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SIMGE VE KISALTMA LiSTESI

Simgeler

Na*
ng
nm
rpm

D™

Kisaltmalar

A549
AEC
AKT
A.U.
a-SMA
ALAT
APC
ATS
ABC
BAL
BMP
BrdU
BSA

Ac¢iklama

- Yiizde

: Mikrogram

: Mikrolitre

: Mikrometre

: Mikromolar

: Santigrad derece
- Amper

: Baz gifti

: Kalsiyum iyonu
: Dakika

: Relatif santrifiij kuvveti
: Kilo dalton

: Molar

: Miligram

: Mililitre

: Milimetre

: Sodyum iyonu

: Nanogram

: Nanometre

: Santrifiij rotor hiz1
: Voltaj

. Alfa

: Beta

: Delta

Aciklama

: Insan adenokarsinoma hiicre hatti
. Alveolar epitel hiicresi

: AKT serin/treonin kinaz

. Arbitrary Unit

. Alfa-diiz kas aktini

. Latin Amerika Toraks Birligi

: Adenomatozis polipozis coli proteini
: Amerikan Toraks Dernegi

. Aktif B-katenin

: Bronkoalveolar lavaj

: Kemik morfogenik proteini

: Bromodeoksi iiridin

- S18ir serum albumini



cAMP : Siklik adenozin monofosfat

cDNA : Tamamlayic1 deoksiriboniikleik asit
CGRP : Kalsitonin geniyle iligkili peptid

CGRPR : Kalsitonin geniyle iliskili peptid reseptorii
CK-1 : Kazein kinaz- 1

CO2 : Karbondioksit

Ct : Dongii esik degeri

CTGF : Bag doku biiylime faktorii

DAPI : 4’,6-Diamino-2- fenilindol

DLCO : Karbonmonoksit diffiizyon kapasitesi
DMEM : Dulbecco’nun modifiye edilmis medyumu
DMSO : Dimetil siilfoksit

DPBS : Dulbecco’nun modifiye fosfatla tamponlanmis tuz ¢ozeltisi
DVL : Disheveled proteini

ECM : Ektrasellular matriks

EDTA : Etilendiamin tetraasetik asit

EGF : Epiteliyal bliylime faktorii

EMT : Epiteliyal-mezenkimal gegis

ERS : Avrupa Solunum Dernegi

FBS : Fetal s1gir serumu

FEV1 : Zorlu ekspirasyon hacmi

FGF : Fibroblast biiyiime faktorii

FVC : Zorlu vital kapasite

FZD : Frizzled reseptor proteini

GRP - Gastrin serbestestirici peptid

GSK3p : Glikojen sentaz kinaz-3 beta

HsPO4 : Fosforik asit

HRCT . Yiiksek ¢oziintirliikli bilgisayarli tomografi
HRP : Yabanturbu peroksidazi

IGF  Insiilin benzeri biiyiime faktorii

IL : Interldkin

iPF : Idiyopatik pulmoner fibrozis

JRS : Japon Solunum Dernegi

LRP : LDL iliskili reseptor proteini

MAPK : Mitojen ile aktive olan kinaz benzeri protein
M-CSF : Monosit koloni sitiimiile edici faktor
MMP : Matriks metalloproteinaz

MRC5 : Insan fetal akciger fibroblastlari

MTT . 3-(4,5-dimetiltiyazoyil)-2,5-difeniltetrazolum bromid
NEB : Noroepiteliyal cisimcik

NSIP : Sik goriilmeyen idiyopatik pndmoni

PaO2 : Parsiyel oksijen basinci

PBS . Fosfatla tamponlanmis tuz ¢ozeltisi

PCR : Polimeraz zincir reaksiyonu

PDGF : Plateletten kdkenlenen biiyiime faktorii
PI3K : Fosfotidil inositol 3 kinaz

PKA : Protein kinaz A

PKC : Protein kinaz C

PNEC : Pulmoner néroendokrin hiicre
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gRT-PCR
RT-PCR
SDS-PAGE
TBR
TBS
TBST
TGF-p
TIMP
TNF-a
UIP
VEGF

: Kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu
: Ters transkriptaz polimeraz zincir reaksiyonu

: Sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jel elektroforezi
: Transforme edici biiylime faktorii-beta reseptorii

: Trisle tamponlanmis tuz ¢ozeltisi

: Tween-20 igeren trisle tamponlanmis tuz ¢ozeltisi

: Transforme edici biiylime faktorii-beta

: Metalloproteinaz inhibitorii

: Ttimor nekrozis faktor-alfa

: Sik goriilen idiyopatik pndmoni

> Vaskiiler endoteliyal bliylime faktorii
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Damisman: Prof. Dr. Fiisun OZTAY

Pulmoner fibrozis, alveolar epitelde siddetli hasar sonrasi inflamasyonun artisi, geri
doniistimsiiz olarak fibroblast ve miyofibroblast sayisinda artis ve ekstrasellular matriks
elemanlarimin asir1 birikimi ile karakterize edilir. Pulmoner néroendokrin hiicreler
havayollarinin dallanma bolgelerinde epitelde yerlesirler ve akciger fizyolojisinde ve
biyolojisinde fonksiyon gdsteren hiicrelerdir. Etkilerini iirettikleri biyoamin ve peptid
tabiatli molekiiller ile gergeklestirirler. Bu hiicrelerden salgilanan en 6nemli peptidler
gastrin serbestlestirici peptid (GRP) ve kalsitonin geniyle iligkili peptid (CGRP)’dir. Bu
peptidleri iceren PNEC’lerin pulmoner fibrozisli hastalarin akcigerlerinde arttig1
bilinmektedir. Ancak her iki peptidin pulmoner fibrozis patogenezindeki etkileri (hiicre
proliferasyonu, epiteliyal-mezenkimal gegis (EMT) ve fibroblast-miyofibroblast
farklilasmasi) molekiiler diizeyde arastirllmamistir. Bu caligmanin amaci, GRP ve
CGRP’nin hem epitel (insan A549 epitel hiicre hatti) hem de fibroblast (MRC5 insan
akciger fibroblastlar1) hiicrelerinde proliferasyon, EMT ve fibroblast-miyofibroblast
farklilasma siirecine etkilerini tespit etmek ve bu patolojik siireclere etkilerini hangi
fibrotik sinyal yollar1 ve molekiilleri {izerinden gergeklestirdiklerini gostererek pulmoner
fibrozisteki etkilerini ortaya koymaktir.

