerinde hipertrofi ve goblet hiicre metaplazisi goriiliir. Bu degisiklikler asiri
mukus yapimina veya kronik bronsite neden olurlar. Bezlerde inflamatuar hiicre
infiltrasyonu olusur. Hava yolu duvarinda squamoéz metaplazi, siliya kayb1 ve siliyer
fonksiyon bozuklugu ile diiz kas ve bag dokusunda artma goriiliir. Hava yolunun farkl
boliimlerinde farkli inflamatuar hiicreler daha baskin olarak bulunurlar. Hava yolu
duvarinda lenfositler, oOzellikle CD8 T-lenfositler ve makrofajlar baskin olarak
bulunurlar. Hava yolu bosluklarinda ise lenfositlere ek olarak notrofiller ve makrofajlar

goriliir.




Kiiciik hava yollar1: I¢c cap1 2 mm’den kiiciik kikirdak icermeyen hava yollaridir.
Hastaligin erken donemlerinde periferik hava yollarinda bronsiyolit bulunur. Patolojik
olarak goblet hiicre ve squam6z hiicre metaplazisi izlenir. Hava yolu duvar1 ve hava
yolu bosluklarindaki inflamatuar hiicreler biiyiik hava yollarindaki gibidir. Hastalik
ilerledikce hava yolu duvarinda fibrozis ve kollagen birikimi gelisir.

Akciger parankimi: Respiratuvar brongiyol, alveol ve kapillerden olusur.
KOAH’I1 hastalarin akciger parankiminde amfizem gelisir. Amfizeme ikincil olarak da
alveoler tutamaklarda ciddi kayip olusur ve bu durum hava yolu kollapsia katkida
bulunur. Asiniis icindeki dagilima gore sentrilobiiler ve panlobiiler amfizem olmak
tizere iki tip amfizem geligir. Sentrilobiiler amfizem, respiratuvar brongiyolerin
dilatasyonu ve destruksiyonu ile karakterizedir ve  KOAH’da en yaygin goriilen
amfizem tipi olup, genellikle iist loblar1 tutar. Panlobiiler amfizem, tiim asinusu tutar,
daha cok alfa-1 antitripsin enzim eksikligi bulunan kisilerde gelisir ve daha ¢ok alt
loblarda yer alir. Alveol duvarlarinda ve hava bosluklarinda hava yollarindakine benzer
inflamatuvar hiicre profili goriiliir ve hastaligin tiim seyri boyunca varligint siirdiirtir.

Akciger damarlari: Akciger damarlarindaki degisiklikler hastaligin erken
doneminde baglar. Baglangicta bu degisiklikler damar duvarinda kalinlasma ve endotel
disfonksiyonu ile karakterize iken, daha sonra bunlar1 damar diiz kas kitlesinde artma ve
damar duvarinin makrofaj ve CD8+ T hiicreleri gibi inflamatuvar hiicrelerle
infiltrasyonu izler. Hastaligin ileri asamalarinda kollagen birikimi ve kapiller yatagin
amfizematdoz harabiyeti gelisir. Sonucta bu yapisal degisiklikler, pulmoner

hipertansiyon ve sag kalp fonksiyon bozukluguna (kor pulmonale) neden olur'.

2.1.5. Patofizyoloji

Giintimiizde KOAH hastaliginin altinda yatan siirecin, KOAH’1n karekteristigi
olan fizyolojik anormalliklere ve semptomlara nasil yol actigi daha iyi anlasilmistir'.
KOAH’da farkli patogenetik mekanizmalar degisik patolojik degisikliklere yol acarak
fizyolojik anormalliklerin ortaya ¢ikmasina neden olur'®. Bunlar, hava akimi
kisitlanmas1 ve hava hapsi, gaz degisim anormallikleri, mukus hipersekresyonu,

pulmoner hipertansiyon ve sistemik etkilerdir''*.



2.1.5.1. Hava Akim Kisitlanmasi ve Hava Hapsi

Kiiciik havayollarindaki inflamasyon, fibrozis ve liimen icindeki eksuda,
KOAH’1n karakteristigi olan FEV1 ve FEV1/FVC diisiisii ve muhtemelen FEV1’deki
hizli diisiis ile korelasyon gosterir. Amfizem, FEV1’deki diisiisten daha ¢ok gaz degisim
anormalligi ile iligkilidir. Amfizem, alveoler tutamaklarin kaybina bagli olarak
ekspiryum sirasinda olusan hava hapsine katkida bulunur. Periferal hava yolu
obstriiksiyonu, ekspirasyon esnasinda giderek artan miktarda hava hapsine, sonug¢ olarak
hiperinflasyona neden olur. Hiperinflasyon, inspiratuar kapasiteyi azaltarak ozellikle
egzersiz esnasinda fonksiyonel rezidiiel kapasitenin artmasina (dinamik hiperinflasyon)
ve sonug olarak dispne ve egzersiz kapasitesinde kisitliliga neden olur. Giiniimiizde
hiperinflasyonun hastaligin erken doneminde gelistigi ve egzersiz dispnesinin ana

mekanizmasi oldugu diisiiniilmektedir'.

2.1.5.2. Gaz Degisim Anormallikleri

KOAH’da birkag mekanizma ile aciklanabilen gaz degisim anormalligi,
hipoksemi ve hiperkapniye neden olur. Gaz transferi, hastalik ilerledikce kotiilesir.
Amfizemin siddeti, arteriyel PO, ve ventilasyon-perfiizyon (VA/Q) dengesizliginin
belirtecleri ile korelesyon gosterir. Periferal hava yolu obstriiksiyonu, Va/Q dengesizligi
ve ventilatuar kaslarin fonksiyonlarindaki bozukluk, ventilasyonun azalmasina ve

boylece karbondioksit retansiyonuna neden olur.

2.1.5.3. Asir1 Mukus Yapimi

Mukus hipersekresyonu, kronik bronsitin bir 6zelligidir ve hava akimi kisitlamasi
ile iligkili olmasi1 zorunlu degildir. KOAH’11 hastalarin hepsinde mukus hipersekresyonu
yoktur. Mukus hipersekresyonu, sigara icimi ve diger zararli ajanlarin havayollarinda
neden olduklar1 kronik irritasyonuna cevap olarak olusan submukozal bezlerin

genislemesi ve goblet hiicre sayisindaki artis ile beraber miik6z metaplaziye bagl olusur.



2.1.5.4. Pulmoner Hipertansiyon

KOAH’Im  seyri  esnasinda,  kiicik  pulmoner arterlerin  hipoksik
vazokonstriiksiyonu sonucu, hafif-orta derecede pulmoner hipertansiyon gelisebilir.
Zaman i¢inde intimal hiperplazi ve daha sonra intimal hipertrofi/hiperplazi gibi yapisal
degisiklikler olusur. Amfizemde goriilen pulmoner vaskiiler yatak kaybi, pulmoner
sirkiilasyondaki basing artigina katkida bulunabilir. Ilerleyen pulmoner hipertansiyon,
sag ventrikiil hipertrofisine ve sonunda sag kalp yetmezligine (Kor pulmonale) yol

acabilir.

2.1.5.5. Sistemik Etkiler

KOAH’da kaseksi, osteoporoz, depresyon ve kronik anemiye yatkinliklart
artmistir. Kaseksi, kaslarin kullanilmamasina ve/veya artmis apoptozis sonucu olusan
iskelet kas kitlesi kaybina ikincil olusabilir. Diger sistemik etkilere, TNF-a, IL-6 ve
serbest oksijen radikalleri gibi inflamatuar mediatorlerin konsantrasyonundaki artis
aracilik edebilir. C-reaktif protein artisi ile ilgkili olarak kardiyovaskiiler hastalik riski

alrtmlstlr1 .

2.1.5.6. Klinik

Hikaye: Kirk yas iistiinde nefes darligi, kronik oksiiriik, balgam ¢ikarma ve/veya
hastalik gelisimi icin risk faktorlerine maruziyet Oykiisii bulunan hastalarda KOAH
tanist diisiiniilmeli ve spirometre ile dogrulanmalidir.

Hasta, Oksiiriikk, balgam cikarma, nefes darligi, hiriltili solunum veya gogiiste
sikisma hissi semptomlarindan herhangi biri ile ilk kez basvurabilir. Oksiiriik siklikla ilk
semptomdur. Baslangicta arasira olurken, daha sonra hergiin ve giin boyu devam eder.
Hastalar, oksiiriik nobetinden sonra kiigiik miktarda ve yapiskan balgam cikarirlar.

Balgam, baslangicta sadece sabahlar1 c¢ikarilirken daha sonra giin boyunca
cikarilir. Kronik balgam c¢ikarma, hizlanmig pulmoner fonksiyon kaybi ile iliskili

degildir. Nefes darligi, baslangicta eforla olusur (merdiven ¢ikarken, yokusta yiiriirken),



akciger fonksiyonlar1 daha da bozulunca, yasitlari ile ayn1 hizda yiiriiyemezler veya bir
aktiviteyi (pazar cantasini tagimak) gerceklestirebilmek icin aksesuar solunum kaslarini
kullanmak zorunda kalirlar ve sonunda giinliik aktiviteleri (giyinmek, yikanmak)
esnasinda veya dinlenirken nefes darligi olusur. Sigara i¢cimine eslik eden herhangi bir
semptom varlig1, pulmoner fonksiyonlarda erken ve hizli bir diisiise neden olur."'*'*
Fizik muayene: KOAH’da fizik muayene nadiren tamisaldir. Hava akimi
kisitlanmasinin fizik muayene bulgulari, akciger fonksiyonlarinda onemli derecede
bozukluk olustuktan sonra ortaya cikar. Iinspeksiyonda; dakikada 20’den daha fazla ve
yiizeyel solunum, biiziik dudak solunumu, skalen ve sternokleidomastoid kas kullanimi,
santral syanoz, mukozal membranlarda mavimsi renk degisikligi, pulmoner
hiperinflasyonun gostergeleri olan horizontal kostalar, fic1 gogiis, inspirasyonda alt
kostalarin paradoksik hareketi  gozlenebilir. Palpasyon ve perkiisyonda; pulmoner
hiperinflasyona bagli olarak kalp tepe atiminin saga, karacigerin asagiya dogru yer
degistirmesi ve diyafragma hareketlerinde azalma tesbit edilebilir. Oskiiltasyonda
ronkiis, ral ve solunum seslerinde azalma duyulabilir. Sistemik muayenede, boyun
venlerinde dolgunluk, karacigerde biiylime, periferik ddem, kas kitlesinde azalma ve

periferik kas gii¢siizliigii saptanabilir"'*.

2.1.5.7. Tam

Spirometri: KOAH diisiiniilen hastalarin tanilart spirometre ile dogrulanmalidir.
KOAH tanisinin dogrulanmasinda ve hastaligin takibinde spirometre altin standarttir.
Hava akimu kisitlamasi, bronkodilator testi sonrasi FEV{/FVC< 0.70 olmasi olarak
tanimlanir.  KOAH''n siddeti postbronkodilator (pb) % FEV1 diizeyine gore
siiflandirilir (Tablo 2). Bronkodilatér reversibilite testi, en azindan bir kez astimi
dislamak ve hastanin en iyi akciger fonksiyon diizeyini belirlemek agisindan tiim

hastalara yapilmalidir"".



Tablo 2. Spirometrik Simiflandirma

Siddeti Bronkodilator sonrasi Beklenene gore
FEVV/FVC FEV1 (%)
Evre 1: Hafif <0.70 > 80
: <
Evre 2: Orta <0.70 50-80
Evre 3 :Agir <0.70 30-50
Evre 4: Cok agr <070 < 30 veya <50 olup kronik
) - solunum yetmezIligi olanlar

Akciger Grafisi: Nadiren tan1 koydurucudur. Diger tanilarin diglanmasi ve kalp
yetmazligi gibi eslik eden hastaliklarin gosterilmesi agisindan deger tasir. KOAH’daki
radyolojik degisiklikler; hiperinflasyon bulgular1 (lateral grafide diafragmada diizlesme
ve retrosternal hava voliimiinde artig), akcigerlerin radyoliisensinde artis ve damarsal
goriiniimiin aniden incelmesi veya kaybolmasini igerir.

Arteriyal kan gazi oOlciimii: Bu test, FEV;<%50 (beklenenin) oldugunda,
solunum veya kalp yetmezligi klinik bulgularinin varliginda yapilmalidir.

Secilmis bazi KOAH’li hastalara, alfa-1 anti-tripsin diizeyi, statik akciger
voliimleri, CO difiizyon testi, egzersiz testi, solunum kas fonksiyonu, polisomnografi,

bilgisayarli tomografi, pulmoner damar basinci 6lciimii gibi testler 6nerilmektedir.

2.1.5.8. Tedavi

KOAH’da tedavinin hedefleri; hastaligin ilerlemesini 6nlemek, semptomlari
iyilestirmek, egzersiz  toleransinin  arttirmak, yasam  kalitesini  arttirmak,
komplikasyonlarinit 6nlemek ve tedavi etmek, mortaliteyi azaltmaktir.

Tedavi programi

1. Risk faktorlerinin azaltilmasi

2. Stabil KOAH’1n tedavisi

3. Alevlenmelerin tedavisi

1. Risk faktorlerinin azaltilmasi: Sigara iciminin birakilmasi, mesleki
maruziyetin kontrolii, evi¢i ve dis ortam hava kirliliginin 6nlenmesini kapsar. Akciger
fonksiyonlarindaki azalmanin engellenmesinde tek etkili girisim sigara iciminin

birakilmasidir.
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2. Stabil KOAH’1n tedavisi: Stabil KOAH tedavisi, Tablo 3’de 6zetlenmistir.

Hasta egitimi: KOAH’li hastalara uygun bir egitim programi; sigaranin
birakilmasi, hastalarin KOAH hakkinda bilgilendirilmesi, inhaler ve diger tedavilerin
nasil kullanilacaginin Ogretilmesi, ataklarin taninmasit ve tedavisi, nefes darliginin
minimalize edilme stratejilerinin 6gretilmesi, komplikasyonlar hakkinda bilgilendirme,
oksijen tedavisi konusunda bilgilendirme ve hayatin sonlandirilmasi konusunun
tartisilmasini igerir.

Farmakolojik tedavi: Semptomlar1 6nlemek ve kontrol etmek, atak siklii ve
siddetini azaltmak, hastalik durumunu iyilestirmek ve egzersiz toleransini arttirmak icin
kullanilir. Var olan hicbir ilag tedavisi, akciger fonksiyonlarindaki azalma iizerine uzun
stireli olarak etkili degildir. Bronkodilatorler, havayolu diiz kas tonusunu degistirerek
FEV,’de artisa ve ekspiratuar akimda iyilesmeye neden olurlar. Bu iyilesme; hava
yollarinin genislemesine bagli olusur ve akcigerin elastik recoilinde olusan herhangi bir
degisiklikle ilskili degildir. Bu ilaclar, akcigerlerin ekspiryum sirasinda bosalmasini
saglayarak dinlenme ve egzersiz esnasindaki dinamik hiperinflasyonu azaltirlar.
Boylece egzersiz kapasitesini arttirirlar.  Bronkodilator ilaglar;  B,-agonistler,
antikolinerjikler ve metilksantinleri icerir. Inhale ve oral glikokortikosteroidlerin
KOAH’daki etkileri astimda oldugu kadar iyi degildir ve stabil KOAH’da kullanimlar1
spesifik endikasyonlar ile sinirlidir. Oral glikokortikosteroidlerin faydalari konusundaki
kanitlarin yetersizligi ve yan etkileri konusundaki kanitlardan dolayr KOAH’da uzun
siire  kullanimlar1 Onerilmemektedir. Inhale glikokortikosteroid tedevisinin diizenli
kullantmi, uzun vadede FEV,’deki diisiis iizerine etkili degildir. Inhale steroidlerin
diizenli kullanimi, semptomatik olan, ayni zamanda FEV;<%50 (beklenenin) ve
tekrarlayan ataklar1 olan KOAH hastalarina 6nerilmektedir. Bu tedavinin, atak sikliginm
azalttig1 ve saglik durumunu iyilestirdigi gosterilmistir. Diger farmakolojik tedaviler;
asilar, Alfa-1 antitripsin giiclendirici tedavi, antibiyotikler, mukolitik ajanlar,
antioksidan ajanlar, immiinomodiilatorler, antitusifler, vazodilatorler ve

narkotikleri kapsarl’M.
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Farmakolojik Olmayan Tedaviler

Rehabilitasyon, oksijen tedavisi, ventilatuar destek ve cerrahi tedavilerdir.

Tablo 3. Stabil KOAH Tedavisi (GOLD 2006)

Evrel: Hafif Evre 2: Orta Evre 3: Agir Evre 4: Cok agir
FEV,/FVC <0.70
FEV < %30(beklenenin)
FEV,/FVC <0.70 veya
FEV,/FVC <0.70 %30 < FEV<%50 FEV,<%50 (beklenenin) ve

FEV,/FVC <0.70
FEV >%80(beklenenin)

%50 <FEV < %80

(beklenenin)

(beklenenin)

kronik solunum

yetmezliginin varligt

Risk faktor/faktorlerinin azaltilmasi; influenza asisi

Ihtiyac durumunda kisa etkili bronkodilator eklenmesi

v

»
>

Bir veya ihtiya¢ halinde daha fazla uzun etkili bronkodilatoriin diizenli

olarak tedaviye eklenmesi; rehabilitasyonun eklenmesi

Tekrarlayan

ataklar varsa inhale

glikokortikosteroidlerin eklenmesi

Kronik solunum yetmezligi
varliginda  uzun  siireli
oksijen tedavisi ekle

Cerrahi tedaviyi diisiin

3. Alevlenme tedavisi: KOAH’da atak, hastaligin dogal seyri esnasinda hastanin

var olan dispne, Oksiiriik, ve/veya balgaminda akut olarak giin i¢inde beklenenden daha

fazla degisiklik olmast ve bu degisikligin hastanin diizenli olarak kullandig1 tedaviyi

degistirmesini gerektirecek boyutta artmasi olarak tanimlanir. Atak, KOAH hastalarinin

en sik morbidite ve mortalite sebebidir’’. Hastaligin siddeti arttik¢a, atak sikligi da artar

ve saglik sistemi iizerine biiyiik yiik getirirler’’. Ataga siklikla trakeobronsiyal agacin

enfeksiyonu ve hava kirliligi neden olur. Ancak agir ataklarin 1/3’inin sebebi

bulunamamaktadir. KOAH atagimnin tedavisinde, oksijen, inhale bronkodilatorler ve

oral glikokortikosteroidler kullanilmaktadir. Nefes darligi, balgam miktar1 ve balgam

piiriilansinda artis semptomlarindan en az ikisinin bulunmasi, bakteriyel havayolu

enfeksiyonunu diisiindiiriir ve bu hastalar antibiyotik tedavisinden fayda gorebilirler.
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Atak esnasinda noninvaziv mekanik ventilator kullanimi; solunumsal asidozu duzeltir,
endotrakeal entiibasyon ihtiyacin1 azaltir, nefes darligini, solunum hizini, arteryal CO,

basincini (PaCO,), hastanede kalis siiresini ve mortaliteyi azaltr™',

2.2. KOAH’da Patogenez

KOAH gelisimine yol acan basta sigara dumani olmak iizere inhele edilen zararl
gaz ve partikiiller akcigerlerde inflamasyona, savunma mekanizmalarina zarar vererek
doku harabiyetinin tetiklenmesine ve onarim mekanizmalarinda bozulmaya neden olur.
Akcigerlerde olusan doku hasar1 sonucunda mukus hipersekresyonu, hava yolu
daralmas1 ve peribrongiyal fibrozis ile birlikte parankim harabiyeti ve damarsal
degisiklikler ortaya glkarlg.

Hastalik gelisiminden birka¢ patogenetik mekanizma sorumlu tutulmaktadir;
akciger ve havayollarinda inflamatuar hiicre artisi, proteinaz/antiproteinaz dengesizligi

ve oksidatif stres. Son zamanlarda 6nerilen drdiincii mekanizma; apoptozistir’.

2.2.1. KOAH’da inflamasyon

KOAH’mm karekteristik 0zelligi, inhale edilen zararli gaz ve partikiillere karsi
akcigerlerde olusan kronik ve abartili inflamatuar cevaptir. Akcigerler i¢in normalde
koruyucu olan inflamatuar yanitin yogun olarak gelismesi, akciger zararlanmasina
neden olur™. Akciger periferinde olusan kronik inflamasyon; amfizem, kiiciilk hava
yollarinda daralma ve yapisal degisikliklere neden olur. Hastalik ilerledikce, kiiciik hava
yollar1 ve akciger parankiminde olusan inflamatuar cevap artmaktadir®'.

KOAH’]1 hastalarin hava yolu ve akciger parankiminde inflamatuar hiicreler ve
inflamatuar mediatorler artmistir. Inflamatuar mediatorler; inflamatuar hiicreler, akciger
ve hava yolu yapisal hiicreleri tarafindan iiretilirler. KOAH patogenezinde sorumlu

oldugu diisiiniilen hiicreler ve mediatorler sematik olarak Sekil 1°de gbsterilmistirlg.
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Mediatorler
LTB4,IL8,
TNF-a, MCP-1,
GM-CSF, ROS
MIP1- o, NO,
Endotelin,

Hiicreler

Makrofaj, substans-p. 1\E/[tlll(liluesr
g(l);r;f}l’“ hipersekresyonu,
lenfosit Fibrozis,

s Alveol duvar
Eozinofil

Epitel hc. harabiyeti.

Endotel hc.

Proteinazlar
Notrofil elastaz,
Katepsinler
Proteinaz-3
MMPs

Sekil 1. KOAH patogenezinde yer alan hiicreler ve mediyatorler

KOAH’da hava yolu ve akciger parankiminde var olan inflamasyon; baslangicta
makrofaj ve T lenfosit, hastagin ilerlemesiyle B lenfosit ve nétrofil artisi ile
karekterizedir. T lenfositlerden hem CD4+ T hiicrelerinde hem de CD8+ T hiicrelerinde
artis vardir. Ancak CD8+ T lenfosit artist daha fazladir. Sigara icen ancak KOAH
gelismeyen kisilerde de benzer inflamasyon izlenmektedir. Ancak KOAH ‘h
hastalardaki inflamasyon daha fazladir ve inflamasyon ataklar sirasinda daha da artis
gosterir.

KOAH’da goriillen inflamasyon artisitnin  molekiiler temelleri  heniiz
anlasilamamustir ancak genetik nedenler sonucu olusabilecegi diisiiniilmektedir®'. Sigara
dumani ve diger zararli gaz ve partikiiller; hava yolunda bulunan makrofajlar1 ve hava
yolu epitel hiictelerini uyarabilirler ve bu uyarilmis hiicreler dolagimdaki l6kositlerin
akcigerlere cekilmelerini saglayan kemokin ve 16kotrien B4 (LTB4) gibi kemotaktik
faktorlerin salinimina neden olabilirler. Kemotaktik faktorler arasinda CXCL1 (growth
related oncogene-a: GRO- a), CXCL5 (ENA-78), CXCLS8 (IL-8), CXCL9 (monokine
induced by interferon-y), CXCL10 (interferon-y inducible protein of 10 kDa), CXCL11
(interferon-inducible T-cell-a. chemoattractant), CCL1, CCL2 (monocyte chemotactic

protein-1: MCP-1), CCLS5 gibi kemokinler daha agirlikli olarak bulunmaktadirlar ve bu
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nedenle KOAH’daki kronik inflamasyonun yonetiminde kemokinlerin anahtar rol
oynadiklar1 diisiiniilmektedir. Olasilikla, tiim sigara icicilerde inflamatuar olay
baslamaktadir. Bununla beraber, sigara icip KOAH gelisenlerde bu inflamasyon ilerler
ve T lenfositlerin, B lenfositlerin ve muhtemelen dentritik hiicrelerin sitokinler ve diger
mediatorler ile etkilesime girmesiyle mevcut olan bu inflamasyon daha da

karmagiklagir’'.