Insan A549 ve MRCS hiicreleri PBS’de ¢oziindiiriilmiis GRP (10°, 10, 107 M) , CGRP
(10, 107, 108 M) ve 5 ng/ml TGF-B ile uyarildilar. Hiicreler, uyarimu takip eden 24, 48
ve 72. saatlerde toplandilar. Proliferatif ve fibrotik etkili dozlarin belirlenmesi igin
hiicreler tizerinde MTT hiicre canlilik testi ve BrdU proliferasyonu testi gergeklestirildi.
AS549 hiicrelerinde EMT ve MRCS5 hiicrelerinde miyofibroblast farklilagsmasi, bu
stireglerde etkili molekiillerin ve transforme edici biiylime faktorii-p (TGF-f) ve Wnt
sinyal yollarinda gorevli molekiillerin protein (Western emdirim) ve gen ekspresyon
analizleri (QRT-PCR) ile degerlendirildi.
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GRP ve CGRP’nin ti¢ dozununda A549 ve MRCS5 hiicre canliliklar iizerine toksik etkili
olmadiklar1 belirlendi. Hiicre proliferasyonu sonuglarina gére, GRP ve CGRP’nin iig¢
dozu da A549 hiicrelerinde BrdU miktarim arttirdi. Bu petidler, MRCS hiicrelerinde ilk
24 saatte BrdU miktarini artirirlarken, 72. saate dogru azalttilar. GRP ve CGRP, A549
hiicrelerinde EM T yi uyarmazken, MRCS hiicrelerinde fibroblastlarin-myofibroblastlara
farklilasmasini uyardi. GRP, Smad4 ve Smad2/3 protein seviyelerini ve Smad2/3
aktivasyonunu arttirarak fibroblast-miyofibroblast farklilagmasini uyardi. CGRP, Smad4
protein seviyelerini ve Smad2/3 aktivasyonunu arttirtp Smad 7 protein seviyelerini
azaltarak fibroblast/miyofibroblast farklilasmasin1i uyardi. GRP, fibrotik siirecin
baslangicinda Wnt5a protein seviyelerini azaltip fibrotik siirecin basindan itibaren Wnt4,
Wnt7a ve total B-katenin protein seviyelerini arttirarak p-katenin aktivasyonunu uyardi.
CGREP, fibrotik siirecinde Wnt4, Wnt5a ve Wnt7a protein seviyelerini dengeleyerek f3-
katenin aktivasyonunu uyardi. GRP, ACTA2, VIM ve COL1A1 genlerinin
ekspresyonlarini uyarirken CGRP ise ACTA2 ve COL1AL gen ekspresyonunu uyardi.
GRP, SMAD?2 geninin transkripsiyonunu degistirmezken TGFB1, SMAD4 ve SMAD3
genlerinin transkripsiyonunu uyardi. SMAD?7 transkripsiyonunu azaltti. CGRP, TGFB1,
SMAD2, SMAD3 ve SMAD4 genlerinin transkripsiyonunu arttirirken SMAD7 geninin
transkripsiyonunu azaltt. GRP, CTNNB1 gen ekspresyonunu arttirnp DKK1 gen
ekspresyonunu azaltti. CGRP, CTNNB1, GSK3B, AXIN ve LEF1 gen ekspresyonunu
degistirmezken DKK1 transkripsiyonunu azaltti. GRP’nin kendi ligand (GRP) gen
ekspresyonunu artirirken reseptér (GRPR) gen ekspresyonunu degistiremedi. CGRP,
CALCB gen ekspresyonunu degistirmezken CALCA ve CALCB gen ekspresyonlarini
arttirdi. TGF-B, GRP’nin ligand ve reseptor gen ekspresyonlarini artirirken CGRP’nin
ligand ve reseptor gen ekspresyonlar lizerinde etkili degildi. GRP uygulamalart MRC5
hiicrelerinde, protein kinaz C-delta (PKCD) ve PKCZ genlerinin ekspresyonlarini
etkilerken, protein kinaz A (PKA) ve CREB1 gen ekspresyonu iizerinde anlamli bir
degisiklige sebep olmadi. CGRP uygulamalart MRCS5 hiicrelerinde, PKA ve PKCZ
genlerinin ekspresyonu lizerinde anlamli bir degisiklige sebep olmazken, deneyin O.
saatiyle karsilagtirildiginda PKCD gen ekspresyonunu 72. saatte (p<0,05) anlamli
diizeylerde arttird1.

Bulgularimiz, GRP ve CGRP’nin, MRCS5 fibroblast hiicrelerinde doza bagli olarak hiicre
proliferasyonu ve bu hiicrelerin miyofibroblastlara farklilasmasin1 uyarirken, A549
hiicrelerinde sadece hiicre proliferasyonunu uyarma yoniinde etkisini gostermektedir.
GRP ve CGRP, MRCS5 fibroblast miyofibroblast farklilagmasi yanisira, zamana bagli
olarak kollajen (gen ve protein) ve fibronektin protein sentezini uyarmaktadir. EK olarak,
GRP ve CGRP, MRCS fibroblast hiicrelerinde miyofibroblast farklilasmasi ve ECM
elemanlarmin tiretimini Smad bagimli TGF-f ve Wnt sinyal aktivasyonu araciligi ile
gerceklestirmektedir. Ayrica, GRP ve CGRP, MRCS5 hiicrelerinde Wnt4, WntSa ve
Wnt7a ligandlar1 araciligiyla miyofibroblast farklilagmasini kontrol etmektedir. Tiim bu
sonuglarin yaninda, GRP ve CGRP ile uyarilan MRCS5 hiicrelerinde PKCZ gen
ekspresyonunda anlamli artislar ve PKA gen ekspresyonunda anlamli azalislar, bu
hiicrelerde TGF-p ve Wnt sinyallerinin aktivasyonuna katki saglar. Sonug¢ olarak, GRP
ve CGRP pulmoner fibrozisin tedavisinde hedef molekiillerdir. GRP ve CGRP
sinyallerinin inhalasyon yoluyla verilen ¢esitli spesifik inhibitorler, antagonistler ve
siRNA uygulamalar1 tarafindan azaltilmasim1 pulmoner fibrozisin geriletilmesinde
potansiyel bir terapi olarak 6nermekteyiz. In vitro deneylerden elde ettigimiz sonuglarin
in vivo deneyler ile dogrulanmasi bu molekiillerin terapétik olarak kullanilma sansini
arttiracaktir.
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Pulmonary fibrosis is characterized by increased inflammation after a severe injury in the
alveolar epithelium, an increase in the number of fibroblasts and myofibroblasts
irreversibly and excessive accumulation of extracellular matrix components. Pulmonary
neuroendocrine cells are located in the epithelium at the branching regions of the airways
and function in lung physiology and biology. They occur their effects via bioamines and
peptide-based molecules. The most important peptides released from these cells are the
gastrin releasing peptide (GRP) and the calcitonin gene associated peptide (CGRP). It is
known that the PNECs containing these peptides increase in the lungs of patients with
pulmonary fibrosis. However, the effects of both peptides on the pathogenesis of
pulmonary fibrosis (cell proliferation, epithelial-mesenchymal transition (EMT) and
fibroblast-myofibroblast differentiation) have not been investigated at the molecular
level. The purposes of this study were to determine the effects of GRP and CGRP on the
proliferation, EMT and fibroblast-myofibroblast differentiation processes in both
epithelium (human A549 epithelial cell line) and fibroblast (MRC5 human lung
fibroblasts) cells and to explain their effects on these pathological processes.
Additionally, it was to show their effect on pulmonary fibrosis.

Human A549 and MRCS5 cells were stimulated with GRP (10°, 10, 107 M), CGRP
(108, 107, 108 M) and 5 ng /ml TGF- dissolved in PBS. Cells were harvested at 24",
48" and 72" hours following stimulation. For the determination of proliferative and
fibrotic effective doses, the tests of MTT cell viability and BrdU proliferation were
performed on the cells. We were evaluated myofibroblast differentiation in MRC5 cells
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and EMT in A549 cells by protein (s) and gene expression analyses (QRT-PCR) of the
molecules that are active in these processes, and transforming growth factor-p (TGF-B)
and Whnt signaling pathways.

Thrree doses of GRP and CGRP were not toxic on cell viability of A549 and MRC5.
According to cell proliferation results, three doses of GRP and CGRP increased the
amount of BrdU in A549 cells. These peptides increased the amount of BrdU in MRC5
cells in the first 24 hours while decreasing to 72 hours. While GRP and CGRP did not
stimulate EMT in A549 cells, they stimulated the differentiation of MRC5s into
myofibroblasts. GRP induced fibroblast-myofibroblast differentiation by increasing
Smad4 and Smad2/3 protein levels, and Smad2/3 activation. CGRP stimulated
fibroblast/myofibroblast differentiation by increasing Smad4 protein levels and Smad2/3
activation and decreasing Smad7 protein levels. GRP decreased Wnt5a protein levels at
the beginning of the fibrotic process and has stimulated B-catenin activation by increasing
Wnt4, Wnt7a and total $-catenin protein levels since the beginning of the fibrotic process.
CGRP induced B-catenin activation by balancing Wnt4, Wnt5a and Wnt7a protein levels
in the fibrotic process. GRP stimulated the expression of ACTA2, VIM, and COL1A1
genes, while CGRP induced ACTA2 and COL1A1 gene expression. GRP did not alter the
transcription of the SMAD2 gene but stimulated the transcription of TGFB1, SMAD4, and
SMAD3 genes. Furthermore, it reduced the transcription of SMAD7. CGRP enhanced the
transcription of TGFB1, SMAD2, SMAD3, and SMAD4 genes while reducing the
transcription of the SMAD7 gene. GRP increased CTNNB1 gene expression and reduced
DKK1 gene expression. CGRP did not alter CTNNB1, GSK3B, AXIN, and LEF1 gene
expression while reducing DKKZ1 transcription. GRP increased the own ligand (GRP)
gene expression while it did not change the receptor (GRPR) gene expression. CGRP did
not alter CALCB gene expression but increased CALCA and CALCB gene expression.
TGF-B increased the ligand and receptor gene expression of GRP, but not the ligand and
receptor gene expression of CGRP. GRP applications did not cause a significant change
in protein kinase A (PKA) and CREB1 gene expressions while affecting the expression
of PKCD and PKCZ in MRCS5 cells. In the study, CGRP significantly increased gene
expression of PKCD in the 72" h (p <0.05) when compared to the 0" h. Hovewer, it did
not significantly change in the gene expressions of PKA, PKCZ and CREBL.