2.2.1.1. inflamatuar Hiicreler

KOAH’11 hastalarin kii¢iik havayollar1 ve alveollerinde, makrofaj, T lenfosit, B
lenfosit ve notrofil artisi gosterilmistir'>'*'">. KOAH’li hastalarda gdzlenen bu
inflamatuar hiicre artigi, sigara icimi birakilsa bile zaman icinde artis gosterir ve
hastaligin daha fazla siddetlenmesine neden olur. Bu inflamatuar hiicre artisinin

siirekliliginden sorumlu olan mekanizmalar heniiz tam olarak bilinmemektedir'****!,

a. Notrofiller

KOAH’I1 hastalarin balgam ve bronkoalveoler lavajlarinda (BAL) aktive notrofil
sayisinda artis bulunmustur™> Akciger parankimi ve hava yolu duvarinda notrofil artisi
daha azdir**. Bunun sebebi, bu hiicrelerin akciger parankimi ve hava yolu duvarindan

gecislerinin hizli olmasi olabilir®*

. Notrofillerin KOAH patogenezindeki rolii tam
olarak anlasilamamistir. Dolasimdaki nétrofil sayisi ile FEV1’deki diisiis arasinda iliski
oldugu gosterilmistir.”’. Bronsiyal biyopsi ve balgam orneklerindeki notrofil sayisi ile
KOAH siddeti ve akciger fonksiyonlarindaki azalma arasinda korelasyon
saptanm1§t1r28’29. Sigara i¢cimi graniilositlerin kemik ilginde sentez ve salinimi ve
solunum yolundaki yasam siireleri iizerine direk uyarici etkiye sahiptir. Ayn1 zamanda
sigara i¢iminin notrofillerin  akcigerlere toplanmalarin1  arttirabilecegi  de
diistiniilmektedir’®. Nétrofiller, hava yolu endotel hiicreleri tarafindan salinimi artmis
olan E-selektin ile hava yoluna ve parankim endoteline yaplslrlar31. Yapigsmis olan
notrofillerin solunum yoluna toplanmalari, LTB4, CXCL8, CXCL1 ve CXCLS5 gibi
kemokinler araciligiyla gerceklesir. Bu mediatorler KOAH’da artmistir ve alveoler
makrofaj, T hiicreleri ve epitel hiicreleri tarafindan salinabilirler, ancak CXCLS8’in ana

kaynagi nétrofillerdir’®**,
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Notrofiller, notrofil elastaz, katepsin G ve proteinaz-3 gibi serin proteinazlar,
matriks metalloproteinaz (MMP)-8, MM-9 gibi matriks metalloproteinazlar ve
oksidanlar salgilayarak doku zararlanmasina katkida bulunurlar™. Serin proteinazlar,
ayn1 zamanda epiteldeki submukozal bezlerden ve goblet hiicrelerinden mukus
sekresyonunu da uyarirlar.

KOAH atakta nétrofil sayisinda belirgin artis odugu gosterilmistir.*®’.

b. Makrofajlar

Makrofajlar, KOAH patogenezinde onemli bir role sahiptir. KOAH’l1 hastalarin
havayollar1, akciger parankimi, BAL ve balgamlarinda makrofaj sayilar1 5-10 kat
artmistir. Makrofajlar, amfizemli hastalarda duvar harabiyetinin oldugu alanlarda
yerlesmislerdir24’38’39. Parankim ve havayolu makrofaj sayis1 ile amfizem ve KOAH
siddeti arasinda korelasyon vardir™.

Sigara dumani, makrofajlar1 aktive ederek makrofajlar tarafindan inflamatuar
mediatorlerin salinimina neden olur. Bu meditorler; TNF-o, CXCL8 ve CCL2 (monosit
kemotaktik protein-1) gibi CXC kemokinleri, LTB4 ve reaktif oksijen radikalleridir.
Alveoler makrofajlar aym1 zamanda MMP2, MMP9, MMP12, katepsin K, L, S ve
elastolitik enzimleri sekrete eder’>”>°. KOAH’da ozellikle atak sirasinda bircok
inflamatuar proteinin salinimi makrofajlar tarafindan arttirilir ve bu olay, makrofajlar
tarafindan aktive edilen transkripsiyon faktorii niikleer faktor kappa [ (NF-kp)
araciligiyla gerceklestirilir.

Sigara icenler ve KOAH’I1 hastalarin akcigerlerinde goriilen makrofaj sayisindaki
artis, monositlerin monosit kemotaktik kemokinlere cevap olarak dolasimdan
cekilmelerine bagli olabilir. Bu kemokinler, CCL2 ve CXCL1’ dir. KOAH’I
hastalarin balgam ve BAL sivilarinda CCL2 ve CXCLI1 artist gésterilmistir”'“’”.
Ayrica makrofajlar tarafindan CXCL9, CXCL10, CXCL11 kemokinleri de salinir ve bu
kemokinler, CD8+ Tcl ve CD4+ Thl lenfositler i¢in kemotaktiktirler.

KOAH’lh hastalarin  akcigerlerindeki makrofaj sayisinda gozlenen artis,
makrofajlarin akcigerlerde ¢ogalmalarinin artisina ve yasam siirelerinin uzamasina bagl
da olabilir. Makrofajlarin yasam siireleri ve aktivasyonlarindaki artis, muhtemelen T

lenfositler araciligiyla gergeklesir21.
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Aktive makrofajlar, TNF-a, IL-18 ve kisa omiirlii lipid meditorleri aracilifiyla
inflamasyonun ilerlemesinde ve organizmalarin daha etkin olarak imha edilmesinde rol
oynarlar. Aktive makrofajlarin bir baska fonksiyonu ise T lenfositlerin cogalmalarini ve

farklilagmalarini uyarmakt1r21.

c. T lenfositler

KOAH’1 hastalarin akciger parankimi ile kiiciik ve biiylik havayollarinda, T
lenfosit (CD8+ ve CD4+ T lenfosit) sayilarinin arttigi gosterilmistir. CD8+ T lenfosit
artist, CD4+ T hiicre artisindan daha fazladir’'. KOAH’da CD4+ ve CD8+ T hiicre
oranlar1 tersine ¢evrilmistir. KOAH’da akcigerlerdeki baskin T hiicreler Tcl ve Thl

subtipleridir‘m’4 !

. T hiicre sayisi ile alveoler yikim miktar1 ve hava akimi kisitlanmasinin
derecesi arasinda korelasyon bulunmaktadir. Saglikli sigara icenlere gore sigara icen
KOAH’11 hastalarda tiim inflamatuar hiicreler arasinda sadece T-lenfositlerde, 6zellikle
CDS8 T lenfositlerde anlaml farklihk tespit edilmistir *** .

KOAH’1 hastalarin akciger parankimi ve hava yollarinda goriilen CD8+ ve
CD4+ T hiicre artisinin mekanizmasi tam olarak anlasllamam1$t1r44. Bununla beraber T
hiicrelerinin akcigere go¢ etmeleri; ancak aktive olan T hiicreleri antijenik iiriiniin
kaynagi olan organa go¢ edebilecegi icin baslangic aktivasyonunu, daha sonra da
adhezyon ve kemotaksisi gerektirir. KOAH’I1 hastalarin akcigerlerinde CD4+ ve CD8+
T hiicreleri CXCR3 reseptdr sunumunu arttirirlar ve bu reseptor CXCL9, CXCL10 ve
CXCL11 kemokinleri tarafindan aktive edilir. KOAH’lilarin bronsiyal epitel hiicreleri
tarafindan T hiicrelerin akcigerlere toplanmalarina katkida bulunan CXCL10 kemokin
salintminin arttig1 gésterilnlistir4o.

Yapilan bazi calismalarda, sigara icmeyen KOAH’I1 hastalarin dolagiminda CD8+
hiicrelerde artis ve sigara icen KOAH’l1 hastalarda ise Thl tip CD4+ hiicre artisi
gosterilmistir'**. Bu durum, antijenler yoluyla kronik immiin stimiilasyon olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu antijenleri, havayollarindan bolgesel lenf nodlarina gé¢ eden
dentritik hiicreler HLA class I ve class II araciligiyla sunarlar. HLA class I araciligiyla
CD8+ ve HLA class II arciligiyla da CD4+ hiicreler aktive olur. Hava yolu
enfeksiyonlarinda tipik olarak CD8+ T hiicreleri artar ve bu antijenik uyaridan KOAH’I1

hastalarin alt solunum yollarinda kronik olarak kolonize olan bakteriyel ve viral

patojenler sorumlu olabilir®.
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Sigaranin neden oldugu akciger zararlanmasi, daha 6nceden proteinazlar araciligi
ile olusan ve ortaya ¢ikmasi engellenmis olan otoantijenlerin ortaya cikmasini
saglayabilir veya sigara dumaninin kendisi akcigerlerin interstisyel ve yapisal
hiicrelerinde zararlanma olusturarak onlarin antijenik olmasim saglayabilir*®. CD4+
hiicre artisinin Ozellikle agir KOAH’daki rolii bilinmemektedir. Ancak bu hiicreler
sitotoksik T hiicre cevabimin tetiklenmesi, CD8+ hafiza T hiicrelerinin korunmasi ve
CD8+ T hiicrelerinin yasamlarinin giivence altina alinmasi i¢in gereklidir47. Bu nedenle
CD4+ hiicrelerin varligi, CD8+ hiicre inflmasyonunun devami ve bu hiicrelerin
fonksiyonlarinin gerceklesmesi icin sarttir. Ayrica CD4+ hiicrelerinin immiinolojik
hafizaya sahip olmalari, sigara dumani1 yoklugunda inflamatuar olayin siirekliliginden
sorumlu olabilir.

CD8+ hiicreler, perforinler, granzim B ve TNF -o salgilayarak alveoler epitel
hiicrelerinde sitoliz ve apoptozise neden olarak akcigerlerde biiyiik zararlanma
olusturma potansiyeline sahiptirler”®*. Amfizemde gdzlenen alveoler hiicre apoptozisi
ile CD8+ hiicreler arasinda iliski vardir®. Apoptotik hiicreler giiclii antijen
kaynagidirlar ve dentritik hiicrelere ulasarak T hiicre cevabinin siirekliligini saglarlar. T
hiicrelerinin Tcl tipi, inflamatuar reaksiyonu arttiran TNF -a , lenfotoksin (TNF-8) ve
IFN-y gibi sitokinleri de salgilar.

Aktive olan T hiicreleri, akcigerlere go¢ ederler ve tirettikleri TNF -a, kemokinler,
l6kosit adhezyon molekiilii icin ligandlar, vazodilator maddeler (VEGF, prostosiklin) ve
koagiilasyon faktorleri aracililigiyla zararlanan bolgeye lokositlerin toplanmasini
saglarlar. Thl ve Tcl T hiicrelerinin ana fonksiyonlarindan biri de IFN-y ve CD40

ligand sunumu ile makrofajlar aktive etmektir.

d. Eozinofiller

KOAH’1 hastalarda eozinofillerin rolii belli degildir. Yapilan bazi calismalarda
stabil KOAH’da havayolu ve BAL sivisinda eozinofil sayisinda artis gosterilmisken,
bazi calismalarda gosterilmemistir’. KOAH’l1 hastalarda eozinofil varligi, KOAH 1n
astimla birlikteligini gosterebilir. Stabil KOAH’li hastalarin balgam o6rneklerinde,
artmis sayida eozinofil gosterilemese de eozinofil katyonik protein ve eozinofil

peroksidaz diizeylerinde artis oldugu saptanmustir. Bu durum degraniile eozinofillerin
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15tk mikroskopisinde goriilmemeleri ile aciklanmustir’'. Degraniilasyondan, nétrofil

elastazin sorumlu oldugu diisiiniilmektedir™>.

e. Epitelyal hiicreler

KOAH’da alveoler ve havayolu epitel hiicreleri, sigara dumanina kars1 olusan
dogal immiin yanitin baglamasi ve siirdiiriilmesinden sorumludur ve bir¢cok inflamatuar
mediator ve proteinazin Onemli kaynagidir. Sigara dumam ile aktive olan epitel
hiicrelerinden TNF-a, IL1-B, graniilosit-makrofaj koloni stimiile edici faktor (GM-CSF),

ve CXCL8 gibi inflamatuar mediatorler salgilanir>>*>

. Kiiciik havayolu epitel
hiicrelerinin, lokal fibrozise neden olan transforming growth faktor- 8 (TGF-B) i¢in
onemli bir kaynak olabilecegi diisiiniilmektedir®. Epitel hiicreleri havayolu
savunmasinda Onemlidir. Goblet hiicreleri tarafindan salgilanan mukus, bakteri ve
inhale edilen partikiilleri hapsederek, konak savunmasinda gorev alir. Epitel hiicreleri
defansin ve antimikrobyial etkisi olan katyonik peptitler salgilayarak dogal
immunitede®,  antioksidanlar, antiproteinazlar ve transport immunglobulin-a

salgilayarak kazanilmis immiinitede rol alabilirler®. Sigara icimi epitel hiicrelerinin

dogal ve kazanilmis immun cevaplarin bozabilir ve enfeksiyon artigina neden olabilir™.

f. Dentritik hiicreler

Hava yollan ve akcigerler yaygin bir dendritik hiicre agina sahiptir ve bu ag
yiizeye yakin yerlerde olup inhale edilen yabanct maddelere karsi sinyal gorevini
gormektedir. Dendritik hiicrelerin dogal ve kazanilmis immiin yamitin baslamasinda
temel rol oynadigi diisiiniilmektedir®'. Bu hiicreler T lenfositler, B lenfositler, notrofiller
ve makrofajlar gibi inflamatuvar ve immiin hiicreleri aktive edebilirler. Sigara dumani
ve diger zararli gazlara kars1 akcigerlerde olusan cevapta bu hiicrelerin 6nemli rolleri
vardir. Sigara dumaninin hangi mekanizma ile immiin sistemi uyardigi anlagilamamaistir.
Sigara igiciligi ile alt solunum yollarindaki dentritik hiicre artis1 arasinda iligki oldugu58
ve sigara igicilerin alveoler duvar ve hava yollarinda matiir olan dentritik hiicre

sayisinda artis oldugu gosterilmistir.
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2.2.2. Proteinaz/Antiproteinaz Dengesizligi

Proteinaz-antiproteinaz ~ hipotezine = gore = KOAH’da  konnektif  doku
komponentlerini yikan proteinazlar ile bunlara karsi koruyucu olan antiproteinazlar
arasinda dengesizlik mevcuttur. Sigara dumanm1 ve muhtemelen diger risk faktorleri
epitel hiicreleri, makrofaj ve notrofil gibi inflamatuvar hiicrelerden serin proteinaz
salgilanmasina yol agar. Buna ek olarak bircok antiproteinazin oksidasyon yoluyla
azalmasi veya inaktivasyonuna neden olur.

KOAH patogenezine katilan major proteinazlar; serin proteinazlar (nétrofil elastaz,
katepsin G ve protienaz-3), sistein proteinazlar (katepsin B,K,L,ve S) ve matriks
metalloproteinazlardir (MMP8, MM9, MM12). KOAH patogenezinde rol oynayan
major antiproteinazlar ise, al-antitripsin (al-AT), sekretuvar 16koproteinaz inhibitor
(SLI), sistatinler ve MMP’larin doku inhibitdrleridir (TIMPI-4)".

Proteinaz araciligiyla akciger parankimi konnektif dokusunun en Onemli
komponenti olan elastin yikimi amfizemin en 6nemli 6zelligidir ve muhtemelen geri
doniisiimsiizdiir. Elastin sentez ve onarimindaki anormalliklerin amfizem patogenezinde
yeri olabilecegine dair bazi kanitlar vardir. Yapilan hayvan calismasinda hasar sonrasi
gerceklesen elastin sentezinin, akcigerlerin elastin icerigini yeniledigi, ancak akcigerin
yapisal olarak normale donmedigi gésterilmistir60.

Amfizemli hastalarin BAL sivisinda katepsin L tespit edilmis®" ve KOAH’ It
hastalardaki alveoler makrofajlarin saglikli sigara icicilere ve icmeyenlere gore daha
fazla katepsin salgiladiklari tespit edilmistir®.

MMP’lerin KOAH’ taki roliine duyulan ilgi giderek artmaktadir. KOAH
hastalarinin BAL sivilarinda MMP-1 ve MMP-9 konsantrasyonunun yiiksek oldugu ve
amfizemli hastalarin akciger parenkiminde MMP-9 aktivitesinin artig1 gosterilmistir®®,
Amfizemli hastalarin akcigerlerinde oOzellikle tip II pnomositlerin MMP-1
salgilamalarinda artis oldugu da gésterilmistir“. Sigara i¢cenlerde alveoler makrofajlar
icmeyenlere gore daha fazla MMP-9 salgilarken®® KOAH hastalarinda artis daha da
fazladir®’. TGF-B, MMP-9 tarafindan aktive edilir. Bu mekanizma MMP-9’ un
elastolitik aktiviteyi arttirmasi ve TGF- [  tarafindan fibrozis aktivasyonunun

. e <1 68
saglanmasi arasinda iliski kurulmasini saglar™.
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Yapilan calismalarda sigara icenlerde icmeyenlere gore al-AT fonksiyonunun
yaklagik % 40 oraninda azaldigi gosterilmistir. Bu fonksiyonel al-AT eksikligine
sigara dumanindaki oksidanlarin neden olduguna inanilmaktadir. Yinede sigara
icicilerindeki a1-AT aktivitesi proteinazlara kars1 yeterli korunmay saglayacak diizeyde
kalir.

KOAH I hastalarda makrofajlar, TIMPI salgilamalar1 yoniindeki uyaranlara zayif

yanit verirler. Bu da elastolizisin artigina neden olabilir'.

2.2.3. Oksidatif Stres

Oksidatif stres, reaktif oksijen radikallerinin iiretimi, antioksidan savunmadan
daha fazla oldugu zaman gercgeklesir. Sigara dumani, yiiksek konsantrasyonda serbest
radikaller ve diger oksidanlar da dahil olmak iizere, 4700 kimyasal madde igerir.
Reaktif oksijen radikallerinin bir diger kaynagi makrofajlar ve notrofiller gibi
inflamatuar hiicrelerdir. Ayrica hiicresel solunum sirasinda ve dis ortamdaki partikiil ve
hava kirleticilerin inhalasyonu gibi durumlarda da ortaya glkarlarzo. Oksidatif stres
belirtecleri; hidrojen peroksit, nitrik oksit ve isoprostane isoprostane F2a-III gibi lipid
peroksidasyon iiriinleridir. Oksidatif stres, bircok biyolojik molekiilii okside edip
hiicrelerde fonksiyon bozuklugu ve o6liime neden olarak, hiicre dis1 matriksi harap
ederek, temel antioksidan savunmayi inaktive ederek, proteinazlari aktive ederek veya
NF-k gibi transkripsiyon faktorlerini aktive edebilen ve histon asetilasyonunu
kolaylastirabilen gen ifadesini artirarak KOAH patogenezine katkida bulunabilir'®.
Oksidatif stres sonucu lipid, protein ve DNA zararlanmasi olusur’’.

KOAH’Iilarda ve sigara icenlerde oksidatif stresin artigin1 gdsteren pekgok kanit
vardir’".

AC matriksinin komponentlerinden olan elastin ve kollajen, sigara dumanindaki
oksidanlardan direk olarak zarar gorebilir’” ve sigara duman elastin sentez ve onarimint
bozarak amfizem gelisimine yol agabilir73. Sigara dumani Ozellikle oksidanlar araciligi
ile alveol epitelyal hiicre fonksiyonlarini bozar.

Ekspirasyon havasi soluk yogunlasmalarinda oksidan seviyesinin yiiksek oldugu

gosterilmistir’*. KOAH hastalariin  ekspiryum havasinda H202 konsantrasyonu
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artmustir’”” ve hava akimu kisitlamasi ile lipid peroksidasyonu arasinda korelasyon
gdzlenmistir’®.

Solunum yolu duvarindaki sivida en c¢ok bulunan antioksidanlar; miisin,
indirgenmis glutatyon, iirik asit, protein (en ¢ok albumin) ve askorbik asittir’’. Sigara
icicileri ve KOAH’lilarin antioksidan savunmalart ile ilgili pek az sey bilinmektedir. Bu

konuda yapilmis olan ¢alismalarda celiskili sonuclar bildirilmigtir’>’*-80818283,

2.2.4. Apoptozis

Giiniimiizde, KOAH patogenezinde apoptozisin rolii daha fazla anlasilmaya
baslamistir. Yapilan ¢alismalarda havayolu epitel hiicrelerinde, alveoler epitelyal ve
endotelyal hiicrelerde ve havayolu ile alveoler T  hiicrelerinde apoptozis artisi
gosterilmistir.

KOAH hastalarinin  akcigerlerinde apoptotik temizleme mekanizmalarinin
etkinliginin azaldigi ve makrofajlarin apoptotik hiicreleri taniyip temizlemesinde bir
yetersizlik oldugu yoOniinde kanmitlar meveuttur® -, Apoptotik hiicrelerin yeterince
temizlenememesi; bu hiicrelerin post-apoptotik sitolize (sekonder nekroz) ugramalarina
ve apoptotik yapisal hiicrelerin yerlerinin yeni hiicrelerce doldurulmasinda
engellenmeye neden olabilir. Postapoptotik sitoliz ise; TNF-a, IL1, IL6, IL8 gibi
proinflamatuar mediatorlerin  salimmlarinda artis sonucu olusan inflamasyona,
proteinazlar ve proimmiinojenik maddelerin salinimlarinda artisa yol acabilir.

KOAH’da gozlenen parankimal hiicre 6liimiiniin (apoptozis), apoptotik hiicrelerin
yeterince temizlenememesinin neden oldugu sekonder sitolizin ve hiicresel onarim ve
yenilenmenin bozulmasinin KOAH’a 6zgii akciger dokusunda harabiyet (amfizem) ve
kiicik hava yollarinin yapt ve fonksiyonlarinda bozulmaya yol actigi ileri

siiriilmektedir’.
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2.3. Apoptozis

2.3.1. Tanmim

Apoptozis, gelismis organizmalarda hiicreler arasi iliskilerin geregi olarak
gereksinim duyulmayan ve fonksiyonlar1 bozulan hiicrelerin ¢evreye zarar vermeden
programli dlimidiir. Apoptozis, embriyo doneminden 6liime kadar pek cok fizyolojik
veya patolojik olayda izlenir. Apoptozis fizyolojik olarak doku gelisimi, hiicre 6liimii ve
yerine yeni hiicre yapimi (remodelling), normal hiicre sirkiilasyonu (turnover) ve
immiin cevap regiilasyonu gibi siireclerde rol alarak doku homeostazisinin devamliligini
saglar. Insanlarda normal apoptotik hiicre 6liimii ve yerine yeni hiicre yapiminin giinde

yaklasik 1x10"" hiicreyi buldugu hesaplanmaktadir®®**".