Our results show that GRP and CGRP induce cell proliferation and differentiation of
MRCS5 into myofibroblasts, whereas they only affect cell proliferation in A549 cells. GRP
and CGRP stimulate myofibroblast differentiation, as well as time-dependent collagen
(gene and protein) and fibronectin protein synthesis in MRC5 fibroblast. In addition,
GRP and CGRP perform myofibroblast differentiation and production of ECM elements
in MRCS5 fibroblast cells via Smad-dependent TGF-f and Wnt signal activation.
Furthermore, GRP and CGRP regulate myofibroblast differentiation through Wnt4,
Wntba and Wnt7a ligands in MRC5 cells. In addition to all these results, significant
increases in PKCZ gene expression in MRC5 cells induced by GRP and CGRP and
significant decreases in PKA gene expression contribute to the activation of TGF-$ and
Whnt signals in these cells. In conclusion, GRP and CGRP are target molecules in the
treatment of pulmonary fibrosis. Reduction of GRP and CGRP signals by various specific
inhibitors, antagonists and siRNA administration by inhalation is recommended as a

XVil



potential therapy in the regression of pulmonary fibrosis. Verification of the results, we
obtained from in vitro experiments, by in vivo experiments would increase the chances of
these molecules to be used therapeutically.

March 2019, 129 pages.

Keywords: PNEC, pulmonary fibrosis, GRP, CGRP, TGF-B1/Smad signal pathway, Wnt
signal pathway, EMT, fibroblast-myofibroblast differentiation

XViil



GIRIS

Pulmoner fibrozis, akcigerlerde, fibroblast aktivasyonu, miyofibroblast sayisinda artis,
fibronektin, kollajen, tenaskin-C, hiyaluronik asit, heparan siilfat, dermatan siilfat, keratan
stilfat ve kondritin stilfat gibi matriks glikozaminoglikanlar1 ile versikan, biglikan, sindekan,
dekorin ve fibromodulin gibi matriks proteoglikanlarinin asir1 tiretimi ve ektrasellular matriks
(ECM)’de birikimiyle karakterize edilir (Westergren-Thorssen ve dig., 1993; Venkatesan ve
dig., 2002 ve 2011). Pulmoner fibrozisde, fibrotik sinyallere cevap olarak yara bolgelerinde
skar doku olusumu gozlenir, akcigerler elastikiyetlerini kaybederler, solunum fonksiyonlari
bozulur ve alveolar epitel hasar1 nedeniyle kanin oksijenlenmesi azalir (Fernandez ve dig.,
2015). Pulmoner fibrozis iyonize radyasyon, asbest, silika, metal tozlari, bakteriyal ve viral
maruziyetler, ¢esitli hastaliklarin tedavisinde kullanilan bazi ilaglar (bleomisin, sulfasalazin,
nitrofurantoin, amiodoran, metotreksat, propranolol ve oksaliplatin gibi), gastro-6zofagiyal
reflii, travmatik yaralanmalar, dokuda gelisen siddetli inflamasyon, allerjik yanitlar ve
otoimmun reaksiyon gibi etmenlerce tetiklenebilir (Scott ve dig., 1990; Billings ve Howard,
1994; Hubbard ve dig., 1996; Denham ve Heuer-Jensen, 2002; Kelly ve dig., 2002; Fubini ve
Hubbard, 2003; Chen ve Stubbe, 2005; Harari ve Caminati, 2010).