Apoptozisin homeostazis icindeki yeri:

1. Metamorfoza ugramis veya yaslanmis ve bu nedenle fonksiyonlarim1 kaybetmis
hiicrelerin ortadan kaldirilmasi,

2. Prostat, endometrium ve meme dokusu hiicreleri gibi hormana bagimli
dokularda hormon yoklugunda olusan gerileme,

3. Gastrointestinal sistem ve deri  gibi siirekli cogalan hiicre gruplarinin
azaltilmasi,

4. Sitokinlerin azalmasina bagli B ve T lenfositlerin ortadan kaldiriimasi®.

Apoptozisin patolojik siireclerdeki rolii:

1. Timorlerde hem biiylime hem de kemoterapi, radyoterapi, hormon tedavisi
nedeniyle veya kendiliginden olusan kiiciilme sirasinda gerceklesen hiicre 6liimii,

2. Hormona bagimli dokularda patolojik atrofi,

3. Karaciger gibi parankimatdz organlarda duktus tikanmasina bagli olusan
patolojik atrofi,

4. Sitotoksik T lenfositleri ile olusturulan hiicre 6liimii,

5. HIV, HCV, Adenoviriis gibi bazi1 viral hastaliklarda olusan hiicre 6liimii,

6. Hipertermi, radyasyon, sitotoksik kemoterapi ve hipoksi gibi cesitli zedeleyici

etkenlerle olusan hiicre 6liimii.
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2.3.2. Apoptozisin Molekiiler Diizenleyicileri

Apoptozisin her basamagi bir ¢ok proteinin birlikte calismasini gerektirir. Bu
proteinler, kaspazlar, Bcl-2 ailesi, p53 ve TNF ailesidir. En etkili protenler,

kaspazlardir.

2.3.2.1. Kaspazlar

Sistein proteinazlardir ve aspartik asitten sonraki peptit bagini kirarlar. 14 farkl
kaspaz tammmlanmistir ve ¢ogu apoptoziste rol alir. Kaspazlar, tek polipeptit zinciri
halinde sentez edilirler ve ii¢ tane bolgeleri vardir: efektor 6liim bolgesi (death effector
domain: DED), kaspaz toplama bdlgesi (caspase recruitment domain: CARD) ve 6liim
bolgesidir (death domain: DD). Tiim kaspazlar hiicre i¢inde inaktif olarak bulunurlar ve
proteolitik islemle kirilarak aktif olurlar. Inaktif kaspazin aktivasyonu; granzim B
araciligiyla, sitotoksik T hiicre graniillerinde bulunan aspartata 6zgii serin proteinazlar
araciligiyla veya aktif olan kaspaz proteininin inaktif olan kaspaz ile etkilesimi sonucu
gerceklesebilir.. Kaspazlar, yapisal ozelliklerine ve fonksiyonlarina gore iic grupta
stniflandirilirlar; inflamatuar kaspazlar olarak adlandirilan grup I kaspazlar (kaspaz 1,
kaspaz 4, kaspaz 5), baslatici kaspazlar olarak bilinen grup II kaspazlar (kaspaz 2,
kaspaz 8, kaspaz 9, kaspaz 10) ve efektor kaspazlar olarak adlandirilan grup III
kaspazlar (kaspaz 3, kaspaz 6, kaspaz 7). Oliim reseptorleri aracihigiyla tetiklenen
apoptotik sinyal, kaspaz 8 veya kaspaz 10 gibi baslatict kaspazlarin aktivasyonunu
saglarken mitokondriyal apoptotik sinyaller kaspaz 9’u aktif hale getirir. Daha sonra bu
kaspazlar diger kaspazlar1 aktiflestirerek proteolitik bir kaskada neden olurlar. Bu
kaskad sonunda efektor kaspazlar olan kaspaz 3, 6 veya 7 aktive olur. Bu aktivasyon,
niikleaz inhibitorii, hiicre iskeleti ve 6nemli hiicre proteinlerinde boliinmeye yol acarak
DNA’da parcalanmaya ve tipik morfolojik degisikliklere neden olur®™°".

Yasayan hiicrelerde kaspaz aktivasyonu apoptozis inhibitor protenleri (IAP) adi
92,93

. Insanlarda alt1 tane

IAP tanimlanmistir; NAIP, c-IAP1 (HIAP2), c-IAP2 (HIAP-1), XIAP, survivin ve

verilen hiicresel proteinler araciligiyla kontrol altinda tutulurlar

BRUCE™. IAP proteinlerinin asir1 salinimi pro-apoptotik Bcl-2 ailesinin tetikledigi

apoptozisi inhibe eder.
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2.3.2.2. Bcl-2 Ailesi

Bcl-2 proteinleri apoptozis regiilasyonunda; hiicre yiizeyi ile hiicre i¢i 6lim
sinyalleri arasinda denetim noktasi1 olarak, apoptozom olusum safhasinda ve kaspaz
kaskadinin aktivasyonunda énemli rol oynar’>”. Bcl-2 ailesi iki diizineden daha fazla
tiyeye sahiptir ve birbirine zit etkileri olan iki gruptan olusur. Bu gruplardan biri
apoptozisi tetikleyici (en 1yi olarak bilinenler: bax, bid, bcl-Xs, bad, bim, bak, bok,
PUMA, NOXA), digeri ise apoptozisi baskilayici (en iyi olarak bilinenler: bcl-2, bcl-
X1, Mcl-1) etkiye sahiptir®. Bcl-2 ailesinin iiyeleri ~BHI,BH2, BH3, BH4
bolgelerinden en az birisini icerirler. , Apoptozisi tetikleyen iiyeler kendi aralarinda;
BHI1,BH2, BH3 bolgelerinden her tigiinii icerenler (Bax, Bak) ve sadece BH3 icerenler
(bid, bad, bim, PUMA, NOXA) olmak iizere ikiye ayrilirlar. Apoptozisi baskilayan
iiyelerin hepsi bolgelerin dordiinii  igerirler.Oliim sinyali olmadifi zaman Bcl-2
proteinleri hiicre i¢inde ayr1 kompartmanlarda bulunurlar. Oliim sinyali alindig1 zaman,
apoptozisi indiikleyen {iiyeler degisime ugrarlar, daha sonra mitokondrinin dis
membranina entegre olurlar ve mitekondriden apoptozisi baslatict bir faktor olan
sitokrom c¢’nin saliverilmesine neden olurlar. Bu olaylar gerceklesirken apoptozisi

baskilayan iiyeler ise inaktif olurlar’’.

2.3.2.3. p53

pS3; apoptozisi tetikleyen bircok farkli gen {riinliniin sentezini arttiran
transkripsiyon faktoriidiir. p53’iin sentezlerini arttirdigi apoptozisi tetikleyen gen
iriinleri; hiicre dongii gelisim inhibitorleri, pS3 aktivitesini kontrol eden diizenleyiciler,
oksidatif stres ve endoplazmik retikulum stres mediatorleri, 6lim reseptor sinyal
yolunun komponentleri ve bcl-2 ailesinin apoptozisi tetikleyen proteinleridir. p53 aym
zamanda transkripsiyondan bagimsiz olarak da apoptozisi tetikleyebilir’®. p53, hiicrede
bir sekilde DNA hasar1 olustugu zaman hasar onarilabilecek diizeyde ise hiicre
siklusunu G1 fazinda durdurur ve hiicreye DNA tamiri i¢in zaman kazandirir. Eger
DNA hasar1 tamir edilemeyecek kadar biiyiikse Bax’in sentezini arttirarak apoptozisi

tetikler.
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2.3.2.4. Tiimor Nekrozis Faktor (TNF) Ailesi

TNF, bir sitokindir ve apoptozis, hiicre proliferasyonu, immiinomodiilasyon,
inflamasyon, allerji ve otoimmiin hastaliklara aracilik eder. TNF, transmembran proteini
olarak sentez edilir. TNF nin membrana entegre formu (mem-TNF) proteolitik boliinme
ile soluble TNF halini alir. TNF, biyolojik fonksiyonlarini iki farkli reseptor araciligiyla
gerceklestirir; tip 1 (TNF-R1) ve tip2 (TNE-R2)”.

Hiicrenin  6lim sinyalinin aktarimi, TNF-R1’in stoplazmik oliim bdlgesi
araciligiyla gerceklesir. Bu durum kaspaz 8 aktivasyonuna veya mitokondri bagiml

dongiiniin aktivasyonuna, sonug olarak da apoptozise neden olur.

2.3.3. Apoptozis Siirecinin Degerlendirilmesi

Apoptozis siireci, hiicre 6liimiine neden olan uyar: ile baglar ve enerji bagiml
kaskad ile sona erer. Bu siireg, 4 faz halinde 6zetlenebilir:

1. Erken veya baslangi¢c fazi: Apoptozis, apoptotik cevaba neden olan uyar ile
bagslar. Apoptotik cevap, hiicre dis1 bir sinyalin hiicre yiizey reseptorlerini uyarmasiyla
tetiklenebilecegi gibi, ilaclar, radyasyon veya toksinlerin neden oldugu hiicre ici
uyarilar ile de tetiklenebilir,

1. Sinyal transferi fazi: Sinyal veya metabolik durumun algilanmasi ve bu algilanan
sinyal veya metabolik durumun hiicre 6liim efektor sistemine iletilmesi,

2. Efektor faz: Kaspaz sisteminin aktivasyonu,

3. Hiicre oliimiinden sonraki faz: Hiicrelerin kromatin veya DNA’larinin sindirimini

ve Olen hiicrelerin fagositik hiicreler tarafindan taninarak yok edilmelerini igerirgl.
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Diger bir hiicre 6liim sekli olan nekroz ile apoptozis arasindaki farklar, apoptozis

sirecinin daha iyi algilanmasina neden olabilir.

Tablo 4. Apoptozis ile Nekroz Arasindaki Farklar

Ozellik Nekroz Apoptozis

Nedenler Her zaman patolojik Fizyolojik/patolojik

Dagilim Hiicreler gruplar halinde 6liir Hiicreler tek tek veya birkaci bir

arada oliir

Inflamasyona neden olma Evet Hayir

Isik mikroskopi Bazofili, piknoz, karyoreksis, | Kresentik goriiniim, eozinofilik
karyolizis partikiil

Elektron mikroskopi Hiicrede sisme, membranda | Voliim kaybi, apoptotik
yirtilma, kromatinde erime, cisimcikler

Fagositoz Mononiikleer hiicreler Komsu hiicreler veya makrofajlar

Biyokimyasal 6zellikler

Bozulmus iyon homeostazisi,

ATP gerekmez
DNA rastgele parcalanir

Postlitik DNA parcalanmasi

Iyi kontrollii baz1 aktivasyonlarin

ve enzimatik basamaklarin
olmasi,

ATP gereklidir,

DNA interniikleozomal alanlarda
180-200 bp (baz cifti)
biiyiikliigiinde kirilir,

Prelitik DNA parcalanmasi

Apoptozis siireci, birbirinden farkli boliimlere ayrilarak degerlendirilebilir:

2.3.3.1. Apoptozis Siirecinin Zamana Gore Degerlendirilmesi

Erken ve ge¢ olarak degerlendirilebilir. Sekil 2’de, apoptoziste olusan erken ve

gec morfolojik degisiklikler 6zetlenmistir.

Erken
Geg

—

APOPTOZIS

Niikleus ve

Hiicre Apoptotik cisimcik

¢eperinin - ] icindeki

biiziismesi Niikleus Apoptotik lizozomlarda Asiri
Kromatin parcalan cisimciklerin stoplazma ve hiicre
Kondenzasyonu % > | masi | olusumu | membran yikimi | sismesi

Sekil 2. Apoptoziste olusan erken ve gec morfolojik degisiklikler
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Apoptoziste ana morfolojik olay, niikleusun yogunlasmasi ve daha sonra pargalara
ayrilmasidir. Kromatin, normalde mikst kondens bir yapida olup diffiiz goriiniimdedeir.
Apoptoziste siiperkondens bir hal alarak niikleus zar1 altinda kresentik goriiniim olusur.
Apoptozisin erken evresinde hiicreler birlesme bolgelerinden ayrilir, 6zellesmis ylizey
organellerini kaybeder ve belirgin sekilde biiziiliir, birka¢ dakikada hacimlerinin
1/3’iinii kaybederler. Daha sonra plazma membraninda tomurcuklanmalar (blebler)
olusur ve hiicre, stoplazma ile cevrilmis kromatin pargalarindan olusan apoptotik
cisimciklere parcalanir. Apoptotik hiicreler komsu hiicreler ve makrofajlar tarafindan
taninir ve fagosite edilir. Apoptotik hiicrelerin taninmasi, plazma membraninda olusan
degisiklikler araciligiyla gerceklesir. Plazma membraninda olusan bu degisiklikler;
normalde hiicre membraninin i¢ tabakasinda bulunan fosfatidil serinin (PS), membranin
dis tabakasina go¢ etmesi ile olusur. Fagositik hiicrelerin reseptorleri, PS ile baglanir ve

boylece fagositoz uyarilmus olur®.

2.3.3.2. Apoptozis Siirecinin Hiicre Ici veya Hiicre Disi Uyaranlarla

Tetiklenmesine Gore Degerlendirilmesi

Hiicreler, hiicre i¢i veya hiicre dis1 ¢evrede meydana gelen biiyiime faktorii
eksikligi, hiicre yaslanmasi, HIV, kemoterapi, radyasyon, yiiksek doz glikokortikoid,
Fas ve TNFR-1 reseptorlerinin aktivasyonu ve oksidatif stres gibi hiicre 6liim uyaranlari
ile tetiklenerek iki ayri yol ile apoptozise giderler. Bu yollardan birisi ekstrinsik yol;
hiicre dis1 6liim uyaranlar1 ile tetiklenen reseptor aracili apoptozis, digeri ise intrinsik
yol; hiicre i¢i uyaranlar ile tetiklenen mitokondri aracili apoptozistir. Bu iki ana

apoptozis yoluna ek olarak baska apoptozis yollar1 da vardir.
2.3.3.2.1. Ekstrinsik Yol (reseptor aracili apoptozis)

Ekstrinsik yolda apoptozis, hiicre 6liim reseptorleri olan Fas ve TNF-R1’in kendi
ligandlar ile etkilesime girmesi sonucu bagslar (sekil 2). Fas ligandi1 (Fas L), sitotoksik T
lenfositlerde ve dogal oldiiriicii (natural killer) hiicrelerde bulunur®®. TNF-R1’in
ligasyonu, TNF-R1’e TNF’nin baglanmas: ile gergeklesirgo. Fas ve TNF-R1 kendi

ligandlariyla baglandiklarinda 6liim uyaris1 almis olurlar. Fas reseptorii, birbirine
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komsu iki Fas ligandinin birbirleriyle baglanmasi sonucu trimer kompleks halinden
hexamer kompleks haline doniisiir. Daha sonra, Fas reseptorii kendisinin
intrastoplazmik 6liim bolgesi olan FADD (Fas associated death domain) ile, TNF-R1
ise kendi intrastoplazmik Oliim bolgesi olan TRADD (TNF-R1 associated death
domain) ile etkilesime girer. Boylece Oliime sebep olan sinyal kompleksi (death-
inducing signalling complex: DISC) olusur. Bu kompleks, prokaspaz 8’in efektor 6liim
bolgesi (death effector domain:DED) ile birleserek prokaspaz 8’in aktif formu olan
kaspaz 8’in olusumuna neden olur. Kaspaz 8; ya prokaspaz 3’ii aktive ederek hiicre
Oliimiine sebep olur ya da Bcl-2 ailesinin iiyesi olan Bid’in c-terminal bolgesini keserek
aktif formu olan tBid’in olusmasina ve bdylece apoptozisin intrinsik yola dogru
ilerlemesine neden olur. Hiicreler, bu iki yoldan birisine daha fazla yatkindirlar. Tip 1
hiicreler (lenfositler), kaspaz 3 aktivasyon yolunu tercih ederken, Tip 2 hiicreler

(hepatositler), intrinsik yola dogru ilerlemeyi tercih ederler™.

2.3.3.2.2. intrinsik Yol (mitokondri aracil apoptosis)

Sitotoksik ilaglar, oksidatif stres, iyonize radyasyon, DNA hasari, biiylime faktor
eksikligi gibi nedenlerle olusabilen 6liim sinyali, Bcl-2 ailesinin sadece BH3 bolgesini
iceren uyeleri (bid, bad, bim, PUMA, NOXA) tarafindan mitekondriye tasinir (sekil 2).
Intrinsik yolun en ©6nemli boliimii, mitokondri dis membran gergirgenliginde olusan
artistir (MOMP: mitochondrial outer membrane permeabilization).

MOMP’un  Bcl-2 ailesinin sadece BH3 bolgesini iceren iiyeleri tarafindan
olusum mekanizmalari;

a) Timusta bulunan otoreaktif T hiicrelerin ortadan kaldirilmalar, T hiicre
reseptoriiniin (TCR: T cell reseptor) uyarilmasi ile baslar. Uyarilmis olan TCR, inaktif
halde bulunan Bim’in aktif hale gelmesine neden olur. Aktiflesen Bim; Bax ve Bak’in
birbirleriyle etkilesime girerek oligomerik hal almalarim1 saglar. Bax/Bak
oligomerizasyonu MOMP’u olusturur’®®. T lenfositlerde sitokin eksikliginde IL-2
reseptdriiniin uyarilmasina bagl olarak gézlenen apoptozis de bu yol ile gerceklesir’.

b)Aktif kaspaz 8 eksikligi, Bid’in c-terminal bolgesinin kesilmesine ve aktif
formu olan tBid’in olusmasina neden olur. Olusan tBid, Bim ile ayn1 yolu izleyerek

MOMP’a neden olur.
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¢) Sitotoksik T hiicreleri ve dogal oldiiriicti (naturel killer:NK) hiicreler, hedef
aldiklar1 hiicreleri FasL/Fas reseptorii araciligiyla oldiiriirler. Bunu basaramadiklari
zaman degraniile olarak perforin ve granzim B salinimina neden olurlar. Perforin, hedef
hiicre membraninda por olusumunu saglayarak Granzim B’nin hiicre icine girisini
saglar. Granzim B, kaspaz 3, 8 ve Bid’i hedef alir.Granzim B, prokaspaz3 ile baslayan
siireci baglatabilir ancak tamamlayamaz. En sonunda granzim B, Bid’i aktif formu olan
tBid haline doniistiirerek tBid araciligiyla olusan MOMP’u gergeklestirirloo.

d) DNA hasarinda p53; PUMA ve NOXA’nin sentezini arttirir. PUMA ve NOXA
proapoptotik proteinler olan Bax ve Bak aracihigiyla MOMP un olusumunu saglar’'.
PUMA ve NOXA, Bax ve Bak’1 direk olarak aktive edemezler. Antiapoptotik Bcl-2
veya Bcl-Xi. Bim veya Bid’i baglayarak Bim ve Bid’in Bax/Bak oligomerizasyonunu
tetiklemelerini engelleyebilirler. iste PUMA ve NOXA; Bcl-2 veya Bcl-X;’nin
baglayici bolgeleri icin Bim ve Bid ile yarisir. Boylece serbestlesen Bim ve Bid, Bax ve
Bak’1n birbirleriyle etkilesime girerek oligomerik hal almalarina ve MOMP olusumuna
neden olurlar'®".

Hangi yol ile olursa olsun o6lim sinyalinin, MOMP  olusumunu
gerceklestirebilmesi, mitokondriden apoptozisin aktivasyonuna neden olan basta
sitokrom-c olmak {iizere Smac/diablo (second mitochondria-derived activator of
caspase/direct IAP binding protein with low pl), AIF (apoptosis inducing faktor),
endoniikleaz G ve Omi (homologue of bacterial HtrA) gibi maddelerin salinimina
neden olur.

Sitokrom-c; Apaf-1 (apoptosis protease activating factor-1) ve pro-kaspaz 9’a
baglanarak apoptozom adi verilen oligomerik Apaf-1 kompleksi (7 Apaf-1 + 7
sitokrom-c + 7ATP + 7 Prokaspaz 9 )’nin olusumunu saglar. Aktiflesen kaspaz 9, pro-
kaspaz 3’ti  aktive eder. Aktif kaspaz 3, kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz
inhibitoriinii ( ICAD: inhibitor of caspase- activated deoxyribonuclease) inaktiflestirir.
Boylece ICAD’1in bagladigi kaspazla aktiflesen deoksiriboniikleaz (CAD: caspase-
activated deoxyribonuclease) serbestlesir. CAD, apoptozisin karekteristik bulgularindan
olan kromatin yogunlasmasina ve oligoniikleozomal DNA parcalanmasina neden olur.
Ayrica aktif kaspaz 3, ilgili proteinleri (hiicre iskeleti proteinleri aktin veya fodrin,
niikleer membran proteini lamin A, DNA tamirinde rol alan poli (ADP-riboz)

polimeraz1 (PARP)) parcgalayarak, apoptotik hiicre morfolojisinin olugsmasini da saglar.
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Smac/diablo; kaspazlara baglanarak kaspaz inhibisyonuna yol acan IAP’in

(inhibitors of apoptosis) yerini degistirerek, Omi ise IAP’1 geri doniisiimsiiz olarak

inhibe ederek kaspaz aktivasyonunu saglarlar, AIF; direkt olarak niikleusa giderek

kromatin yogunlagsmasini baslatir ve endoniikleaz G; kaspaz aktivasyonundan bagimsiz

olarak niikleustaki parcalanmaya katilir.