Idiyopatik pulmoner fibrozis (IPF), pulmoner fibrozisin goriildiigii, nedeni bilinmeyen olagan
interstisiyel pnomoni formunda bir interstisiyel akciger hastaligidir. Erkeklerde kadinlara gore
daha sik rastlamir. Yasla birlikte insidansi artar. IPF, ilerleyici tipte genellikle 6liimle
sonuglanan agresif bir hastaliktir. Hastaliga yakalan bireyler ortalama 2,5-3,5 yil i¢inde
olmektedirler. Enteresan bir sekilde, IPF Kkaynakli 6liim oraninin kis aylarinda arttig
bildirilmektedir (Olson ve dig., 2009). Amerika’da bir yil i¢inde yeni IPF’li hasta sayis1 200,000
iken, 6len IPF’li hasta say1s1 40,000 olarak ifade edilmektedir (Raghu ve dig., 2006; Swigris ve
dig., 2012; Margaritapoulos ve dig., 2016). Marshall ve dig. (2018), Diinya Saglik Orgiitii niin
2001-2013 yillart arasinda gerceklesen mortalite verilerini taraylp analiz ettikleri
calismalarinda, IPF’in tiim Avrupa genelinde erkek ve kadinlarda artmasina karsin, erkeklerde
kadinlara oranla daha fazla goriildiigii ve Avrupa’da en ¢ok IPF’li hasta kaybinin Ingiltere,
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rapor edilmektedir. Tiirkiye’de de IPF’li hasta kayiplar1 her yil hizli bir sekilde artmaktadir
(Musellim ve dig., 2014). Ulkemizde artan hasta kayiplar1 ve ithal ilaglarla yapilan yiiksek
maliyetli tedavi masraflar1 (yaklasik aylik 25,000 TL) biiyiik bir sosyo-ekonomik problem

olarak karsimiza ¢ikmaktadir.

IPF’in geleneksel tedavisinde kortikosteroidlerle birlikte ¢esitli immiin baskilayici ajanlar
hastalara kontrollii olarak uygulanmaktadir. Ancak, bu ilaglarin hastaligin seyrinde ve
pulmoner fonksiyonlarin iyilestirilmesinde olumlu etkilerinin olmadig: tespit edilmistir. Son
yillarda, 2013 ve 2014 yillarindan beri, reseptor ve sitoplazmik tirozin kinaz inhibitérlerinden
nintedanib ve ¢esitli fibrotik molekiillerin ekspresyonunu azaltan ve anti-inflammatuvar ajan
olan pirfenidon, IPF tedavisinde kullanilmaya baslanmistir (Noble ve dig., 2011; King ve dig.,
2014; Richeldi ve dig., 2014). Ancak, bu ilaglarin IPF’li hastalarin solunum fonksiyonlari
tizerine olumlu etkileri olsa da her iki ila¢ da ishal, bulanti ve giines 1s181na kars1 hassasiyetin
gelismesi gibi ciddi yan etkileri nedeniyle hastalar tizerinde kontrollii olarak kullanilmaktadirlar
(Kreuter ve dig., 2015; Okutan ve Ayten, 2017). Hastaligin yavas, orta ve hizli seyirli olmak
tizere heterojen fenotiplerde gelisebilmesi nedeniyle, bu ilaglar bazi1 hastalarda beklenen etkileri
gosterememektedir. Cok yeni olarak bleomisin ile pulmoner fibrozisi uyarilan farelere bir
kanser ilac1 olan ikinci nesil bir tirozin kinaz inhibitorii olan dasatinibin uygulanmast ile fibrotik
akcigerde fibroblast cogalmasinin, kollajen iiretimi ve birikiminin ve fibrotik alanlarin azaldigi
gortlmiistir (Yilmaz ve dig., 2015). Ayrica, klinikte akciger kanserinin tedavisinde kullanilan
dasatinibin hem silikozis hem de sklerodermali hastalar tizerindeki faz ¢alismalar1 baglamistir
(Cruz ve dig., 2016; Martyanov ve dig., 2017). Ancak, dasatinib de ishal, pl6ral eflizyon, dispne
gibi yan etkilere neden olabilmektedir. Son olarak C57BL6 fareler iizerinde yapilan bir
caligmada, kanser tedavisinde kullanilmaya baslanan bosutinibin silika ile uyarilan pulmoner
fibrozisi gerilettigi saptanmustir. Ustelik bu anti-fibrotik etkiyi, birinci ve ikinci nesil tirozin
kinaz inhibitérlerinin gergeklestirdiginden daha az yan etki ile gdstermektedir. Ugiincii nesil,
¢ok hedefli bir tirozin kinaz inhibitorii olarak tanimlanan bosutinib, in vivo’da inflamasyonu ve
fibrotik yanitlar1 azaltarak fibrozisi geriletmektedir (Carneiro ve dig., 2017). Ancak, bosutinibin
IPF tedavisinde klinik denemeleri heniiz baslamamistir. IPF’de mevcut ilag denemelerinin
tedavide yetersiz kalmasi ve Onerilen ilaglarin ciddi yan etkilerinin olmasi, yan etkisi az veya
hi¢ olmayan ¢ok daha etkili yeni ilag arayislarini tesvik etmektedir. Amerika Toraks Dernegi
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mevcut terapotik ajanlarin etkisinin ve kullammmimmin standardize edilmesi ve ayrica yeni