2.3.3.3. Diger Yollar

Ekstrinsik ve intrinsik yollarin disinda apoptozise neden olan birka¢ yol daha

tanimlanmistir;

a)

b)

d)

Stresin neden oldugu kaspaz 2 aktivasyonu MOMP olusumuna
neden olabilir,

Endoplazmik retikulum ile ilskili apoptozis: Stres nedeniyle
endoplazmik retikulumda kalsiyum homeostazisinde olusan bozukluk,
kaspaz 12 vasitasiyla mitekondri aracilikli apoptozise neden olabilir.
Ayrica kaspaz 12, pro-kaspaz 9’u sitokrom-c salinimi olmaksizin
direk olarak da aktive edebilir,

Reaktif oksijen radikalleri kaspaz aktivasyonundan bagimsiz olarak
mitokondriden AIF salinimina neden olabilir38,

Inflamasyon alanlarindaki lenfosit apoptozisinden sorumlu olan Bcl-2
ailesinin sadece BH3 bolgesini tasiyan atipik proapoptotik proteini
BNIP3’iin  (Bcl-2/adenovirus EIB 19 kDa-interacting protein 3)
aracilik ettigi apoptozis: T lenfosit yiizey reseptorii olan CD47,
hipoksi gibi durumlarda uyarilir. CD47 reseptoriiniin mediatorii olan
BNIP3, Bcl-2/Bcl-Xi’nin  antiapoptotik  etkilerini  baskilar,
mitokondride fonksiyon bozuklugu ve plazma membraninda
hasarlanma olusturur. Bunlarin sonucu olarak olusan apoptozis,
kaspaz aktivasyonu ve sitokrom-c salinimindan bagimsiz olarak

gerceklestirir' .
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intrensik Yol Ekstrinsik Yol

Sekil 3. Apoptozisin intrinsik ve ekstrinsik yollari. FAS trimer: Trimer kompleks halindeki FAS
reseptorii  ( APO-1: Apoptosis- inducing reseptor-1), FasL: Fas ligandi, FADD: Fas assosiated death
domain (Fas iliskili 6liim bolgesi), DISC: Death inducing signaling komplex (Oliime sebep olan sinyal
kompleksi), Bid: Bcl-2 intercting domain (Bcl-2 etkilesim bolgesi), Bim: Bcl-2 intercting mediator of
cell death (Bcl-2 hiicre Oliimiiniin etkilesim mediatorii), Bak:Bcl-2 antagonist/Killer (Bcl-2
antagonist/katil), Bax: Bcl-2 associated X protein (Bcl-2 iliskili X protein), TCR: Tcell reseptor ( T hiicre
reseptorii), NOXA:Name for damage( Hasarmn ismi), PUMA: p53 up-regulated modulator of apoptosis
(p53’iin ekspresyonunu arttirdig1r apoptozis diizenleyicisi) Apaf-1: Apoptosis activating factor-1
(Apoptozisi aktive eden faktor-1), ICAD: Inhibitor of caspase- activated deoxyribonuclease( kaspazla
aktiflesen deoksiriboniikleaz inhibitorii), CAD: Caspase- activated deoxyribonuclease (kaspazla aktiflesen
deoksiriboniikleaz), PARP: Poly(ADP-ribose) polymerase (Poli (ADP-riboz) polimeraz)

*: interniikleozomal DNA kesilmesi
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2.3.3.3. Apoptozisin, Apoptozis Siirecinde Gorev Alan Hiicre Organellerine

Gore Degerlendirilmesi

Apoptozisin, apoptozis siirecinde gorev alan hiicre organellerine gore boliimlere

ayrilmasi Sekil 4’de 6zetlenmistir:

Apoptozis
|

Niikleus

Stoplazma Mitokondri Membran

Sekil 4. Apoptozisin hiicre organellerine gore boliimlere ayrilisi

Apoptozis siirecinde;

a)

b)

d)

Niikleusta: kromatin kondenzasyonu, niikleus zarinin biiziismesi ve
niikleusta parcalanma,

Stoplazmada; apoptozisin aktivasyonunu saglayan bcl-2 ailesinin
iyelerinde ve kaspazlarda aktivasyon, apoptozisi inhibe eden
enzimlerde ve bcl-2 ailesi iiyelerinde inhibisyon ve apoptozom
olusumu,

Mitokondride; dis membran gecirgenliginde artis, sitokrom c¢’nin
mitokrondriden stoplazmaya salinimu,

Membranda; normalde hiicre membraninin i¢ tabakasinda bulunan
PS’nin membranin dis tabakasina go¢ etmesi ve hiicre membraninda

tomurcuklanmalarin ( bleb) olusumu olaylar1 gerceklesir.

2.3.3.4. Apoptotik Hiicrelerin Taminmasi ve Fagositozu

Apoptozis sonunda ¢evresi plazma membrani ile c¢evrili i¢inde hiicre parcalarinin

bulundugu apoptotik cisimcikler olusur. Apoptotik cisimciklerin i¢ membraninda

bulunan fosfolipid tabakasi dis tarafa dogru yer degistirerek plazma membraninin dis

katmanlarinda fosfatidilserinin (PS) ac¢iga ¢ikmasini saglarlar. Bazi apoptozis tiplerinde

trombospondin,

dogru hareket

calreticulin ve adheziv glikoproteinler de apoptotik cisimcik yiizeyine

ederler. PS, fagositozun olusmasi i¢in “’beni ye’’sinyali olusturur.
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Fagositler, apoptotik hiicre yiizeyindeki PS ile ya PS reseptorii ya da sekrete ettikleri
opsonin adi verilen koprii proteinleri arcilifiyla etkilesir.

Apoptotik hiicrelerin fagositoz ile temizlenmeleri, anti-inflamatuar sitokinlerin
tiretimi ve proinflamatuar sitokinlerin baskilanmasi ile karekterizedir. Boylece apoptotik

hiicrelerin temizlenmesi hizli, etkin ve sessiz olarak gerceklesir.

2.3.3.5. Apoptozis Belirleme Yontemleri

Apoptozisin belirlenmesinde kullanilan yontemler; morfolojik goriintiileme
yontemleri, immiinohistokimyasal yontemler, biyokimyasal yontemler, immiinolojik
yontemler ve molekiiler biyoloji yontemleridir®. Her bir yontemin, apoptozis siirecinde

gorev alan organellere gore dagilimi, Sekil 5°de gosterilmistir'® .

Apoptozis
|
I [ [ I
Niikleus Stoplazma Mitokondri Membran
-DNA parcalanmasi -Bid, P53 varlig1 -Bcl-2, Bel-xL,Bax, -Anneksin V anlizi
*EM *RT-PCR Bad varlig1 * Flow sitometri
*TUNEL *Western *RT-PCR - Fas,TNF, TRAIL ve
*DNA laddering *Immiinohistokimya *Western ligand varlig1
*ISEL -Kaspaz aktivasyonu *Immiinohistokimya  * RT-PCR
*ELISA *Western - SMAC/DIABLO varligi  * Western
*Flow sitometri *ELIZA *RT-PCR *Immiinohistokimya
*Flow sitometri *immiinohistokimya - Coziinmiis Fas
-IAP *Western *ELISA
*RT-PCR - Sitokrom-c salinimi
*Western * ELISA
- NF«p aktivasyonu
*EMSA
*Immiinohistokimya

Sekil 5. Apoptozisin organallerde gerceklesen siireclere gore belirlenme yontemleri
2.3.3.5.1. Morfolojik Degisiklikler
Elektron mikroskobisi (EM): Apoptozisin belirlenmesinde, elektron mikroskopi

yontemi, yliksek oranda spesifik ve sensitif bir yontemdir. Bu yontem ile apoptozisin

erken ve ge¢ doneminde gozlenen tiim spesifik morfolojik degisiklikler tespit edilebilir.
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Isik mikroskobu (IM) ve floresan mikroskobu (FM): Hematoksilen eozin ile
boyanan ve hiicre icerisinde yer alan yogunlagsmis niikleus ve apoptotik cisimlerin
gosterilmesinde 151k mikroskobu kullanilir. Isik mikroskobu , apoptotik hiicreleri
saptamada zayiftir. Ancak nekrotik hiicrelerin ayrilmasini saglayan ve hiicre ¢ekirdegini
boyayan propidium iyodiir (PI) ile etkinligi arttirilabilir. Ayrica floresan maddelerin
kullanimu ile 151k mikroskobunun giicii arttirilabilir. Hoechst 33258 gibi floresan boyalar
cekirdekteki degisiklikleri belirlemek icin kullanilabilir. Bu mikroskobik teknikler
sadece apoptozisin ge¢ donemlerini tespit edebilmek icin kullanilirlar ve cok sayidaki

ornegin gosterilmesinde yetersizdirler.

2.3.3.5.2. DNA Parcalanmasi (fragmentasyonu)

TUNEL: Apoptosis calismalarinda kullanilan en yaygin test haline gelmistir.
Tunel yontemi, per¢alanmis DNA’nin 3-OH ucuna deoksiniikleotidil transferaz (TdT)in
spesifik olarak baglanmasi prensibine dayanir. Histolojik kesitlerin proteolitiklerle
muamelesinden sonra, DNA kiriklarinin oldugu bolgelerde TdT, X-dUTP (X= biotin,
DIG veya floresan olabilir) ile birlesir. U¢lar1 modifiye edilmis niikleotidlerde avidin
peroksidaz, sinyalin giiclenmesini saglar ve isaretlenmis hiicrelerin 151k veya floresan
mikroskobu, flow sitometri veya immiinohistokimyasal yontemlerle incelenebilmesini
saglar. Tunel, apoptosise spesifik degildir; herhangi bir sekilde gerceklesmis olan hiicre
Olimii veya nekroz durumlarinda da ortaya cikan DNA kiriklari bu teknikle
isaretlenebilir. Yine bu teknikle apoptozise ugrayan hiicreler normal hiicrelere
oranlanarak apoptozis orani belirlenebilir (apoptotik indeks= AI). Tunel yOntemi,
kiiltiirde cogaltilmis hiicrelerde, donmus kesitlerde ve parafin bloklarda apoptozis
tespitinde kullanilabilir.

In situ end labeling (ISEL) yontemi: Tunel yonteminin modifikasyonudur ve
tiinele gore sensitivitesi daha diisiik olup uygulama siiresi daha uzundur. ISEL
yonteminde, DNA’nin 3-OH ucuna TdT yerine DNA polimeraz I baglanir.

Flow sitometri ve ELISA: DNA kiriklari, niikleozomlar arasindaki kiriklari tespit
edebilen B-F6 monoklonal antikorunun kullanildig1r flow sitometri yontemi ile
belirlenebilir. Ayn1 prensiple, histon ile iliskili DNA parcaciklart ELISA Kitleri

kullanilarak tespit edilebilir. Bu yontem genellikle cogalmayan ve isaretlenmis
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niikleotidleri iclerine almayan hiicrelerde kullamshdir. ELISA yo6ntemi, birbirine
yapismis hiicrelerde, kiiltiirdeki hiicrelerde, serum, plasma ve ex vivo elde edilmis
hiicrelerde kullanilabilir.

DNA laddering: Apoptoziste DNA, interniikleozomal bolgelerden 180 baz ¢ifti
ve bunun katlarina karsilik gelen noktalardan kirilir. Hiicreler veya homojenize
dokulardan standart DNA cikarilma teknikleri kullanilarak bu niikleik asitler ¢ikarilir.
Daha sonra elektroforez agaroz jel yontemi ile karekteristik merdiven goriintiisii ( ladder
patern) gosterilir. Bu yontem, cok miktarda apoptozise gitmis hiicre gerektirdigi i¢in
diisiik sensitiviteye sahiptir ve bu yontem ile apoptozis orani dl¢iilemez.

DNA fragmantasyonunun ol¢iilmesi: Apoptotik hiicrelerde diisiik molekiil
agirhikli (LMW) DNA oram fazla iken, non-apoptotik hiicrelerde yiiksek molekiil
agirhikli (HMW) DNA orani fazladir. Filtreleme ve santriftij ile LMW DNA ve HMW
DNA y1 birbirinden ayirmak miimkiindiir. Bu teknikte, replikasyona ugrayan hiicreler
BrdU gibi bir niikleotid analogu ile isaretlenir ve apoptozis indiiklenir. LMW DNA’nin
HMW DNA'’ya orani belirlenir. Bu teknik bir niikleotid analogunun birlesmesini temel
aldig1 icin, sadece in vitro olarak replikasyona ugrayan hiicrelerde apoptozisin tespitini
saglar.

APO ssDNA: Is1 ile denatiire olan apoptotik hiicrelerde ¢ok sayida tek iplikli
DNA (ssDNA) ortaya cikmasi prensibinden faydalanilan yeni bir yontemdir. APO
ssDNA yonteminde hasar gérmiis DNA ya spesifik antikorlar kullanilir. Hizli ve
kullanim1 kolay bir yontemdir. Kalitatif ve kantatif sonuglar elde edilebilir. Flow

sitometri veya floresan mikroskobu ile analiz edilebilir

2.3.3.5.3. DNA Boyama Yontemleri

Boya dislama yontemi: Olii hiicrelerin hiicre membranlar1 boyalara gecirgendir
ve boyanabilir. Plasma membrani saglam olan canli hiicreler ise boya gecirmez. Tripan
mavisi 151k mikroskobunda canli ve Olii hiicrelerin ayriminda kullanilan bu tip bir
boyadir. Olii hiicreler mavi boyanirken, canli hiicreler boyay1 almaz.

DNA’ ya baglanan boyalar: Floresan bir boya olan propidium iyodiir (PI),
DNA'’ya baglandiktan sonra giiclii sekilde parlar. PI sadece canli olmayan hiicreleri

boyar. Boyanan ve boyanmayan hiicreler flow sitometri ile sayilabilir. Bu yontemin ana
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dezavantaji G1 ile G2 fazindaki DNA’y1 ayirt edememesidir. Hiicrelerin azalmis G2
DNA icerigi yanlishkla apoptozise ugrayan hiicreler gibi algilanmalarina yol agabilir.
Bundan dolay1 bu test apoptozis i¢in ¢ok spesifik bir test degildir.

Hoechst 33342, DAPI veYOPRO-1, canli hiicrelerde DNA’ya baglanarak giiclii
bicimde 1sirlar. Bu DNA belirtegleri yogunlasmis kromatini floresan mikroskobu(FM)
ile goriinebilir hale getirirler ve apoptozisteki morfolojik degisikliklerin tespitini
kolaylastirirlar.

Annexin V: Apoptozis sirasinda, normalde hiicre zarinin i¢ yiiziine yerlesmis olan
fosfatidilserinin (PS), hiicre zarinin dis yiiziine translokasyonu prensibine dayanan bir
yontemdir. Annexin V fosfatidilserine yiiksek affinite ile baglanarak apoptotik
hiicrelerin belirlenmesini saglar. FM, IM ve EM icin Annexin V nin kullanilmasini
saglayan boyalar mevcutur.Anneksin V, biyotine baglanabilir ve flow sitometrik

yontem ile apoptozisin tiim evrelerini saptayabilir.

2.3.3.5.4. Sonlandiric1 Kaspazlarin Hedeflerine Kars1 Antikorlar

PARP: Sonlandirict kaspaz 3 ve 7 nin aktivasyonu DNA tamir mekanizmasinda
yer alan poli (ADP-riboz) polimeraz (PARP) proteininin par¢alanmasina ve
inaktivasyonuna yol acar. PARP spesifik DNA kiriklarina baglanan 113 kDa agirliginda
bir proteindir. PARP 1n enzimatik boliinmesi ile 89 ve 24 kDa lik iki par¢a olusur. 89
kDa ik parcayr taniyan bir monoklonal antikor mevcuttur. Bu monoklonal antikor
western veya immiinohistokimyasal analizlerde ve flow sitometride kullanilabilir.

MP30: MP30, sonlandirici kaspazlarin bir baska hedef molekiilii olan sitokeratin-
18’e spesifik olarak baglanan monoklonal bir antikordur. Bu antikor tek hiicrede veya
doku kesitlerinde immiinohistokimyasal yontemlerle apoptozisin belirlenmesinde
faydalidir.

Flow sitometri: Flow sitometri, apoptozisin erken donemindeki degisikliklerin
tespit edilmesinde yaygin olarak kullanilir. Apoptozisin belirlenmesi i¢in PI boyama ile
hiicrenin DNA igerigi Olciilebilir. Floresan madde olan FITC ile pek ¢ok antikor
isaretlenerek flow sitometri ile degerlendirilebilir. Bu antikorlar arasinda aktif kaspazlar,

annexin V yer alir.
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2.3.3.5.5. Apoptozis’in Spesifik Mediatorlerin Saptanmasi

2.3.3.5.5.1. Plazma Membraninda Bulunan Spesifik Mediatorler

Fas, Fasl,, TRAIL-L, TRAIL-R, TNF-a: Fas/TRAIL aracili apoptozis,
monoklonal agonist antikorlar olan CH-11 ve solubl rekombinant TRAIL/Ap2L
(rTRAIL) tarafindan indiiklenebilir. Benzer sekilde TNF-o’nin rekombinant formu TNF
aracili apoptozisi baslatmak i¢cin kullanilabilir. Membrana bagh reseptorler olan Fas,
TRAIL ve TNF ye karsti monoklonal antikorlar ticari olarak mevcuttur ve
immiinhistokimyasal yontemde veya FITC ile konjuge olarak flow sitometride
kullanilabilirler. Immiinhistokimyasal yontemler hiicrelerin membranlar1 {izerinde yer
alan bu antikorlarin varliginin tespitinde kullanilabilir.

Fosfatidil serin: Apoptozisin erken safhasinda, PS plazma membranimnin ic
yiiziinden dis yliziine dogru hareket ederek fagositik hiicrelerin apoptotik hiicreyi
tanimasini  saglar. Annexin V, PS’yi baglayarak flow sitometri veya floresan
mikroskobu ile apoptotik hiicrenin tespit edilmesini saglar.

Seramid: Seramid, sfingomiyelinin katalitik hidrolizinin bir yan {riiniidiir.
Seramid, DNA parcalanmasina ve hiicre Oliimiine yol acan ikinci mesajcidir. Bu
islem ,en azindan kismen, plasma membraninda TNF-o’nin sfingomiyelinaz ile

birlesmesiyle olur. Seramid ayrica nukleer faktor kappa B (NFxB) aktivitesini arttirir.

2.3.3.5.5.2. Mitokondride Bulunan Spesifik Mediatorler

Mitokondri potansiyeli: Mitokondriyal disfonksiyon apoptozisin erken
safhalarinda oraya c¢ikar ve azalmis membran potansiyeli eslik eder. Mitokondri
potansiyelindeki degisiklikler katyonik lipofilik boya CMTRos ve diger floresan
maddelerle degerlendirilebilir.

Sitokrom-c: Sitokrom-c’nin tespit edilebilmesi icin monoklonal antikorlar
mevcuttur.

SMAC/DiABLO: Monoklonal antikorlar mevcuttur
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Seramid

Bcl-2 ailesi: Bcl-2 ailesinin tiim {iyeleri standart laboratuar tetkikleri ile
belirlenebilir ve western blot analizi ve immiinohistokimyasal yontemler i¢in ticari
monoklonal antikorlar mevcuttur.

Apoptozis indiikleyici faktor: AIF ye kars1 immiinhistokimyasal yontemler ve

western blot analizinde kullanilabilen monoklonal antikorlar mevcuttur.

2.3.3.5.5.3. Stoplazmada Bulunan Spesifik Mediatorler

Kaspazlar: Tiim kaspazlara yonelik monoklonal antikorlar ticari olarak
mevcuttur. Sonlandirict kaspazlar icin bir baska hedef molekiil sitokeratin 18 (CK-18)
dir. Ticari olarak mevcut M30 antikoru, CK-18 icerisindeki spesifik kaspaz ayrilma
bolgesini tanir. Bu antikor tek bir hiicrede ve doku kesitlerinde immiinhistokimyasal
yontemlerle apoptozisin gosterilmesine olanak saglar.

Apoptozom: Apoptozom icinde yer alan Apaf-1 130 kDa lik bir proteindir ve
ticari olarak monoklonal antikoru mevcuttur.

Apoptozis inhibitorleri: Apoptozis inhibitor protein (AIP) ailesine karsi
monoklonal antikorlar mevcuttur.

Is1 sok proteinleri: spesifik 1s1 sok proteinlerine kars1 otoantikorlar mevcuttur.

NFkB: Tespiti i¢in antikorlar mevcuttur. NFKB nin hiicre i¢inde bulundugu yer
onemlidir. Eger niikleusta tespit edilirse bu aktive oldugunu gosterir. NFKB nin
apoptozisteki roliiniin belirlenmesinde immiinhistokimyasal yontemler, western blot
analizine Ustiindiir.

Proteozom: Farkli proteozom parcalarinin saptanmasina yonelik monoklonal

antikorlar mevcuttur.

2.3.3.5.6. Mikroarray Analizi

Mikroarray analizi tek bir deneyde binlerce genin ekspresyon derecelerinin
(mRNA’larinin) tespitini yapma olanagi sunan gii¢lii bir yontemdir. Apoptozis

yolundaki pek cok gen mikroarray analizi i¢in deneysel caligmalara alinma kriterlerini

karsilayamaz ancak RT-PCR ve western blot analizleri ile apoptozis siireci sirasinda

39



biyolojik olarak aktif genler tespit edilmistir. Bununla beraber mikroarray analizi

spesifik malignensilerde apoptotik genlerin tanimlanmasinda kullanilir.

2.3.3.5.7. RNA karistirma calismalari

RNA karistirma calismalar1 ile apoptozis siirecinde yer alan spesifik genler
tizerinde calisilabilmesi olanakli kilinmistir. RNA  karistirma calismasi  protein
sentezinin kromatinin yeniden sekillendirilmesi ile mRNA nin susturulmasina bagh
olarak engellenmesine dayanir. Bu teknik, FLIP, Bcl-2, Bcl-xL, survivin, ve XIAP gibi
apoptotik proteinlerin calisilmasinda kullanilmistir. Kitleri ticari olarak mevcuttur.
Kullanilacak kit susturulacak RNA’ya bagli olarak degisir. Mikroarray yontemi ile
siRNA (short interfering RNA) beraberce kolon kanserindeki 6nemli genlerin tespitinde

kullanilmustir'®.

2.4. KOAH’da Apoptozis

2.4.1. Giris

Apoptozis siirecindeki bozuklugun KOAH patogenezindeki rolii artan bir bicimde
arastirtlmaktadir. KOAH bagladiktan sonra, sigara birakilsa bile alveol epitel
hiicrelerinde ve T hiicrelerinde apoptozisin artarak devam etmesi, sigara dumanindan
baska bazi faktorlerin de KOAH’da gozlenen apoptoziste etkili oldugunu akla

getirmektedir’®

. KOAH’ta kronik inflamatuar yanitin devam etmesini saglayan
faktorlerin, artmis apoptozise de katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir. KOAH’ta
kronik inflamatuar yanitin devam etmesini saglayan faktorlerin, artmis apoptozise de
katkida bulunabilecegi diisiiniilmektedir. Bu faktorler arasinda artmis notrofil sayisi,
sitotoksik T-hiicreleri, Fas aktivasyonu, TNF-a ve TGFp’nin neden oldugu oksidatif
stres ve poteolitik enzimlerin saliniminda artis ve hava yollarinda bakteri
kolonizasyonuna  bagli  olarak  ortaya c¢ikan inflamatuar  yanitlar  yer
almaktadr' !0 106-107108 " Ayrica apoptotik stimulusa hiicre cevabinda genetik olarak
olusan degisikliklerin de KOAH’da gozlenen apoptozis artisina katkida bulunabilecegi

e . 109
ileri suriilmektedir .
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KOAH’da bros epitel hiicrelerinde, alveol epitel ve endotel hiicrelerinde,
bronsiyal ve alveoler T lenfositlerde apoptozis artisi saptanmisken’, hava yollarindaki
notrofil apoptozisinde degisiklik olmadig1 yapilan tek bir caligmada gbsterilmistir“.
KOAH'1 hastalarin hava yolu makrofaj apoptozisi konusunda yayimlanmis bir ¢alisma
bulunamamastir.

KOAH’da akcigerlerin apoptotik temizleme mekanizmalarinin etkinliginin
azaldig1 ve makrofajlarin apoptotik hiicreleri taniyip temizlemesinde bir yetersizlik

oldugu yoniinde kamtlar mevcuttur®*%,

Apoptotik  hiicrelerin  yeterince
temizlenememesi; bu hiicrelerin post-apoptotik sitolize (sekonder nekroz) ugramalarina
ve apoptotik yapisal hiicrelerin yerlerinin yeni hiicrelerce doldurulmasinda
engellenmeye neden olabilir. Postapoptotik sitoliz ise; TNF-a, IL1, IL6, IL8 gibi
proinflamatuar mediatorlerin salimimlarinda artis sonucu olusan inflamasyona,
proteinazlar ve proimmiinojenik maddelerin salinimlarinda artisa yol acabilir.

KOAH’da gozlenen parankimal hiicre 6liimiiniin (apoptozis), apoptotik hiicrelerin
yeterince temizlenememesinin neden oldugu sekonder sitolizin ve hiicresel onarim ve
yenilenmenin bozulmasinin KOAH’a 6zgii akciger dokusunda harabiyet (amfizem) ve

kiicik hava yollarinin yap1 ve fonksiyonlarinda bozulmaya neden oldugu ileri

siiriilmektedir?.

2.4.2. Normal Hava Yolu Tamir Mekanizmasi

Akciger hasar epitelde fiziksel degisikliklere yol acar. Bazal membranin iizerinde
yer alan hiicrelerin kaybi, bazal membranin, hasar sonucu olusan inflamasyona maruz
kalmasina sebep olur. Normal hava yolunda hasarli epitelin onarimi oldukca diizenli bir
islemdir. Fibrin ve fibronektin iceren plasma proteinlerinden tiireyen gecici matriks
hizla olusur. Rezidiiel bazal hiicrelerden inflamatuar yanit1 baslatan sitokinler (6rn: IL-
8 ve TNF-a) ve fibronektin ile kollajen olusumunu arttiran sitokinler ( TGF-f) salinir.
Ayni zamanda, EGF, MCP-1, GM-CSF gibi sitokinler hasarli bolge simirindaki
havayolu epitel hiicrelerinin farklilasma ve ¢ogalmalarimi saglarlar. Epitel hiicreleri
diizleserek hasarli bolgenin iizerini 6rtmek iizere gecici matriks boyunca go¢ ederler ve
daha sonra ¢ogalan epitel hiicreleri bu bolgede birikir (epitel hiicre hiperplazisi). TGF-

B’ nin havayolu epitel hiicre kiiltiirlerinde fenotipik degisiklikleri baslatabilecegi rapor
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edilmis ve in vivo olarak da bu degisikliklere yol acabilecegi one siiriilmiistiir. Normal
epitelyal yapiin saglanmasi, birikmis olan farklilasmis epitel hiicrelerinin normal
goriiniim kazanmalart ile olur.

Hasar sinirli oldugu zaman onarim siireci hizlidir. Epitel hasarinin hemen
ardindan hasarli bolge sinirindaki sekretuar ve silyali epitel hiicreleri farklilasir, diizlesir
ve bazal membran iizerine hizla go¢ ederler (2-3 mikron/dk). 8-15 saat icerisinde hasarl
bolgenin tamamu diizlesmis epitel ile kaplanir. 30 saatte saglam bir epitel bariyeri olusur
ve 5 giin icerisinde epitel tamamen normale doner.

Onarim mekanizmasinda rol oynayan anahtar islemlerden birisi de hiperplastik
fazda asir1 biriken hava yolu epitel hiicrelerinin uzaklastirilmasidir. Fazla olan hava
yolu epitel hiicrelerinin uzaklastirilmalarinin altinda yatan hiicresel mekanizmalar tam
olarak aciklanamamistir.Ancak, bu hiicrelerin uzaklastirilmalari, biiyiik olasilikla, bazal
membrana tutunamayan hiicrelerin apoptozisi ve daha sonra apoptotik parcalarin komsu
makrofajlar  tarafindan  taninarak fagositoz ile ortadan kaldirilmalariyla

gerceklesmektedir.

2.4.3. KOAH’da Apoptozis ve Etkileri

2.4.3.1 Apoptotik Hiicre Artis1

2.4.3.1.1. Brons Epitel Hiicrelerinde

Yapilan tek bir calismada KOAH’I1 hastalarda kontrol grubuna gore apoptotik
brons epitel hiicrelerinin hem yiizdesinin hem de sayisinin daha fazla oldugu
gosterilmistir. Bu calismada kullanilan teknikler ile epitelyal hiicre apoptozisinde
ortalama artis yaklasik % 87 olarak bulunmustur. KOAH’I1 hastalarin BAL ve 2-4 mm.
capindaki hava yollarindan elde edilen brong fircalama materyallerinin kullanildig: bu
calismada brons epitel hiicrelerinde apoptozisin arttigi gosterilmistir. Ayni caligmada
apoptotik hava yolu epitel hiicre artis1 ile beraber nekrozun gostergesi olan LDH artis1
da gbsterilmistir4. KOAH’da apoptotik brons epitel hiicrelerinin yeterince

temizlenememesi, bu hiicrelerin sekonder nekroza ugramalarina ve nekroza bagh
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inflamasyon artisina neden olarak hava yollarinin yap1 ve fonksiyonlarinda bozukluga

neden olabilir?.

2.4.3.1.2. Alveoler Epitel ve Endotelyal Hiicrelerde

Yapilan bir c¢alismada, KOAH hastalar1 ile kontrol grubunun akciger doku
parcalarnn karsilastirilmis ve endotel hiicre apoptozisinin KOAH’I1 grupta daha fazla
arttigr gosterilmistir''’. Amfizemli hastalar ile amfizemi olmayan kontrol grubunun
akciger dokularinin karsilastirlldigi calismalarda amfizemli hasta grubunun alveoler
epitel hiicre apoptozisinin kontrol grubuna gore anlamli olarak daha fazla oldugu
gbsterilmistir.l“’“2’“3’“4.

Amfizemli hastalar ile amfizemi olmayan kontrol grubunun karsilastirildigi bazi
calismalarda alveoler hiicre apoptozisi ile beraber hiicre cogalmasi da
degerlendirilmistir. Bu c¢alismalarda alveolar hiicre cogalmasinda artis oldugu veya
degisiklik olmadig bildirilmistir''"-''#'"3,

Bazi otorler, endotel devamliligini saglayan vaskiiler endotel biiyiime faktorii gibi
faktorlerin (VEGF: vascular endothelial growth factor) eksikliginin, alveol septalardaki
endotel hiicre apoptozisine neden olarak amfizem patogenezine katkida bulunabilecegi
hipotezini ©6ne siirmiislerdir’. Yapilan calismalarda, amfizemli hastalarin akciger
dokusunda VEGF saliniminda ve vaskiiler endotel biiytime faktorii reseptor (VEGFR)
proteini sunumunda azalma oldugu® ve KOAH’l1 hastalarin indiikte balgamlarinda
hastaligin siddeti ile paralel olarak VEGF seviyesinin azaldigi gosterilmistir'"”. Buna
karsilik VEGF plazma seviyesinde diisiise yol acan VEGF gen polimorfizminin KOAH
gelisimi ile iliskili olmadig1 gosterilmistir' ',

KOAH’da alveoler yapisal hiicrelerdeki hiicre ¢cogalmasi, bu hiicrelerde meydana

gelen apoptozisi dengeleyebilecek kadar ¢ok olmamaktadir. Bu durum, akciger

dokusunda harabiyet ve amfizem gelisimine neden olmaktadir’.
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2.4.3.1.3. T Lenfositlerde

KOAH’1 hastalarin BAL, brons fircalama ve dolasimdaki kan Orneklerinin
kullanildig1 ¢alismalarda hava yollar1 ve alveollerde T hiicrelerinde apoptozisin arttigi
gosterilmistir™ 7,

Yapilan bir ¢alismada, KOAH’ta BAL sivisindaki apoptotik T-hiicre sayisindaki
artisin  yaklasik %103 oldugu gosterilmistir. Aym1 calismada KOAH hastalarinda
sekonder nekrozun gostergesi olan LDH diizeyinin yiikseldigi de gosterilmistir®.
Akcigerlerde artmis sayida bulunan apoptotik T hiicreleri etkin bi¢imde
temizlenmezlerse sekonder nekroza giderek KOAH’taki kronik inflamatuar yanita
katkida bulunabilirler. Ek olarak T hiicre apoptozisinin artmasi ile immiin yanitta

degisiklikler meydana gelebilecegi ve bu degisikliklerin KOAH’ ta enfeksiyon

sikliginin artmasina yol acabilecegi de diisiiniilebilir®.

2.4.3.1.4. Makrofajlarda

KOAH'I1 hastalarin akcigerlerindeki makrofaj apoptozisi konusunda yayinlanmis

bir ¢calisma bulunamamustir.

2.4.3.1.5. Notrofillerde

KOAH’I1 hastalarin akcigerlerindeki nétrofil apoptozisinde degisiklik olmadigi
yapilan tek bir ¢alismada gbsterilmistir“. KOAH alevlenme donemlerinde ise notrofil
apoptozisinin belirgin olarak azaldigi ve noétrofil sayisinda belirgin artis odugu

10,36

gosterilmistir . Notrofil apoptozisinde gézlenen bu durum, KOAH alevlenmelerinin

gelisiminde nétrofil apoptozisinin rolii olabilecegini diisiindiirmektedir®.
2.4.3.2. Apoptotik Hiicrelerin Taninmasi ve Sonuclari
Apoptotik hiicrelerin efferositozis adi1 verilen fagositoz yoluyla uzaklastirilmalari,

tek bir reseptor ve sinyal yolu kullamilarak gerceklesir. Apoptozise ugrayan hiicreler;

makrofaj ve dentritik hiicreler gibi fagositik sistemin profesyonel fagositleri yaninda
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fibroblastlar, endotel, epitel, diiz kas ve stromal hiicreler gibi degisik doku tipleri
tarafindan fagositoz yoluyla hizla uzaklastirilirlar.

Apoptotik hiicrelerin taninmasi, su sonuglar1 dogurur;

1. Apoptotik hiicrelerin uzaklastirilmalarini saglar,

2. Antiinflamatuar mediatorlerin ( TGF-B, IL10, PPARYy (peroxisome proliferator-
activated reseptor gama), prostoglandin (PG) E, PGI;) salinimina neden olarak bu
islemin dokularda en az zarara neden olarak sessizce yapilabilmesini saglar,

3. SLPI (lokosit proteinaz sekresyon inhibitorii) gibi antiproteinazlarin salinimini
tetikler,

4. Hasarlanmis olan endotel ve epitel hiicrelerinin yenilenmelerini, normal yap1 ve
fonksiyon kazanmalarini saglar. Bunlari, apoptotik hiicrelerin fagositler tarafindan
taninmas1t sonucu salimimi artan HGF (hepatocyte growth factor), TGF-B ve VEGF
(vascular endothelial growth factor) gibi biiyiime faktorleri ve apoptotik hiicre taninmasi

sonucu artan anjiyogenezis araciligiyla gerceklestirir’.

2.4.3.3. KOAH’ta Fagositik Temizlenmede Azalma ve Sonuclari

KOAH hastalarinin  akcigerlerinde apoptotik temizleme mekanizmalarinin
etkinliginin azaldigi ve makrofajlarin apoptotik hiicreleri taniyip temizlemesinde bir
yetersizlik oldugu yoniinde kanitlar mevcuttur. Bu defektlere yol acabilecek potansiyel
mekanizmalar arasinda apoptotik hiicrelerin taninmasindaki veya efferosit sinyal
yolundaki bozulmalar diisiiniilebilir; Bu bozukluklara, proteinazlar, kollektinler, TNF-a,
oksidanlar ve sigara dumani aracilik edebilir.

Proteinazlar (notrofil elastaz ve MMPI12) apoptotik hiicrelerin taninmasini;
apoptotik hiicre ylizeyinde veya makrofajlar iizerinde bulunan sorumlu reseptorlerin
yapisint bozarak engelleyebilir''’. Notrofil elastazin kistik fibrozisteki yetersiz
apoptotik hiicre temizlenmesinde rolii oldugu gosterilmistir.

Dogal immun sistemin kollektin ailesinden olan akciger kollektinlerinin
(stirfaktan protein (SP)-A ve SP-D), efferositler {izerindeki lipoprotein reseptor ilskili
proteini (LRP) aktive ederek apoptotik hiicrelerin uzaklastirilmasin1 destekledigi
gosterilmistir. Sp-A ve SP-D’nin, akcigerlerde 6nemli antiinflamatuar fonksiyonlar1 da

vardir. Antiinflamatuar etkilerini; membran sinyal inhibitor alfa’y1r (SIRP a) aktive
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etmeleri sonucunda olusan inflamatuar mediator salintminin baskilanmasi araciligiyla
gerceklestirirler. In vivo olarak SP-D -/- farelerde akcigerlerdeki apoptotik hiicre
temizlenmesinde bozukluk oldugu goserilmistir. Yine sigara i¢enlerin akcigerinde SP-A
ve SP-D diizeylerinin azaldig1 gosterilmistir.

KOAH’ta TNF-a diizeyinin serumda ve balgamda arttigi gosterilmistir. TNF-
o’nin makrofajlarin apoptotik hiicreleri almasini in vitro olarak ve akcigerlerden
apoptotik hiicrelerin uzaklastirilmasin1 ise in vivo olarak inhibe ettigi bazi
yayinlanmamis calismalarda gosterilmistir.

Oksidanlardaki artis veya TNF-o’nin neden oldugu hiicre i¢i oksidan artiginin
efferositozu inhibe ettigi ve ayn1 zamanda amfizeme neden olabildigi gosterilmistir.

Sigara duman, in vitro olarak apoptotik hiicre alimin1 direk olarak inhibe eder. Iyi
bilinen proamfizematoz etkileri olan sigara dumani ve proteinazlara ek olarak, SP-D -/-
veya TNF-a iiretimi ¢ok fazla olan farelerin akcigerlerinde alveoler genisleme
gosterilmistir.

Apoptotik hiicre temizleme defekti, sigara birakildiktan uzun siire sonra da devam
eder. Bu, apoptotik hiicrelere karsi hiicresel yanitta genetik degisiklikler meydana
gelmis olabilecegini diisiindiirmektedir.

Bozulmus olan apoptotik hiicre taninmasi, KOAH patogenezinde 6neme sahip pek
cok duruma yol acabilir; Apoptotik hiicrelerin etkin bicimde uzaklastirilamamalari,
sekonder nekroz ile sonuglanabilir ve bu durum bazi proteolitik enzimlerin, TNF-a, IL1,
IL6, IL8 gibi proinflamatuar sitokinlerin ve hatta proimmiinojenik maddelerin salinimina
neden olabilir. Ayrica, zarar gormiis endotel veya epitel hiicrelerin
uzaklastirilmalarindaki yetersizlik, apoptotik hiicrelerin yenilenmelerini de engeller

Bozuk efferositoz ve apoptotik hiicre taninmasinin alveollerde amfizematoz
degisikliklere yol agmasinin muhtemel mekanizmasi sekil 6 ‘da gosterilmistir. Apoptotik
hiicrelerin taninmasi, daha ¢ok HGF ve VEGF araciligiyla hasarlanmis olan endotel ve
epitel hiicrelerinin yenilenmelerini, normal yap1 ve fonksiyon kazanmalarini saglar.
HGF’nin proteinazlarla indiiklenen alveol hasari olan hayvanlara verildiginde alveol
yapisini onardigi ve HGF ile VEGF diizeyinin KOAH hastalarinin akcigerlerinde
azaldig1 gosterilmistir.

Eldeki verilerin cogu kiiciik hava yolu degisikliklerinden ¢ok akciger parenkimi

ve amfizem ile iligkilidir . Kiigiik hava yollarinda da benzer siireclerin ve degisikliklerin
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oldugu oOne siiriilsede bununla iliskili direkt kanitlar yetersizdir. Yapilan iki calismada,
kiiciik hava yolu epitel hiicrelerindeki hasarin, silyali epitel hiicreleri tarafindan; silyali
epitel hiicrelerin intermediate evre olan squamoz hiicre duruma kadar farklilagmasi ile

onarildig ve hasarl hiicrenin altina yerlestigi gosterilmistir™'" (Sekil 6).

KOAH:
Etkin olmayan
eferositoz

NORMAL:
Etkin eferositoz

HGF*

VEGF
TGFpB

Sekil 6. Normal akcigerlerde ve KOAH’lilarin akcigerinde apoptotik hiicrelerin taninmasi

Zararlanma
(Sigara dumani ?)

Sekil 7. KOAH’da siyal epitel hiicrelerinde apoptozise cevap olarak olusan degisiklikler.

47



2.4.4. KOAH’da Apopptozisin Degisik Patogenetik Yollarla iliskisi

KOAH gelisiminde farkli patogenetik mekanizmalar rol oynar: inflamasyon,
proteinaz/anti-proteinaz imbalans1 ve oksidatif stres. Apoptozis, hastaligin daha da

kompleks hale gelmesine yol acacak sekilde bu mekanizmalar ile etkilesime girer.

2.4.4.1. Apoptozis ve Inflamasyon

Birka¢ hayvan modelinde, alveol duvar1 veya endotel hiicre apoptozisinin,
inflamatuar hiicre birikimi olmaksizin direk olarak pulmoner amfizeme yol acgabilecegi
gosterilmistir. Bunun yaninda, KOAH hastalarinin akcigerlerinde inflamatuar hiicreler
belirgin olarak artmuistir ve inflamatuar ve apoptotik mekanizmalar arasinda etkilesim
olasilig1 oldukca fazladir.

KOAH’da kontrol grubuna gore alveoler makrofajlar, apoptotik hava yolu epitel
hiicrelerinin fagositozunda daha etkisizdirler. Bu durum KOAH’taki artmis aktive
notrofil sayist ile iligkili olabilir. Notrofil elastazin; makrofaj iizerindeki fosfatidil serin
reseptoriinde boliinmeye yol acarak apoptotik hiicrelerin temizlenmesinde yetersizlige
yol actig1 gosterilmistir.

Notrofil ve makrofajlara ek olarak, KOAH’I1 hastalarin akcigerlerinde CD8+ T-
lenfositlerde de artis vardir. Bu sitotoksik CD8+ T-hiicreleri perforinler, granzim-B ve

TNF-o salgilayarak alveol epitel hiicrelerinde apoptozise yol acarlar”.

2.4.4.2. Apoptozis ve Proteinaz-Antiproteinaz Dengesizligi

KOAH hastalarinin akcigerlerindeki proteolitik aktivite artisi, apoptozis ile pek
cok farkli sekilde etkilesebilir. Bazal membran, hiicrelerin canliligini devam
ettirebilmeleri i¢in gerekli bazi sinyaller icerir ve MMP’ler tarafindan bazal membranin
yikimi sonucunda bu sinyallerde olusan kayip, apoptozise yol agabilir. Uygun hiicre-
matriks temasinin kaybina baglh olarak goriilen apoptozis, sirkiilasyonu yiiksek olan
epitelyal dokulardaki hiicrelerin sabit sayida kalmasini saglayarak doku homeostazinda
gorev alir. Apoptozis, 6lim indiikleyici sinyallerin direkt olarak proteolizinden de

etkilenebilir. MMP-7" nin epitel hiicreleri tarafindan iiretilen Fas ligandim aktive ettigi,
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boylece apoptozise aracilik ettigi gosterilmistir. Son olarak, MMP-8 in inflamatuar
hiicre apoptozisini diizenleyerek hava yolu inflamasyonu iizerinde anti-inflamatuar

etkileri oldugu 6ne siiriilmiistiir’.

2.4.4.3. Apoptozis ve Oksidatif stres

Oksidatif stresin yogun oldugu akciger alanlarinda apoptozisin fazla oldugu ve
deneysel olarak apoptozisin bloke edilmesi ile oksidatif stres belirte¢lerinin saliniminda
belirgin azalma oldugu bazi ¢alismalarda gosterilmistir. Yine, antioksidan bir bilesigin
uygulanmasi ile alveol hiicre apoptozisinin ve hava yolu genislemesinin 6nlendiginin
gosterilmesi, oksidatif stres ile apoptozis arasinda pozitif geri bildirim oldugunu
diisiindiirmektedir. Antioksidan gen sentezi bozulmus farelerde apoptotik alveoler septal
hiicre sayisinda artis oldugu ve sigara dumanina bagl olarak erken ve yaygin amfizem
gelistigi gozlenmistir. Oksidatif stres diizeyinde artis ile KOAH hastalarinin balgam
orneklerindeki VEGF diizeylerindeki azalma arasinda iliski oldugu gosterilmistir. Bu
degisikligin hastaligin ciddiyeti ile arttigi gosterilmistir. Bu bulgular oksidan-
antioksidan dengesizligi ile KOAH hastalarinin akcigerlerindeki VEGF bagimli alveol
duvar homeostazisi arasindaki iliskiyi desteklemektedir. Sonucta, oksidatif stresin yol
actigl epitel hiicre hasarinin akciger VEGF diizeyini azaltarak KOAH gelisimine yol
actig1 hipotezi 6ne siiriilmiistiir.

Bu veriler, apoptozisin KOAH gelisiminde tek etken olmadigini ve altta yatan

baska mekanizmalar ile etkilestigini acikca ortaya koymaktadir’.
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3. GEREC VE YONTEM

KOAH’da havayolu epitel hiicrelerinin ve inflamatuar hiicrelerin (lenfosit,
notrofil ve makrofaj) apoptozisini arastirmak amaciyla Cukurova Universitesi Tip
Fakiiltesi Gogiis Hastaliklart Anabilim Dalinda 2007 Mart ile 2007 Haziran aylari
arasinda bronkoskopi yapilan sigarayr birakmis ve hala i¢cmekte olan saghkli ve
KOAH'’ 11 bireyler incelenmistir.

Semptomlar1 nedeniyle Gogiis Hastaliklart Anabilimdali poliklinigine bagvuran ve
yapilan incelemeler sonucu, kronik oksiiriik etyolojisi, hemoptizi etyolojisi veya akciger
kanseri kuskusu ile bronkoskopi yapilmasina karar verilen hastalarin bronkoskopi islemi
sirasinda saglam akciger tarafindan endobronsiyal mukoza Ornekleri alinmustir.
Bronkoskopik islem i¢in tiim hastalardan onam alinmistir.

Bronkoskopi yapilanlardan son dort hafta icerisinde iist ya da alt solunum yolu
enfeksiyonuna ait belirtiler olanlar, deri testinde atopi, IgE yiiksekligi, periferik kan
eozinofilisi, astim, egzema ve alerjik rinit 0ykiisii olan bireyler ¢alisma dis1 birakilmastir.
Buna ek olarak KOAH’1 bulunanlardan son dort hafta i¢inde sikayetlerinde artma veya
ila¢ dozunda artmis kullamim olanlar ve son bir ay icinde inhale steroid kullaniyor
olanlar da ¢alismaya alinmamustir. Bronkoskopiyi tolere edemeyenler ve islem sirasinda
yeterince biyopsi alinamayanlar da calisma dis1 birakilmistir.

incelenen calisma gruplari ve ozellikleri:

Bronkoskopi islemi yapilan hastalar , sigara icme Oykiileri ve geri doniisiimsiiz
hava akimu kisitlamasi varligia gore dort grupta incelenmistir.

a) Sigara icmeyi birakmis saglikli yetiskinlerden olusan grup (grup- 1): En az 20
paket y1l sigara icme Oykiisii olan ve en az bir yildir sigara icmeyen, solunum fonksiyon
testleri normal 11 yetiskinden olusmustur.

b) Sigara icen saglikli yetiskinlerden olusan grup (grup- 2): En az 20 paket yil
sigara icme OyKkiisii olan ve halen sigara icmeye devam eden, solunum fonksiyon testleri
normal 33 yetiskinden olusmustur.

c) KOAH’L1 ve sigara icmeyi birakmis hasta grubu (grup- 3): En az 20 paket yil

sigara icme Oykiisii olan ve en az bir yildir sigara icmeyen, uygun klinik 6zelliklerin
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yaninda solunum fonksiyon testinde bronkodilatasyon sonras1 FEV;/ FVC degeri < %
70 olan 11 yetiskinden olugsmustur

d) KOAH’l1 sigara icmeye devam eden hasta grubu (grup- 4): En az 20 paket yil
sigara igme Oykiisii olan ve halen sigara igen, uygun klinik 6zelliklerin yaninda solunum
fonksiyon testinde bronkodilatasyon sonrast FEV,/ FVC degeri < % 70 olan 20
yetiskinden olusmustur.