terapotik yaklagimlarin degerlendirilmesi tavsiye edilmektedir.

Pulmoner fibrozisin molekiiler mekanizmalarini ¢oziimlemeye yonelik calismalarda, bugiine
kadar fibrozis siirecinde etkili ¢esitli molekiiller ve sinyal yolaklari ortaya ¢ikarilmig, bu sinyal
yolaklarini hedefleyen bazi inhibitér molekiiller anti-fibrotik ajanlar olarak onerilmistir. Hala
IPF tedavisinde, kesin etkili bir terapotik ajanin bulunamamasi, bu siirecte etkili heniiz
kesfedilmemis yeni molekiil ve sinyal yolaklarinin olabilecegini diisiindiirmektedir. Havayolu
epitelinde yer alan pulmoner néroendokrin hiicre (PNEC)’ler, akciger gelisimi sirasinda ilk
farklilasan epitel hiicreleridir (Reynolds ve dig., 2000). PNEC’ler solunum yolu epitelinde silli
hiicreler, goblet hiicreleri ve pnomositlerin aralarinda, epitelde yan yana veya {ist iiste olacak
sekilde gruplar halinde c¢ogunlukla epitel bazalinde bulunurlar. PNEC’ler, gastrin
serbestlestirici peptid (GRP), kalsitonin geni ile iliskili peptid (CGRP) ve serotonin gibi
biyojenik amin, biiyiime faktorii ve mitojenik 6zellikli cok sayida biyoaktif peptidi iiretip hiicre
disina salgilamaktadirlar. Bu biyoaktif peptidler, yakin ¢evrelerinde bulunan epitel ve bag
dokularindaki hedef hiicrelerinin biyolojilerini parakrin olarak kontrol ederler ve akciger
gelisimi, bitylimesi, onarim1 ve fizyolojisinde etkili olurlar (Oztay, 2006 ve 2008). Bu hiicreler
parakrin etkilerinin yanisira salgi igeriklerini yakinlarinda yer alan kilcal damarlara vererek,
endokrin yolla da uzak bolgelerdeki hedef hiicreleri iizerinde etki gosterebilirler (Cutz, 1997,
Liu ve dig., 2014). Diger yandan, PNEC’lerin pulmoner fibrozisin de dahil oldugu ¢esitli
interstisiyel akciger hastaliklarinda etkili olduklarina dair smirh sayida ¢alisma vardir. Bu
calismalar daha ¢ok mikroskobik gdzlemlere dayali olup, 1980’11 yillarda yapilmistir. PNEC’ler
bronkopulmoner displazi, ani yeni dogan 6liim sendromu, akut akciger hasarinda, naftalin ile
uyarilan akciger hasarinda, akciger Kistik fibrozisde, kronik obstruktif akciger hastaliginda,
astimda, akciger kanserinde ve pulmoner fibrozisli interstisiyel akciger hastaliginda hiperplazik
ve hipertrofik ozellikler gosterirler. Kronik bronsit ve amfizemin dahil oldugu kronik
inflamasyon ve/veya fibrozisle karakterize olan akciger patolojilerinde PNEC sayisinda veya
hiperplazisinde bir artis rapor edilmektedir (Gosney ve dig., 1989). Ayrica, olagan interstisiyel
pnoémoni (UIP), spesifik olmayan interstisiyel pnomoni (NSIP), hipersensitivite pndmonisi ve
kollajen vaskiiler hastalikli interstisiyel pndmonilerin dahil oldugu interstisiyel pndmonilerin
cesitli formlarinda PNEC’lerin sayilariin hemen hemen iki kat arttig1 rapor edilmistir (Ito ve
dig., 2002). Ancak, bu caligmalarda PNEC’lerden salinan hangi peptidlerin hangi molekiiler