Calismaya katilan tiim bireylerin demografik 6zellikleri, hastalikla ilgili bilgileri,
kullandiklar ilaglar kaydedilmis, fizik muayene, PA akciger grafisi, solunum fonksiyon
testi, deri testi, serum total Ig E diizeyi, hemogram ve kan biyokimyasal testleri
yapilmistir.

Calismaya katilan hastalarin  solunum fonksiyon testleri, cilt testi ve
bronkodilatasyon testi Cukurova Universitesi Tip Fakiiltesi (CUTF) Gogiis Hastaliklar:
Anabilim Dali Solunum Fonksiyon Testi (SFT) laboratuarinda yapilmistir. Solunum
fonksiyon testi ATS kriterlerine uygun olarak Jeager marka spirometre cihazi ile
yapilmistir. Bronkodilatasyon testinde, hava haznesi ile 4 puff salbutamol (400 mcq)
inhalasyonunu takiben 15 dakika sonra FEV,/ FVC (%), FEV; (%, It), FVC (%, It)
degerlerine bakilmistir.

Hemogram,biyokimyasal testler, total IgE diizeyi incelemeleri C.U.T.F Merkez
laboratuarinda yapilmistir.

Bronkoskopi:

Bronkoskopi islemi, C.U.T.F. Gogiis Hastaliklar1 Poliklinigi Bronkoskopi
laboratuarinda yapilmistir. Tiim bireylere bronkoskopi islemi detayli bir sekilde
anlatilmis ve bireylerin onami alinmistir. Bireyler bronkoskopi giinii sabahi son 12
saattir oral alim1 keserek gelmisler, bronkoskopi isleminden 1 saat once, 1 ampiil
atropin im. ve 1 ampiil diazem i.m. yapilmistir. islemden %2 saat Once ise hastaya
nebiilize salbutamol ve nebiilize lidokain inhale ettirilmistir.

Orofarinkse lidokain ile lokal anestezi yapildiktan sonra bronkoskopi islemi
Olympus LUCERA CV-260 (Japan) model fiberoptik bronkoskop ile yapilmistir.
Hastalar islem siiresince pulse oksimetre ile monitorize edilmislerdir. Bronkoskopik
biyopsiler lezyon olmayan akcigerlerden, sagda {iist lob-intermedier brons ayrim
karinasindan, solda ise list lob-alt lob ayrim karinasindan, rastgele secgilen 4-6 alandan

alinmistir. Alinan parcalarin uygun biiytikliikkte ve kalitede olup-olmadigi kontrol
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edilmistir. Alinan parcalar formalin soliisyonu icinde fikse edilerek patoloji

laboratuvarina ulastirilmistir.

Patolojik incelemeler:

Yiizde onluk formalin soliisyonu i¢inde Patoloji Anabilim Dalina gdnderilen
biyopsi ornekleri, materyal toplama islemi tamamlanana kadar ayn soliisyon i¢inde oda
1sisinda bekletildi. Daha sonra mevcut 6rneklerden parafin bloklar hazirlandi. Parafin
doku bloklarindan bes mikron kalinliginda kesitler alinarak Hematoksilen-Eozin ile
boyandi. Buna ek olarak kesitlere Avidin-Biotin kompleks immunoperoksidaz yontemi
ile Fas (Santa Cruz Biotechnology sc-715), Bax (Santa Cruz Biotechnology sc-7480)
ve kaspaz 3 ( NCLL- CPP32 novocastra) antikorlari uygulandi. Hazirlanan kesitler
Nikon marka Optiphot-2 model 151k mikroskopu ile degerlendirildi.

H.E. ile boyali preparatlarda apoptotik brons epitel hiicreleri ve epitel altindaki
inflamatuar  hiicreler degerlendirildi.  Apoptotik inflamatuar hiicrelerin 151k
mikroskobundaki morfolojik goriiniimleri benzer 6zellikler gosterdigi i¢in H.E. boyama
yontemi ile bu hiicrelerin alt gruplari belirlenemedi. Bu nedenle H.E ile boyali
preparatlarda epitel alti lamina propriadaki apoptotik inflamatuar hiicreler (lenfosit,
notrofil, makrofaj, mast ve eozinofil) alt gruplar1 belirlenmeksizin toplu olarak
degerlendirildi. Immunoperoksidaz yontemi ile Fas, Bax ve kaspaz 3 antikorlarinin
uygulandig1 preparatlarda ise brons epitel hiicrelerinin ve epitel alti lamina propriada
bulunan lenfosit, nétrofil ve makrofaj ile sitomorfolojik olarak uyumlu hiicrelerin bu
antikorlar ile boyanma dereceleri degerlendirildi. Her {i¢ antikor icin de sitoplazmik
boyanma paterni pozitif olarak kabul edildi. Hiicreler gozleniyor, ancak boyanmiyorsa;
grade 0, % 10 ‘dan daha az boyanma varsa; grade 1, % 10-% 50 aras1 boyanma varsa
grade 2, >% 50 boyanma varsa grade 3 olarak degerlendirildi. Fas, Bax ve kaspaz 3 i¢in
pozitif oranlarin belirlenmesi amaciyla doku orneklerinde ii¢ farkli 40 biiyiik biiyiitme
alan1 incelendi. Her alanda pozitif boyanmis brons epitel hiicreleri ve inflamatuar
hiicrelerin alt gruplar1 (Ienfositler, notrofiller ve makrofajlar) ayr1 ayr sayildi ve sayilan
her hiicre tipi, alandaki toplam sayisina oranlanarak her hiicre tipinin pozitif boyanma
yiizdesi belirlendi. U¢ alanda ayri ayr1 hesaplanan pozitif boyanma yiizdelerinin
ortalamas1 alinarak gradeleme islemi tamamlandi. H.E. i¢in pozitif oranlarin

belirlenmesi de benzer olarak yapildi.
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Immunbhistokimyasal islem:

1. Yiizde onluk formalinde tesbit edilen dokular, doku takip isleminden sonra
bloklanarak 5 mikron kalinliginda kesilerek, 50 °C lik sicakliktaki su banyosuna kondu
ve dokular 6zel polileyzinli lamlara alindi.

2. Hazirlanan kesitler 60 °C lik etiivde 45'-60' aras1 (parafin eriyene kadar)
bekletildi, etiiv icerisindeki ksilolde 10-15 dakika tutuldu. Daha sonra oda 1sisinda 3
ayr1 ksilol salelerinde her birinde ayri, ayrn S'ser dakika tutuldu, daha sonra oda
1sisindaki 3 ayr alkol salelerinde, her birinde S'er dakika tutularak deparifinize islemi
tamamlanda, distile suda iyice yikandi.

3. Yiizde ii¢c H202 (hidrojen perokside) indistile sudaki soliisyonunda 6 dakika
inkiibe ederek endojen peroksidaz aktivitesi bloke edilmis olundu.

4. Iki ayn saledeki distile suda 1-2 dakika yikandh.

5. 1uM EDTA (pH 8) Buffer soliisyonu igerisine mikrodalgaya dayanikli sale
icerisine slaytlar diizenli bir sekilde siralanarak Beko 1550 model mikrodalga firinda
medium konumunda 10'ar dakika iki kez inkube edildi. Daha sonra oda 1sisinda buffer
sogumaya birakildi.

6. Slaytlar pH’s1 7.2 ile 7.4 aras1 olan PBS (0.01M phosphate buffer saline) de 2-3
dakika yikanarak doku cevresi, dokular kurutulmadan silindi. Bu slaytlar;

7. Nemli bir ortamda, diizgiin bir sekilde yerlestirilerek; primer antikorlar
damlatilarak iizeri kapatildi. Oda 1s1sinda 60 dakika tutuldu. (ortam 1sisina gore bu siire
uzatilabilir, 90 dakika).

8. PBS' de 2-3 dakika 2 ayr salede yikandi. Doku ¢evresi dokular kurutulmadan
tekrar silinerek nemli ortama diizgiince konuldu.

9. Biotin (second antibody) damlatilarak agzi kapal1 bir sekilde nemli ortamda 30
dakika inkube edildi.

10. PBS'de 2 ayn sekilde salede 2-3 dakika yikandi.

11. Doku gevresi silindikten sonra Strepte Aridin-HRI damlatilarak oda 1sisinda
30 dakika inkube edildi. (nemli ortamda)

12. PBS'de 2 ayn salede 2-3 dakika yikandi.

13. Doku ¢evresi silindikten sonra AEC Chromogen damlatilarak 5 ila 20 dakika
aras1 mikroskopta boyanma olup olmadig1 kontrol edilerek, buffer soliisyonuna alindi.

Distile suda iyice yikandi.
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14. Mayer hematoksilen soliisyonu ile 5 dakika zit boyama islemi yapildi.5-10
dakika musluk suyunda yikandi, dokunun etrafi kurulanip su bazli kapama maddesi ile
kapatildi.

Not: Bax ve kaspaz 3 boyalarinin ikisi de bu diizende calisildi. Fas icin 5.siradaki
EDTA buffer yerine sitrat buffer [pH: 6] kullanilarak ayni islem yapildi ve sonra 6.
asamadan devam edildi. 7. sirada primer antikor olarak Fas icin; 1/400 oraninda diliie
edilmis Fas (c-20) (Santa Cruz Biotechnology sc715); Bax i¢in 1/700 oraninda diliie
edilmis Bax (B-9) ( Santa Cruz Biotechnology sc-7480); Kaspaz 3 icin ise Caspase 3
(CPP32) (NCL-CPP32 Novocastra) kullanilmistir.

Istatistiksel analiz

Verilerin normal dagilima uygunlugu test edilmis, normal dagilim gosteren siirekli
degiskenlerin analizinde bagimsiz gruplarda t testi ve tek yonlii varyans analizi, normal
dagilim gostermeyen siirekli degiskenlerin analizinde ise Mann whitney U veya
Kruskall Wallis testi kullanilmistir. Kategorik degiskenlerin analizinde ise ki-kare testi
kullanmilmistir. Siirekli degiskenler arasindaki iliski Spearman Rank testi ile analiz
edilmistir. Sonuclar ortalamatstandart sapma veya ortalama+SH (Standart Hata),
medyan, n ve yiizde olarak ifade edilmistir. p degerinin <0,05 oldugu durumlar
istatistiksel olarak anlamli kabul edilmistir. Coklu karsilastirmalarda Bonferroni
diizeltmesi yapilmistir ve p< 0.017 anlamli olarak kabul edilmistir (p<0,10/n; n=

karsilastirma sayist).
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Sekil 8. Sigara icen KOAH’h hastanin brons duvarinda Hematoksilen eozin ile epitelde Grade 2,
subepiyelyal inflamatuar hiicrelerde Grade 3 boyanma paterni (H.E.x400).

Sekil 9. Sigara icen saghkh bireyin brons duvarinda subepitelyal lenfositlerde, notrofillerde ve
makrofajlarda Fas ile Grade 3 boyanma paterni (Immiinohistokimyax400). Kirmiz1 ok:
lenfosit, kalin siyah ok: nétrofil, ince siyah ok: makrofaj

55



Sekil 10. Sigara birakmms KOAH’h hastanin brons duvarinda epitelde ve subepitelyal tiim
inflamatuar hiicrelerde Fas ile Grade 3 boyanma paterni (immiinohistokimyax200).

Sekil 11. Sigara birakmis saghkh bireyin brons duvarinda Fas ile lenfositlerde Grade 2,
notrofillerede Grade 3 boyanma paterni (iImmiinohistokimyax400). Kahn kirmiz: oklar:
Fas pozitif lenfosit, kesikli kirmizi oklar: Fas negatif lenfosit, kalin siyah oklar: nétrofil.
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Sekil 12.

Sigara icen saghkh bireyin brons duvarinda epitelde, subepitelyal lenfositlerde,
notrofillerede ve makrofajlarda kaspaz 3 ile Grade 3 boyanma paterni
(immiinohistokimya x 400). Siyah ince ok: epitel, siyah kalin ok:makrofaj, kirmiz1 kaln
ok: lenfosit, kirmizi ince ok: notrofil

Sekil 13.

Sigara icen KOAH’h hastanin brons duvarinda kaspaz 3 ile lenfositlerde Grade 1,
notrofillerde Grade 2 boyanma paterni (immiinohistokimyax400). Kirmiz1 ok: kaspaz 3
pozitif notrofil, kesiksiz siyah oklar: kaspaz 3 pozitif lenfosit, kesikli siyah oklar: kaspaz
3 negatif lenfosit

57



Sekil 14. Sigara icen saghkli bireyin brons duvarinda epitelde, subepitelyal lenfositlerde,

notrofillerede ve makrofajlarda Bax ile Grade 3 boyanma paterni
(Immiinohistokimyax400). Siyah ince ok: epitel, siyah kalin ok:lenfosit, kirmizi kalin ok:
notrofil, kirmizi ince ok: makrofaj

Sekil 15. Sigara i¢cmeyi birakmus saghkh bireyin brons duvarinda Bax ile epitelde Grade 3,
lenfositlerde Grade 2,, notrofillerede Grade 3, ve makrofajlarda Grade 3 boyanma
paterni (Immiinohistokimyax400). Siyah ince ok: nétrofil, siyah kahn ok:makrofaj,
kesiksiz kirmizi ok: Bax pozitif lenfosit, kesikli kirmizi ok: Bax negatif lenfosit
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4. BULGULAR

Bu calismada; KOAH’da havayolu epitel hiicreleri ve inflamatuar hiicrelerde
(Ienfosit, notrofil ve makrofaj) aptozis varligini arastirmak amaciyla Cukurova
Universitesi Tip Fakiiltesi Gogiis Hastaliklart Anabilim Dalinda 2007 Mart ile 2007
Haziran aylar1 arasinda bronkoskopi yapilan 31 KOAH’l1 ve 44 saglikli bireyin brons
mukoza biyopsi Ornekleri incelenmistir. Brong mukoza biyopsi orneklerinde; brons
epitel hiicreleri ve inflamatuar hiicrelerden lenfosit, notrofil ve makrofajlarin apopitozis
siireci iki farkli boyanma yontemi kullanilarak arastirilmistir. Once Hematoksilen Eozin
boyali preparatlarda, daha sonra immiinohistokimyasal yontem ile anti-Fas, anti-Bax ve
anti-kaspaz 3 antikorlarinin uygulandigi preperatlarda brong epitel hiicreleri, lenfosit,
notrofil ve makrofajlardaki apoptozis varligi degerlendirilmistir.

Calismada incelenen bireylerin 6zellikleri ve laboratuvar sonuclar toplu olarak
Tablo 5'de gosterilmistir. incelenen bireyler sigara icme ozelliklerine ve hava akimi
obstruksiyonu varhigina gore 4 grupta degerlendirilmistir. Bu calisma gruplarinin
demografik ve klinik 6zellikleri ise Tablo 6'da gosterilmistir.

Saglikli bireyler ile karsilastirildiginda KOAH’1 hastalarin yaslart daha yiiksek,
akciger fonksiyonlar1 daha diisiik bulunurken, diger parametreler yoniinden her iki grup
arasinda anlaml farklilik saptanmamustir.

Halen sigara icen ve sigaray1 birakmis olan saglikli bireyler arasinda ve KOAH’I1
hastalar arasinda demografik ve laboratuvar sonuglari yoniinden anlamli farklilik
saptanmazken, sigara icen saglikli bireyler ve  KOAH’l1 hastalar, sigarayr birakan
saglikli bireyler ve KOAH’l1 hastalar arasinda da farklilik saptanmamistir. Caligmada
incelenen 4 grup arasinda, ortalama yas, sigara igme siiresi ve tiim biyokimyasal

parametreler yoniinden anlamh farklilik izlenmemistir.
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Tablo 5. Cahsmaya Ahnan Hastalar ve Ozellikleri

d°H/ Y Tenjeweju
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Tablo 5 devamm

*: Tlgili hiicrenin H:E, Fas, Bax veya kaspaz yontemi ile degerlendirilen apoptozis derecesi
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Tablo 6. Calisma Gruplarmn Demografik ve Laboratuvar Ozellikleri

SAGLIKLI KOAH
(g.rup-l Grup-2 G.rup-3 Grup-4
igara Si . Toplam Sigara Si . Toplam
birakmm gara icen n:44 birakm 1gara icen n:31
d n:33 d n:20
n:11 N:11

Yas(yil)* 57,6£11,5 56,0£7,3 56,4485 62,949,2 60,5+8,5 61,4487
(aralik) (40-85) (43-69) (40-85) (49-79) (48-77) (48-79)
Cinsiyet(E/K)(n) 10/1 3172 41/3 10/1 20/0 30/1
Sigara icme 41,3£21,7 48,2+28,7 46,5+27,1 44,5421,2 65,1£59,5 57,8+49,9
yogunlugu
(paketxy1l)*
(aralik) (20-80) (20-165) (20-165) (20-90) (20-280) (20-280)
Sigara igme
yogunlugu (n)
20-39 paketxy1l 6 14 20 5 7 12
40-59 paketxyil 2 13 15 3 5 8
60-79 paketxy1l 2 2 4 2 3 5
80-100 paketxy1l 1 4 5 1 5 6
Sigara birakma 39,2+25,1 4,1£2,7 24,5259 38,7227 1,3+0,6 30,7£25,5
stiresi(ay)* (12-72) (1-9) (1-72) (12-72) (1-2) (1-72)
(aralik)
Sigara birakma siiresi
(n)
0-6 ay 0 9 9 0 3 3
6-12 ay 0 1 1 0 0 0
12-60 ay 9 0 9 9 0 9
>60 ay 2 0 2 2 0 2
Hastalik siddeti (n)
GOLD 1
GOLD 2 0 0 0 0 3 3
GOLD 3 0 0 0 7 13 20
GOLD 4 0 0 0 3 4 7

0 0 0 1 0 1
FEV1/FVC* 75,1£6,2 75,3+4,0 76,249 54,5£7,4 59,5£7,9 57,8+8,1
FEVI1(lt) 2,5+0,8 2,5+0,5 2,5+0,6 1,5+0,8 1,8+0,5 1,7+0,6
FEV1(%)* 85,8+23,6 78,4+13,3 80,3+£16,5 50,2+14,2 64,0+£17,6 59,2+17,6
FVC (IH* 3,2+1,1 3,3+0,7 3,3+0,8 2,6+0,9 3,1+0,6 2,9+0,8
FVC (%)* 87,8+26,0 84,0+£16,3 84,9+£18,9 71,8£15,1 85,6+18,0 80,7+18,1
CRP(mg/L)* 31,0+£38,3 27,7429,3 31,4+15,0 30,2+25,0 32,4429,2 31,6274
IgE(IU/ml)* 100,2+39,9 | 90,0+47,0 92,6+45,1 61,7£28.4 93,74#41,5 82,4+40,1

GOLD 1:FEV1/FVC<70, FEV1>% 80; GOLD 2: FEV1/FVC<70, % 50<FEV1< %380;
GOLD 3: FEVI/FVC<70, % 30<FEV1< %50; GOLD 4: FEV1/FVC<70, FEV1< %30
* ortalama + standart sapma

Incelenen gruplardaki bireylerin klinik 6zellikleri Tablo 7'de verilmistir. Saglikli

yetiskinlerden olusan grup-1 ve grup-2’deki yetigkinlerin 9’una kronik oOksiiriik, 1’ine

hemoptizi etiolojisi saptamak amaciyla, 34’{inde ise malignite kuskusu ile bronkoskopi

yapilmistir. KOAH’I1 hasta grubunda ise bu rakamlar sirasiyla 2, 0, 29’dur. Solunumsal

semptomlarin goriilme oranlari KOAH'l1 hastalarda daha yiiksek bulunmustur. Saglikli
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bireylerin hicbirisi bronkodilator ila¢ kullanmazken, KOAH'l1 hastalarda bronkodilator

kullananlarin oram % 45.2’dir. Bronkodilatér kullanan hastalar agirlikli olarak (%22.6)

kisa etkili beta 2 agonist+uzun etkili beta agonist kullanmaktadirlar.

Tablo 7. Calisma Gruplarindaki Bireylerinklinik Ozellikleri

SAGLIKLI KOAH
Grup-1 Grup-2 Grup-3 (S}?up-4
. . . igara
Sigara S}gara Toplam Sigara icen Toplam
birakmig Icen n:44 Birakms n(%20 n:31
n:11 n:33 n:11 :

Bronkoskopi
Nedeni *
a. Kronik oksiiriik 2(18,2) 7(21,2) 9(20,5) 1(9,1) 1(5) 2(6,5)
b. Malignite 8 (72,7) 26(77,8) 34(77,3) 10(90,9) 19(95) 29 (93,5)
¢. Hemoptizi etiyo 1(9,1) 0(0) 1(2,3) 0(0) 0(0) 0
Semptomlar*
a. kronik oksiiriik 6 (54,5) 13(39,4) 19(43,2) 9(81,8) 16(80) 25 (80,6)
b. kronik balgam 6 (54,5) 15(45,5) 21(47,7) 9(81,8) 15(75) 24 (77,4)
c.0ksiiriik+balgam 6 (54,5) 9(27,3) 15(34,1) 9(81,8) 14(70) 23 (74,2)
d.istirahat dispne 0 1(3) 1(2,3) 3(27,3) 1(5) 4(12,9)
e.efor dispne 3(27,3) 5(15,2) 8(18.,2) 9(81,8) 14(70) 23 (74,2)
f. hirltt 0 1(3) 1(2,3) 3(27,3) 10(50) 13 (41,9)
Son 1 ayda diizenli
kullandig ila¢*
a.kisa etkili B2 0 0 0 2(18,2) 1(5) 39,7
b.kis etk B2+uzun 0 0 0 3(27,3) 4(20) 7 (22,6)
etk. B2
c.kisa etk. B2+uzun 0 0 0 2(18,2) 2(10) 4(12,9)
etkB2+ uzun etk
antikolin.
d.yok 11 (100) 33(100) 11(100) 4(36,4) 13(65) 17 (54,8)
*n

Calismada incelenen gruplarin brons duvarit hiicrelerinin (lenfosit, notrofil,

makrofaj ve epitel hiicreleri) Fas, Bax ve Kaspaz 3 ile boyanma dereceleri sirasiyla

Tablo 8, Tablo 9, Tablo 10 ve Tablo 11 'de gosterilmistir. Bu hiicreler ayri ayri

degerlendirilmis ve boyanma dereceleri yoniinden gruplar arasinda istatistiksel olarak

anlaml fark saptanmamustir.
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Tablo 8. Cahisma Gruplarinin Brons Duvari Biyopsi Orneklerinden Elde Edilen Lenfositlerin Fas,
Bax ve Kaspaz 3 ile Boyanma Dereceleri

SAGLIKLI KOAH
Lenfosit G.rup-l Grup- 2 G-rup-3 Grup-4
Sigara . . Toplam Sigara . . Toplam
birakmg Sigara igen n:44 birakmg Sigara igen n:31
n:33 n:20
n:11 n:11

Fas*
Hiicre yok 0(0) 1(3,0) 1(2,3) 0(0) 0(0) 0(0)
Grade 0 0(0) 0(0) 00 1(9,1) 0(0) 1(3,2)
Grade 1 2(18,2) 2(6,1) 4(9,1) 2(18,2) 0(0) 2 (6,5)
Grade 2 3(27,3) 12(36,4) 15 (34,1) 2(18,2) 8(40) 10 (32,3)
Grade 3 6(54,5) 18(54,5) 24 (54,5) 6(54,5) 12(60,0) 18 (58,1)
Bax*
Hiicre yok 0(0) 1(3,0) 1(2,3) 0(0) 0(0) 0(0)
Grade 0 1(9,1) 1(3,0) 2(4,5) 0(0) 1(5) 1(3,2)
Grade 1 1(9,1) 6(18,2) 7(15,9) 1(9,1) 4(20) 5(16,1)
Grade 2 3(27,3) 12(36,4) 15(34,1) 4(36,4) 5(25,0) 9(29,0)
Grade 3 6(54,5) 13(39,4) 19(43,2) 6(54,5) 10(50,0) 16(51,6)
Kaspaz3*
Hiicre yok 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Grade 0 1(9,1) 2(6,1) 3(6,8) 1(9,1) 2(10,0) 3(9,7)
Grade 1 4(36,4) 9(27,3) 13(29,5) 1(9,1) 6(30,0) 7(22,6)
Grade 2 4(36,4) 7(21,2) 11(25,0) 2(18,2) 5(25,0) 7(22,6)
Grade 3 2(18,2) 15(45.,5) 17(38,6) 7(63,6) 7(35,0) 14(45,2)

Grade 0: Hiicre var, boyanma yok, Grade 1: Boyanma < %10, Grade 2: % 10<Boyanma<% 50,

Grade 3: % 50<Boyanma<% 80

*:1n (%)
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Tablo 9. Cahsma Gruplarinin Brons Duvari Biyopsi Orneklerinden Elde Edilen Notrofillerin Fas,
Bax ve Kaspaz 3 ile Boyanma Dereceleri

SAGLIKLI KOAH
Notrofil g.rup-l Grup- 2 G.rup-3 Grup-4
igara Sigara icen Toplam Sigara Sigara icen Toplam
birakms & ¢ n:44 birakms & ¢ n:31
n:33 n:20
n:11 n:11

Fas*
Hiicre yok 5(45,5) 14(42,4) 19(43,2) 5(45,5) 6(30,0) 11(35,5)
Grade 0 0(0) 1(3,0) 1(2,3) 1(9,1) 0(0) 1(3,2)
Grade 1 1(9,1) 2(26,1) 3(6,8) 1(9,1) 1(5,0) 2(6,5)
Grade 2 1(9,1) 6(18,2) 7(15,9) 1(9,1) 5(25,0) 6(19,4)
Grade 3 4(36,4) 10(30,3) 14(31,8) 3(27,3) 8(40,0) 11(35,5)
Bax*
Hiicre yok 7(63,6) 15(45,5) 22(50,0) 5(45,5) 5(25,0) 10(32,3)
Grade 0 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Grade 1 0(0) 2(6,1) 2(4,5) 0(0) 2(10,0) 2(6,5)
Grade 2 0(0) 4(12,1) 4(9,1) 1(9,1) 2(10,0) 3(9,7)
Grade 3 4(36,4) 12(36,4) 16(36,4) 5(45,5) 11(55,0) 16(51,6)
Kaspaz3*
Hiicre yok 5(45,5) 13(39,4) 18(40,9) 5(45,5) 6(30,0) 11(35,5)
Grade 0 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Grade 1 2(18,2) 1(3,0) 3(6,8) 0(0) 1(5,0) 1(3,2)
Grade 2 1(9,1) 8(24,2) 9(20,5) 1(9,1) 8(40,0) 9(29,0)
Grade 3 3(27,3) 11(33,3) 11(31,8) 5(45,5) 5(25,0) 10(32,3)

Grade 0: Hiicre var, boyanma yok, Grade 1: Boyanma <%10, Grade 2: % 10<Boyanma<% 50,

Grade 3: % 50<Boyanma<% 80

*:n (%)
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Tablo 10. Calisma Gruplarmnin Brons Duvar1 Biyopsi Orneklerinden Elde Edilen Makrofajjlarin

Fas, Bax ve Kaspaz 3 ile Boyanma Dereceleri

SAGLIKLI KOAH
Grup-1 Grup-3

Makrofaj Sigara S.G rup- 2 Toplam Sigara .Grup.- 4 Toplam

birakmis 1gara icen n:44 birakmis Sigara igen n:31

n:33 n:20
n:11 n:11

Fas*
Hiicre yok 0(0) 1(3,0) 1(2,3) 0(0) 1(5,0) 1(3,2)
Grade 0 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Grade 1 1(9,1) 2(6,1) 3(6,8) 1(9,1) 0(0) 1(3,2)
Grade 2 2(18,2) 6(18,2) 8(18,2) 3(27,3) 2(10,0) 5(16,1)
Grade 3 8(72,7) 24(72,7) 32(72,7) 7(63,6) 17(85,0) 24(77,4)
Bax*
Hiicre yok 2(18,2) 3(9,1) 5(11,4) 0(0) 0(0) 0(0)
Grade 0 1(9,1) 2(6,1) 3(6,8) 0(0) 1(5,0) 1(3,2)
Grade 1 0(0) 2(6,1) 2(4,5) 1(9,1) 2(10,0) 3(9,7)
Grade 2 2(18,1) 6(18,2) 8(18,2) 3(27,3) 2(10,0) 5(16,2)
Grade 3 6(54,5) 20(60,6) 26(56,1) 7(63,6) 15(75,0) 22(75,0)
Kaspaz3*
Hiicre yok 2(18,2) 4(12,1) 6(13,6) 1(9,1) 1(%5,0) 2(6,5)
Grade 0 0(0) 2(6,) 2(4,5) 0(0,0) 2(%10,0) 2(6,5)
Grade 1 0(0) 3(9,1) 3(6,8) 2(18,2) 4(%?20,0) 6(19,4)
Grade 2 2(18,2) 10(30,3) 12(27,3) 2(18,2) 5(25,0) 7(22,6)
Grade 3 7(63,6) 14(42,4) 21(47,7) 6(54,5) 8(%40,0) 14(45,2)

Grade 0: Hiicre var, boyanma yok, Grade 1: Boyanma <% 10, Grade 2: % 10<Boyanma<% 50,

Grade 3: % 50<Boyanma<% 80

*: (%)
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Tablo 11. Cahsma Gruplarimn Brons Duvari Biyopsi Orneklerinden Elde Edilen Epitel

Hiicrelerinin Fas, Bax ve Kaspaz 3 ile Boyanma Dereceleri

SAGLIKLI KOAH

Epitel Grup-1 Grup- 2 Toplam Grup-3 Grup-4 Toplam
hiicreleri Sigara Sigara icen n:44 Sigara Sigara icen n:31

birakmg n:33 birakmg n:20

n:11 n:11
Fas*
Hiicre yok 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Grade 0 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Grade 1 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Grade 2 1(9,1) 6(18,2) 7(15,9) 1(9,1) 1(5,0) 2(6,5)
Grade 3 10(90,9) 27(81,8) 37(84,1) 10(90,9) 19(95,0) 29(93,5)
Bax*
Hiicre yok 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Grade 0 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Grade 1 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Grade 2 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Grade 3 11(100) 33(100) 44(100) 11(100) 20(100) 31(100)
Kaspaz3*
Hiicre yok 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Grade 0 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Grade 1 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Grade 2 0(0) 1(3,0) 1(2,3) 0(0) 0(0) 0(0)
Grade 3 11(100) 32(97,0) 43(97,7) 11(100) 11(100) 31(100)

Grade 0: Hiicre var, boyanma yok, Grade 1: Boyanma <%10, Grade 2: % 10<Boyanma<% 50,

Grade 3: % 50<Boyanma<% 80

*:1n (%)

Calismada incelenen saglikli bireyler ve KOAH’l1 hastalar,

ozelliklerine gore gruplandirildiginda her bir

sigara igme

grubun brons mukoza biyopsi

orneklerinden elde edilen epitel hiicreleri ve inflamatuar hiicrelerin (lenfosit, notrofil,

makrofaj, mast ve eozinofil) Hematoksilen eozin ile boyanma dereceleri Tablo 12°de

gosterilmistir. Epitel hiicreleri ve toplu olarak degerlendirilen inflamatuar hiicrelerin

boyanma dereceleri yOniinden gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark

saptanmamuistir.
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Tablo 12. Calisma Gruplarmn Brons Duvari Biyopsi Orneklerinden Elde Edilen Epitel Hiicreleri
ve Inflamatuar Hiicrelerin Hematoksilen Eozin ile Boyanma Dereceleri

SAGLIKLI KOAH
Grup-1 Grup- 2 Toplam Grup-3 Grup-4 Toplam
Sigara Sigara icen n:44 Sigara Sigara icen n:31
birakmig n:33 birakms n:20
n:11 n:11

Epitel hc.
HE
Hiicre yok 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Grade 0 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Grade 1 8(72,7) 18(54,5) 26(59,1) 6(54,5) 13(65,0) 19(61,3)
Grade 2 3(27,3) 15(45,5) 18(40,9) 5(45,5) 7(35,0) 12(38,7)
Grade 3 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
infl. he.
HE
Hiicre yok 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Grade 0 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0) 0(0)
Grade 1 2(18,2) 3(9,1) 5(11,4) 1(9,1) 3(15,0) 4(12,9)
Grade 2 3(27,3) 18(54,5) 21(47,7) 4(36,4) 8(40,0) 12(38,7)
Grade 3 6(54,5) 12(36,4) 18(40,9) 6(54,5) 9(45,0) 15(48.,4)

Grade 0: Hiicre var, boyanma yok, Grade 1: Boyanma <% 10, Grade 2: %10<Boyanma<%50,
Grade 3: % 50<Boyanma<% 80
*:n (%)

Calismada incelenen gruplarin brons duvarindaki lenfositlerin Fas, Bax ve Kaspaz
3 antikorlari ile pozitif boyanma derece ortalamalar1 Tablo 13’de gosterilmistir. Sigarayi
birakmis saglikli grup (Grup 1) ile sigaray1 birakmis KOAH’l1 grup (Grup 3) kaspaz 3
ile boyanan lenfosit derece ortalamalar1 yoniinden karsilastirildiginda sigarayr birakmis
KOAH’I1 grubun derece ortalamasinin daha yiiksek oldugu gozlenmistir. Ancak bu
yiikseklik istatistiksel olarak anlamli bulunmamuistir. Sigarayr birakmis saglikli grup
(Grup 1) ile sigaray1 birakmis KOAH’I1 grup (Grup 3) Fas ve Bax ile brons duvarindaki
lenfositlerde pozitif boyanma derece ortalamalar1 yoniinden karsilastirildiginda heriki
boyama yonteminde de gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark bulunamamustir.
Diger tim gruplar Fas, Bax ve Kaspaz 3 ile brons duvarindaki lenfositlerde pozitif
boyanma derece ortalamalar1 yoniinden karsilastirildiginda her ii¢ boyama yonteminde

de gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamistir.
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Tablo 13. Fas, Bax ve Kaspaz 3 ile Brons Duvarmdaki Lenfositlerde Pozitif Boyanma Derece
Ortalamalar1 ve Derece Ortalamalarmin Gruplar Arasi Karsilastirilmasi

GRUP Fas (Lenfosit) Bax (Lenfosit) Kaspaz (Lenfosit)
Grup 1* 2,36+0,24 2,27+0,30 1,64+0,28
(3.0) (3.0) (2,0)
Grup 2% 2,50+0,11 2,160,15 2,06+0,17
(3,0) (2,0) (2,0)
Grup 1+ Grup 2* 2,46+0,10 2,19+0,13 1,95+0,15
(3,0) (2,0) (2)
Grup 3* 2,18+0,33 2,45+0,21 2,36+0,31
(3,0) (3,0) (3,0)
Grup 4* 2,60+0,11 2,20+0,21 1,85+0,23
(3,0) (2,5) (2,0)
Grup 3+ Grup 4* 2,45+0,14 2,29+0,16 2,03+0,19
(3,0) 3) 2
P degerleri
Grup 1 — Grup 2 0,75 0,57 0,22
Grup 1 — Grup 3 0,85 0,85 0,08
Grup 2 — Grup 4 0,66 0,74 0,46
Grup 3 — Grup 4 0,48 0,61 0,18
Grup1+Grup 2- 0,90 0,58 0,68
Grup 3+ Grup 4

*: ortalama grade+standart hata (median)

Grup 1: Saglikli sigara birakmis Grup 2: Saglikli sigara icen
Grup 3: KOAH sigara birakmis Grup 4: KOAH sigara icen
Grup 1+ Grup 2: Saglikli bireyler

Grup 3+ Grup 4: KOAH’I1 bireyler

Calismada incelenen gruplarin brons duvarindaki nétrofillerin Fas, Bax ve Kaspaz
3 antikorlar ile pozitif boyanma derece ortalamalar1 Tablo 14’de gosterilmistir. Tiim
gruplar; Fas, Bax ve Kaspaz ile brons duvari nétrofillerinde pozitif boyanma derece
ortalamalar1 yoniinden birbirleriyle karsilastirildiginda her iic boyama yonteminde de

gruplar arasinda istatistiksel olarak anlaml fark saptanmamustir.
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Tablo 14. Fas, Bax ve Kaspaz ile Brons Duvar1 Notrofillerinde Pozitif Boyanma Derece
Ortalamalar: ve Derece Ortalamalarmin Gruplar Arasi Karsilastirilmasi

GRUP Fas (Notrofil) Bax (Notrofil) Kaspaz (Notrofil)

Grup 1* 2,50+0,34 3,00£0,00 2,17+0,40
(3.0) (3.0) (2,5)

Grup 2% 2,32+0,20 2,56+0,17 2,50+0,14
(3,0) (3,0) (3,0)

Grup 1+ Grup 2* 2,360,17 2,64+0,14 2,42+0,14
3) 3) 3)

Grup 3* 2,00+0,52 2,830,17 2,830,17
(2,5) (3,0) (3,0)

Grup 4* 2,50+0,17 2,60+0,19 2,29+0,16
(3,0) (3,0) (2,0)

Grup 3+ Grup 4* 2,35+0,20 2,67+0,14 2,45+0,14
3) 3) (2,5)

P degerleri

Grup 1 — Grup 2 0,69 0,34 0,53

Grup 1 — Grup 3 0,59 0,76 0,31

Grup 2 — Grup 4 0,65 0,75 0,29

Grup 3 — Grup 4 0,55 0,68 0,09

Grup1+Grup 2- 0,97 0,82 0,98

Grup 3+ Grup 4

*: ortalama grade+standart hata (median)

Grup 1: Saglikl sigara birakmig Grup 2: Saglikli sigara icen
Grup 3: KOAH sigara birakmis Grup 4: KOAH sigara icen
Grup 1+ Grup 2: Saglikli bireyler

Grup 3+ Grup 4: KOAH’11 bireyler

Calismada incelenen gruplarin brons duvarindaki makrofajlarin Fas, Bax ve
Kaspaz 3 antikorlar1 ile pozitif boyanma derece ortalamalar1 Tablo 15°de
gosterilmistir. Ttim gruplar; Fas, Bax ve Kaspaz ile brons duvar1 makrofajlarinda pozitif
boyanma derece ortalamalar1 yoniinden birbirleriyle karsilastirildiginda her ii¢c boyama

yonteminde de gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir.
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Tablo 15. Fas, Bax ve Kaspaz ile Brons Duvar1 Makrofajlarinda Pozitif Boyanma Derece

Ortalamalar: ve Derece Ortalamalarmin Gruplar Arasi Karsilastirilmasi

GRUP Fas (Makrofaj) Bax (Makrofaj) Kaspaz (Makrofaj)

Grup 1* 2,64+0,20 2,71+0,07 2,78+0,15
(3,0) (3,0) (3.0)

Grup 2% 2,69+0,10 2,47+0,16 2,24+0,17
(3,0) (3,0) (2,0)

Grup 1+ Grup 2* 2,67+0,09 2,46+0,15 2,37+0,14
3) 3) 3)

Grup 3* 2,55+0,21 2,55+0,21 2,40%0,27
(3.0) (3.0) (3,0)

Grup 4* 2,89+0,07 2,55+0,20 2,00+0,24
(3.0) (3.0) (2,0)

Grup 3+ Grup 4* 2,77+0,09 2,55+0,15 2,14+0,18
3) 3) 2

P degerleri

Grup 1 — Grup 2 0,90 1,00 0,14

Grup 1 — Grup 3 0,75 1,00 0,45

Grup 2 — Grup 4 0,19 0,61 0,45

Grup 3 — Grup 4 0,23 0,73 0,38

Grup1+Grup 2- 0,55 0,71 0,36

Grup 3+ Grup 4

*: ortalama grade+standart hata (median)
Grup 1: Saglikl sigara birakmig Grup 2: Saglikli sigara icen
Grup 3: KOAH sigara birakmis Grup 4: KOAH sigara icen

Grup 1+ Grup 2: Saglikli bireyler
Grup 3+ Grup 4: KOAH’11 bireyler

Calismada incelenen gruplarin brons duvarindaki brong epitel hiicrelerinin Fas,
Bax ve Kaspaz 3 antikorlarn ile pozitif boyanma derece ortalamalari Tablo 16’da
gosterilmistir. Tiim gruplar; . Fas, Bax ve Kaspaz 3 ile brons epitel hiicrelerinde pozitif
boyanma derece ortalamalar1 yoniinden birbirleriyle karsilastirildiginda her ti¢ boyama

yonteminde de gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli fark saptanmamustir.
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Tablo 16. Fas, Bax ve Kaspaz 3 ile Brons Epitel Hiicrelerinde Pozitif Boyanma Derece
Ortalamalar: ve Derece Ortalamalarmin Gruplar Arasi Karsilastirilmasi

GRUP Fas (Epitel) Bax (Epitel) Kaspaz (Epitel)
Grup 1* 2,91+0,09 3,00£0,00 3,00£0,00
(3.0) (3.0) (3.0)
Grup 2% 2,82+0,07 3,00+0,00 2,97+0,03
(3,0) (3,0) (3,0)
Grup 1+ Grup 2* 2,84+0,56 3,00+0,00 2,98+0,02
3) (3.0) (3.0)
Grup 3* 2,91+0,09 3,00+0,00 3,00+0,00
(3,0) (3,0) (3,0)
Grup 4* 2,95+0,05 3,00£0,00 3,00£0,00
(3,0) (3,0) (3,0)
Grup 3+ Grup 4* 2,94+2 45 3,00£0,00 3,00£0,00
(3,0) (3,0) (3,0)
P degerleri
Grup 1 — Grup 2 0,67 1,00 0,89
Grup 1 — Grup 3 1,00 1,00 1,00
Grup 2 — Grup 4 0,17 1,00 0,44
Grup 3 — Grup 4 0,86 1,00 1,00
Grup1+Grup 2- 0,22 1,00 0,40
Grup 3+ Grup 4

*: ortalama grade+standart hata (median)

Grup 1: Saglikl sigara birakmig Grup 2: Saglikli sigara icen
Grup 3: KOAH sigara birakmis Grup 4: KOAH sigara icen
Grup 1+ Grup 2: Saglikli bireyler

Grup 3+ Grup 4: KOAH’11 bireyler

Calismada incelenen gruplarin brons duvarindaki epitel ve inflamatuar hiicrelerin
H.E. ile pozitif boyanma derece ortalamalar1 Tablo 17°de gosterilmistir. Tiim gruplar;
Hematoksilen eozin ile brong epitel ve inflamatuar hiicrelerinde pozitif boyanma derece
ortalamalar1 yOniinden birbirleriyle karsilastirildiginda gruplar arasinda istatistiksel

olarak anlaml fark saptanmamustir.
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Tablo 17. Hematoksilen Eozin ile Brons Epitel ve inflamatuar Hiicrelerinde Pozitif Boyanma
Derece Ortalamalar: ve Derece Ortalamalarinin Gruplar Arasi Karsilastirilmasi

GRUP HE (Epitel) HE (Inflamatuar hc.)
Grup 1* 1,27+0,14 2,36+0,24
(1,0) (3,0
Grup 2% 1,45+0,09 2,27+0,11
(1,0) (2,0
Grup 1+ Grup 2* 1,41+0,07 2,30+0,10
(1,0) (2,0
Grup 3* 1,45+0,16 2,45+0,21
(1,0) (3,0)
Grup 4* 1,35+0,11 2,30+0,16
(1,0) (2,0)
Grup 3+ Grup 4* 1,39+0,89 2,35+0,13
(1,0) (2,0)
P degerleri
Grup 1 — Grup 2 0,38 0,61
Grup 1 — Grup 3 0,48 0,90
Grup 2 — Grup 4 0,46 0,78
Grup 3 - Grup 4 0,64 0,61
Grup1+Grup 2- 0,85 0,65
Grup 3+ Grup 4

*: ortalama grade+standart hata (median)

Grup 1: Saglikli sigara birakmis Grup 2: Saglikli sigara icen
Grup 3: KOAH sigara birakmis Grup 4: KOAH sigara icen
Grup 1+ Grup 2: Saglikli bireyler

Grup 3+ Grup 4: KOAH’I1 bireyler

Sigara icme yogunlugu (paket/yil) ile lenfosit, noétrofil, makrofaj ve epitel
hiicrelerin Fas, Bax ve Kaspaz 3 ile boyanma dereceleri arasinda korelesyon
saptanmamistir. Sigara icme yogunlugu (paket/yil) ile inflamatuar hiicrelerin ve epitel
hiicrelerinin H.E. ile boyanma dereceleri arasinda da korelasyon saptanmamustir. Sigara
icme yogunlugu (paket/y1l) ile lenfosit, notrofil, makrofaj ve epitel hiicrelerinin Kaspaz
3 ile boyanma dereceleri arasindaki korelesyon sirasiyla Sekil 19, Sekil 20, Sekil 21 ve

Sekil 22°de gosterilmistir.
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Sekil 16. Sigara icme yogunlugu (paket/y1l) ile lenfositlerin Kaspaz 3 ile boyanma derecesi
arasindaki korelesyon
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Sekil 17. Sigara icme yogunlugu (paket/y1l) ile notrofillerin Kaspaz 3 ile boyanma derecesi
arasindaki korelesyon
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FEV1 (beklenenin yiizdesi ve It olarak) diizeyi ile lenfosit, notrofil, makrofaj ve
epitel hiicrelerin Fas, Bax ve Kaspaz 3 ile boyanma dereceleri arasinda korelesyon
saptanmamistir. FEV1 (beklenenin yiizdesi ve It olarak) diizeyi ile inflamatuar
hiicrelerin ve epitel hiicrelerinin H.E. ile boyanma dereceleri arasinda da korelasyon
saptanmamustir. FEV1 yiizdesi ile lenfosit, notrofil, makrofaj ve epitel hiicrelerinin
Kaspaz 3 ile boyanma dereceleri arasindaki korelesyon sirasiyla Sekil 23, Sekil 24,

Sekil 25 ve Sekil 26’da gosterilmistir.
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Sekil 18. FEV1 yiizdesi ile lenfositlerin Kaspaz 3 ile boyanma derecesi arasindaki korelesyon
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Sekil 19. FEV1 yiizdesi ile nétrofillerin Kaspaz 3 ile boyanma derecesi arasindaki korelesyon

Fas, Bax ve Kaspaz 3 ile boyanan lenfositlerde Fas boyama derecesi ile Bax
boyama derecesi, Fas boyama derecesi ile kaspaz boyama derecesi ve Bax boyama
derecesi ile kaspaz 3 boyama derecesi arasinda anlamli korelasyon saptanmustir (r>0.70

miikemmel, r=0.50-0.70 1yi, r<0.50 zay1f korelasyon) (Tablo 18).

Tablo 18. Fas, Bax ve Kaspaz 3 ile Boyanan Lenfositlerde Fas, Bax ve Kaspaz 3’iin Boyama
Derecelerinin Birbirleri Ile Korelasyonu (r )

Bax lenfosit Kaspaz 3lenfosit
Fas lenfosit 0,32" 047"
Bax lenfosit 0,54
** p<0.01
* p<0.05
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Fas, Bax ve Kaspaz 3 ile boyanan notrofillerde Fas boyama derecesi ile Bax
boyama derecesi, ve Bax boyama derecesi ile kaspaz 3 boyama derecesi arasinda
anlaml1 korelasyon saptanmistir (Tablo 19).

Tablo 19. Fas, Bax ve Kaspaz 3 ile Boyanan Notrofillerde Fas, Bax ve Kaspaz 3’iin Boyama
Derecelerinin Birbirleri ile Korelasyonu (r )

Bax notrofil Kaspaz 3 notrofil
Fas notrofil 046" 0,00
Bax notrofil 0,40
** p<0.01
* p<0.05

Fas, Bax ve Kaspaz 3 ile boyanan makrofajlarda Fas boyama derecesi ile Bax
boyama derecesi, ve Bax boyama derecesi ile kaspaz 3 boyama derecesi arasinda
anlaml korelasyon saptanmistir (Tablo 20).

Tablo 20. Fas, Bax ve Kaspaz 3 ile boyanan makrofajlarda Fas, Bax ve Kaspaz 3’iin boyama
derecelerinin birbirleri ile korelasyonu (r )

Bax makrofaj Kaspaz 3 makrofaj
Fas makrofaj 035" 0,13
Bax makrofaj 0,56
** p<0.01
* p<0.05

Fas, Bax ve Kaspaz 3 ve H.E. ile boyanan epitel hiicrelerinde boyama
yontemlerinin boyama dereceleri yoniinden birbirleriyle aralarinda korelasyon
saptanmamaigtir.

Tablo 20. Fas, Bax ve Kaspaz 3 ile boyanan makrofajlarda Fas, Bax ve Kaspaz 3’iin boyama
derecelerinin birbirleri ile korelasyonu (r )

Fas epitel Kaspaz epitel
Fas epitel hc. -0,43
H.E epitel -0,20 -0,14
** p<0.01
* p<0.05
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5. TARTISMA

Bu calismada, biiyiik hava yollarindan bronkoskobi ile elde edilen brons mukoza
biyopsi Orneklerinde sigaray1 birakan ve halen icen saglikli bireyler ve© KOAH’I1
hastalarda apoptotik brons epitel hiicreleri ve subepitelyal inflamatuar hiicreler (lenfosit,
notrofil ve makrofaj) yoniinden anlamh fark saptanmamustir. Calismada apoptozis
varlig1, apoptozis siirecinin degisik basamaklarinda rol oynayan ii¢ degisik molekiiliin
(Fas, Bax ve Kaspaz 3) immiinohistokimyasal olarak boyanma dereceleri ile
arastirtlmistir.  Bildigimiz kadariyla bu c¢alisma, KOAH’li hastalarin biiyiik hava
yollarinda bulunan epitel ve inflamatuar hiicrelerdeki apoptozis varligini arastiran ilk
calismadir.

[k kez 2000 yilinda Segura-Valdez ve arkadaslari tarafindan KOAH’1I1 hastalarmn
akciger dokusunda bulunan endotel ve epitel hiicrelerinde apoptozis varligi
gosterilmistir' . Daha sonraki yillarda KOAH’l1 veya amfizemli hastalarin periferik
kan, BAL veya akciger doku orneklerinin kullanildig: ¢alismalarda da benzer sonuglar
elde edilmigtir''''>!4118119 9005 yilinda S.Hodge ve arkadaslarinin yayinladig: bir
calismada KOAH’l1 hastalarin 2-4 mm capindaki hava yollarindan brons fircalama
yontemi ile elde edilen brons epitel hiicrelerindeki ve BAL ile elde edilen T
lenfositlerdeki apoptozisin KOAH’l1 hasta grubunda, hi¢ sigara i¢cmemis kontrol
grubuna gore daha fazla oldugu gésterilmistir4. KOAH’1 hastalarla yapilmis tek bir
calismada, notrofil apoptozisinde degisiklik olmadigi gosterilmisken'', makrofaj
apoptozisinin  degerlendirildigi herhangi bir calisma bulunamamistir. KOAH
hastalarinin akcigerlerinde apoptotik temizleme mekanizmalarinin etkinliginin azaldigi
ve makrofajlarin apoptotik hiicreleri taniyip temizlemesinde bir yetersizlik oldugu
yoniinde kanitlar meveuttur®+5>#6, Apoptotik hiicrelerin yeterince temizlenememesi; bu
hiicrelerin  post-apoptotik sitolize (sekonder nekroz) wugrayarak proinflamatuar
mediatorlerin saliniminda artisa, buna ikincil olarak inflamasyona, proteinazlar ve
proimmiinolojik mediatorlerin salinimina, ayrica apoptotik yapisal hiicrelerin yerlerinin
yeni hiicrelerce doldurulmasinda engellenmeye neden olabilecegi ileri siiriilmektedir.

Elde edilen bu bulgularla apoptozisin akciger dokusunda harabiyet (amfizem) ve kiiciik
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hava yollarinin yap1 ve fonksiyonlarinin bozulmasina neden olarak KOAH
patogenezinde rol oynadigi diisiiniilmektedir.

Bu calismada halen sigara icen ve sigaray1 birakan saglikli bireyler arasinda ve
halen sigara icen ve sigarayr birakan KOAH’lilar arasinda, apoptotik brons epitel
hiicreleri ve inflamatuar hiicreler (lenfosit, notrofil ve makrofaj) yoniinden anlamli fark
saptanmamustir. Saglikli bireylerin cerrahi doku oOrnekleri ile yapilan ¢alismalarda
sigaray1 birakan ve halen icmeye devam eden bireylerin alveolar epitel hiicreleri ve
subepitelyal lenfositlerindeki apoptozis seviyelerinin benzerlik gosterdigi tespit
edilmistir’ ' >""*""? " Sigara birakilsa bile apoptozisin ayni yogunlukta devam etmesi,
sigara dumanindan baska baz1 faktorlerin de apoptoziste etkili olabilecegini
diisiindiirmektedir. Saglikli bireylerin bronsial biyopsi orneklerinin kullanildigi bir
caligsmada, sigara icen saglikli bireylerin sigaray1 biraktiktan sonra mast hiicre sayisinda
azalma, B lenfosit sayisinda artma saptanirken, CD3, CD4, CDS8, makrofaj, nétrofil ve
eozinofil sayilarinda degisiklik saptanmamustir'”. Sigara icmeye devam eden ve
birakmis olan saglikli bireylerin balgam ve BAL orneklerinin kullanildig1 ¢calismalarin
bir kisminda sigaranin birakilmasiyla nétrofil, lenfosit, makrofaj ve eozinofil sayisinda
azalma, bir kisminda notrofil, lenfosit, makrofaj, eozinofil, bazofil sayisinda ve
inflamatuar mediator (IL8) seviyesinde sabit kalma, bir kisminda ise lenfosit sayisinda

s 121,122,123,124,125
artma tespit edilmistir.

. Bizim ¢alismamizdaki saglikli bireyler arasinda
sigaray1r birakmanin hava yolu epitel hiicreleri ve subepitelyal inflamatuar hiicre
apoptozisleri iizerine etkili olmamasinin muhtemel nedeni sigara birakildiktan sonra da
inflamasyonun devam etmesi ve siiregen inflamasyonun apoptozise direng olusturmasi
olabilir.

KOAH’l1 hastalardan brons fircalama yontemi ile elde edilen brong epitel
hiicreleri ve BAL yontemi ile elde edilen T lenfosit apoptozislerinin degerlendirildigi
bir caligmada sigaray1 birakmis ve halen i¢en hastalar arasinda brong epitel hiicresi ve T
lenfosit apoptozis yogunlugu yoniinden farklilik tespit edilmemistir’. Bu calismanin
sonuclari, bizim caligmamizdan elde ettigimiz sonuglar ile uyumludur. KOAH’I1
hastalar ile yapilan cesitli calismalarda sigara birakildiktan sonra da hava yolu
mukozasindaki inflamasyonun devam ettigi gdsterilmistir'?*'**'?*'?7. KOAH'I1

hastalarin bronsiyal biyopsi 6rneklerinin kullanildigi ¢alismalarda sigarayr birakmis ve

halen icen hastalar arasinda hava yolu CD4+, CD8+ T lenfosit, notrofil, makrofaj,
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eozinofil ve mast hiicre sayisi yoniinden anlamli farkhilik saptanmamugtir'?*'?>'%’.

Materyal olarak KOAH’I1 hastalarin balgaminin kullanildigi ¢alismalardan birisinde
sigaray1 birakmis ve halen icen hastalar arasinda lenfosit, notrofil, makrofaj ve eozinofil

sayilart yoniinden farklilik salptanmazken126

, baska bir calismada sigara birakan
hastalarin notrofil ve lenfosit sayisinda artis gosterilmistir'”. KOAH’ta kronik
inflamatuar yanitin devam etmesini saglayan faktorlerin, artmis apoptozise de katkida
bulunabilecegi diisiiniilmektedir. Bu faktorler arasinda artmis noétrofil sayisi, sitotoksik
T-hiicreleri, Fas aktivasyonu, TNF-a ve TGFp’nin neden oldugu oksidatif stres ve
poteolitik enzimlerin salintminda arti§ ve hava yollarinda bakteri kolonizasyonuna bagli
olarak ortaya cikan inflamatuar yamtlar yer almaktadir'®'%1%19719% " Aypica, apoptotik
stimulusa hiicre cevabinda genetik olarak olusan degisikliklerin de KOAH’da gozlenen
apoptozis artisina katkida bulunabilecegi ileri siiriilmektedir'®.

Bu calismada halen sigara icen ve sigaray1 birakmis saglikli bireyler ve KOAH’I1
hastalar arasinda biiyiikk hava yollarindaki apoptotik brons epitel hiicreleri ve
inflamatuar (lenfosit, notrofil ve makrofaj) hiicreler yoniinden anlamli fark
saptanmamustir. Buna ek olarak sigaray1 birakan saglikli bireyler ve KOAH’l1 hastalar
arasinda ve halen sigara icen saglikli bireyler vee KOAH’l1 hastalar arasinda da
apoptotik hiicreler yoniinden anlamli farklilik bulunamamistir. Oysa KOAH’l1 veya
amfizemli hastalarun akciger parankimini yansitan cerrahi doku  Orneklerinin
kullanildig1 calismalarin ¢ogunda alveoler epitel hiicrelerindeki apoptozis seviyesi, hem
hi¢ sigara icmemis hem de halen sigara icen kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek
bulunmustur'' "'*"'*. KOAH’I1 hastalarin 2-4 mm genislikteki hava yollarini yansitan
brons fircalama Orneklerindeki brons epitel hiicrelerinin apoptozis seviyesinin
arastirildigl baska bir ¢alismada da benzer sonuclar bulunmustur’. KOAH’I1 hastalarin
inflamatuar hiicre apoptozisleri ile ilgili yapilan iki ¢aligmanin birisinde BAL 6rnegi
kullanilmis ve KOAH’11 hastalarda T lenfosit apoptozisinin hi¢ sigara igmeyen kontrol
grubuna gore arttifi gésterilnlisken4, diger calismada balgam ©Ornegi kullanilmis ve
notrofil apoptozisinin hi¢ sigara igcmeyen kontrol grubuna gore degisiklik gostermedigi
saptanmugtir' ', Bizim caligmamizda da notrofil apoptozisi yoniinden benzer sonuglar
bulunmustur. Calismamizdaki saglikli bireyler ve KOAH’I1 hastalar arasinda apoptotik

hiicreler yoniinden farklilik saptanmamasinin nedeni, inceledigimiz kontrol grubunun

ozelligi ve aldigimiz 6rnegin yeri ile iligkili olabilir.
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Diger calismalarda kontrol grubu olarak genellikle sigara igmemis saglikli
bireyler alinmigken bizim ¢alismamizdaki kontrol grubunun tiimiiniin sigaray1 birakmis
ve halen sigara icen bireylerden olusmasi calisma sonuclarimizi etkilemis olabilir.
Ciinki, sigara icimi birakilsa dahi inflamasyonun devam ediyor olmasi, sigaray1 birakan
grupta apoptozisi tetikleyebilir ve c¢alisma gruplari arasinda apoptozis seviyesi
yoniinden farklilik ¢citkmamasina neden olmus olabilir.

1967 yilinda Fletcher ve arkadaslarinin yaptig1 epidemiyolojik ¢alismada kronik
mukus hipersekresyonu varligimin KOAH’a ilerlemedigi gbsterilmiskenlzg, daha sonra
yapilan epidemiyolojik calismalarda kronik mukus hipersekresyonunun ileri evre
KOAH’lilarda FEV1 diisiisiine katkida bulunabilecegi gdsterilmistirlzg. FEV1 azalmasi
esas olarak periferik hava yollarindaki daralmadan ve agir amfizemden
kaynaklanmaktadir. Yapilan calismalarda KOAH’I1 hastalarin kiiciik hava yollarindaki
inflamasyon, fibrozis ve liiminal eksudasyon derecesi ile FEV1’deki azalma arasinda
iliski oldugu gﬁsterilmistirl. Amfizem siddeti ile FEV1’deki azalma arasinda iliski
oldugu da yapilan ¢alismalarda saptanmlster %, Bu nedenle, calismamizda biiyiik hava
yollarindan aldigimiz brons mukoza biyopsi Ornekleri, KOAH’da asil etkilenmenin
oldugu akciger parankimi ve kiiciik hava yollarindaki apoptotik siireci yansitmamis
olabilir.

Astimli hastalarin biiyiik hava yollarindan alinan brons mukoza Orneklerinin
kullanildigr bir ¢alismada astimli hastalarin lenfosit, makrofaj ve eozinofil sayilarinin
kontrol grubuna gore anlamli olarak yiiksek olmasina karsin apoptozislerinin kontrol
grubu kadar diisiik oldugu ve anti-apoptotik molekiil olan Bcl-2 seviyesinin kontrol
grubundan anlaml olarak yiiksek oldugu gbsterilmistir13 '. Yapilan baska bir calismada
astiml1 hastalarin biiytik hava yollarindaki T lenfosit sayisinin kontrol grubuna gore
daha fazla oldugu, apoptozislerinin ise daha az oldugu saptanmustir'>>. Astimli
hastalarin balgam orneklerinin kullanildig1 bir baska calismada, astimli hastalarda
kontrol grubuna gore eozinofil sayisinin arttifi, apoptozisinin ise azaldigi tespit
edilmistir'”. Astimli hastalarm apoptotik inflamatuar hiicre sayilarmm az olmasi,
apoptotik hiicrelerin ¢cok hizli bir sekilde fagositik hiicrelerce temizlenmesine, GM-CSF
nedeniyle inflamatuar hiicrelerin yasam siirelerinin uzamasina, anti-apoptotik protein
olan Bcl-2 ekspresyonunun artisina veya T lenfositlerde apoptozise neden olan IFN-y

iiretiminde azalma olmasina baglanmustir'™*. IPF’li (idiyopatik pulmoner fibrozis)
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hastalarin biiyiilk hava yollarindaki ve alveollerdeki epitel hiicre apoptozisinin
arastirildig1 ¢calismalarda IPF’li hastalarda apoptotik epitel hiicrelerinin kontrol grubuna

gore anlamli olarak yiiksek oldugu gésterilmistir135

. IPF’li hastalarin epitel hiicre
apoptozis artisinin, proapoptotik (bax, kaspaz 3, p53, p21) ve antiapoptotik (Bcl-2)
molekiillerin ekspresyonlar1 arasindaki dengenin proapoptotikler lehine bozulmasi ile
aciklanabilecegi ve apoptozis artisinin epitelizasyonda gecikme veya yetersizlige neden
olarak fibroblastik aktivite artisina katkida bulunabilecegi diisiintilmiistiir'. Yaptigimiz
calismada KOAH’I1 hastalar ile kontrol grubu arasinda apoptotik brons epitel ve
inflamatuar hiicreler yoOniinden farkliik saptamamamizin nedeni, KOAH ve
inflamasyonla iligkili diger akciger hastaliklarindaki hava yolu inflamasyon siire¢lerinin
birbirlerinden farklilik gostermesi ile iligkili olabilir.

Hava yolu epitel hiicreleri; viral ve bakteriyel enfeksiyon, hiicre iskeletinde
meydana gelen bozukluk, asir1 oksijen maruziyeti, IFN-y, TNF-a, Fas, TGF-B ve
kortikosteroidler nedeniyle olusan hasarli hiicrelerin temizlenmesi, sigara dumani ve
allerjenlerin yol actigi hiperplastik degisikliklerin diizeltilmesi ve inflamasyonun
kontrolii gibi bircok durumda apoptozise ugrarlar. Bizim c¢alismamizda hi¢ sigara
icmemis saglikli kontrol grubunun bulunmayisi hem sigara i¢iminin hem de KOAH’1n
hava yolu epitel hiicre ve subepitelyal inflamatuar hiicre apoptozisi iizerindeki etkilerini
degerlendirmemizi gii¢lestirmistir.

Bu calismada kontrol grubunun tiimiiniin eskiden ve halen sigara icen bireylerden
olugsmus olmasi, lokal anestezide lidokain kullanilmis olmasi, sigara icme durumunun
objektif testler yerine kisilerin ifadelerine dayanmasi, immiinohistokimyasal boyanma
yontemi olarak apoptozis mekanizmasinin son basamagi olan aktif kaspaz 3 yerine
prokaspaz 3’iin kullanilmis olmasi, boyanmis hiicrelerin degerlendirilmesinde sayisal
yontem yerine yarisayisallagtirma yonteminin kullanilmis olmasi, calismada kullanilan
immiinohistokimyasal boyanma yonteminin daha ileri molekiiler yontemler ( flow
sitometri, ISEL, ss DNA vb.) ile desteklenmemis olmasi elde edilen sonuclart olumsuz
etkilemis olabilir.

Fas, Bax veya Kaspaz 3 ile boyanma dereceleri apoptozis ile iyi korelasyon
gostermesine ragmen, bu boyalar ile boyanmis hiicrelerde boyanma derecelerinin
yiiksek bulunmus olmasi bu hiicrelerin mutlaka apoptozise gideceklerini gostermez.

Ciinkii oldukca kompleks bir olay olan apoptozisin diizenlenmesine bir ¢ok molekiil

83



katilmaktadir. Bu molekiillerden bir kism1 pro-apoptotik etkiye sahipken, digerleri anti-
apoptotik etkiye sahiptir ve hiicrenin kaderini belirleyen; pro-apoptotik ve anti-
apoptotik molekiiller arasindaki dengedir. Bu nedenle immiinohistokimyasal yontem ile
calisilirken proapoptotik molekiillerin artist ile beraber anti-apoptotik molekiillerin de
durumunun saptanmasi gerekebilir. Ayrica apoptozisin degerlendirildigi ¢alismalarda
immiinohistokimyasal boyanma yontem ile elde edilen sonuclar diger yontemler ile elde
edilen sonuclarla her zaman Ortiismedigi i¢in immiinohistokimyasal yontemin diger
yontemler ile de desteklenmesi gerekmektedir.

Sonug olarak brons duvarinda immiinohistokimyasal olarak anti-Fas, anti-Bax ve
anti-kaspaz 3 ile boyanan lenfosit, notrofil, makrofaj ve epitel hiicrelerinin boyanma
derece ortalamalar1 yoniinden incelenen saglikli bireyler ve KOAH’11 hastalar arasinda
anlaml farklilik tespit edilmemistir. Bu sonug, ¢calismamizdaki saglikli grubun sigarayi
birakmis ve halen i¢cmekte olan bireylerden olusmus olmasi ile ve biiyilk hava
yollarindan elde edilen biyopsi Orneklerinin akciger parankimi ve kiiciik hava
yollarindaki apoptotik siireci yansitmamasi ile ilgkili olabilir. Bu konu ile ilgili yapilmis
calisma sayisinin oldukca yetersiz olmasi1 ve elde edilen sonuglarin celiskili olmasi,
daha genis calisma gruplarinda apoptozisin degisik yontemlerle degerlendirildigi
(immiinohistokimya, flow sitometri, ISEL, ssDNA vb.) calismalara gereksinim

oldugunu diisiindiirmektedir.
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6. SONUC VE ONERILER

KOAH’da havayolu epitel hiicreleri ve subepitelyal inflamatuar hiicrelerde
(Ienfosit, notrofil ve makrofaj) aptozis varligini arastirmak amaciyla KOAH’I1 hastalar
ve saglikli bireylerin bronsiyal biyopsi Ornekleri immiinohistokimyasal yOntemle
degerlendirilmistir.

1. Halen sigara icenler ile sigaray1 birakmis olan KOAH’lilar arasinda, apoptotik
brons epitel hiicreleri ve inflamatuar hiicreler (lenfosit, notrofil ve makrofaj) yoniinden
anlamli farklililk olmadig gosterilmistir. Sigara birakilsa bile apoptozisin aym
yogunlukta devam etmesi, sigara dumanindan baska mekanizmalarin da hava yolu
apoptozisinde rolii oldugunu diisiindiirmektedir.

2. Saglikli bireyler ve KOAH’l1 hastalar arasinda biiyiik hava yollarindaki
apoptotik brons epitel hiicreleri ve inflamatuar (lenfosit, notrofil ve makrofaj) hiicreler
yoniinden anlamli fark saptanmamasi, calismamizdaki kontrol grubunun sigarayi
birakan ve halen icmekte olan bireylerden olugsmus olmasi ile ve biiyiik hava
yollarindan elde edilen biyopsi Orneklerinin akciger parankimi ve kiiciik hava
yollarindaki apoptotik siireci yansitmamasi ile ilskili olabilir.

KOAH’da biiyiik hava yolu hiicrelerindeki aptozis varligininin ve bunun KOAH
patogenezi ile iligkisinin daha iyi anlagilmasi i¢in, daha genis ¢alisma gruplarinda biiyiik
hava yollariyla birlikte kii¢iik hava yollar1 ve/veya akciger parankim orneklerinin de
alindig1, apoptozisin degisik yontemlerle degerlendirildigi (immiinohistokimya, flow

sitometri, ISEL, ssDNA vb.) calismalara gereksinim duyulmaktadir.
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