mekanizmalarla akcigerde fibrotik yanit olusturabilecegi aragtirllmamistir.



PNEC’lerin salgiladiklari peptidler araciligi ile pulmoner fibrozise neden olabilecegini gosteren
az sayida deneysel calisma vardir. Fibroblast/miyofibroblast ¢ogalmasi, fibroblast-
miyofibroblast farklilasmasi ve matriks elemanlarinin ECM’de birikimi pulmoner fibrozisin
karakteristik ozellikleridir. Bu 6zellikler, fibroblast biiyiime faktori (FGF) (Guzy ve dig.,
2017), bag doku biiylime faktorii (CTGF) (Huang ve dig., 2016), plateletten kokenlenen
biiyiime faktorii (PDGF) (Dadrich ve dig., 2015), vaskiiler endoteliyal biiyiime faktorii
(VEGF) (Barratt ve dig., 2018), transforme edici biiylime faktorii-beta (TGF-p) (Stewart ve
dig., 2018), timor nekroz faktor-alfa (TNF-a) (Hou ve dig., 2018) gibi pek ¢ok molekiil
tarafindan uyarilmakta ve diizenlenmektedir. PNEC’lerde iiretilen peptidlerin bu fibrotik
stiregclerdeki etkileri detayli olarak arastirnlmamistir. Fetal maymun ve yetiskin sican
akcigerlerinde yapilan galismalar, GRP ve CGRP’nin alveolar epitel hiicreleri (AEC) ve
mezenkimal hiicre proliferasyonunu uyarabildigini gostermektedir (Emanuel ve dig., 1999;
Kawanami ve dig., 2009). Bleomisin ile pulmoner fibrozisi uyarilan FVL/NJ farelerde CGRP
iceren PNEC’lerin sayica arttig1 saptanmig ve bu artis pulmoner fibrozisle iliskilendirilmistir
(Liu ve dig., 2014). Bir baska calismada yeni dogan fare akcigerinde eksojen GRP’nin
miyofibroblast proliferasyonunu uyararak, alveolar duvar kalinligin1 arttirdigi gosterilmistir
(Ashour ve dig., 2006). Zhou ve dig. (2013), iyonize radyasyon ile pulmoner fibrozisi uyarilan
C57BL6 farelerde GRP salgilanmasinin, GRP i¢eren PNEC sayisinin, makrofaj sayisinin, alfa-
diiz kas aktin (a-SMA) immunoreaktivitesinin ve p-Smad2/3 immunoreaktif hiicre sayisinin
arttigin1  gozlemlemislerdir. Ayni1 ¢alismada GRP reseptor inhibitorii araciligr ile GRP
sinyalinin kesilmesinin GRP pozitif PNEC ve makrofaj sayisinin, a-SMA ve p-Smad2/3
immiinoreaktif hiicre sayisinin azalmasina neden oldugu saptanmistir. PNEC’lerden salinan
peptidlerin pulmoner fibrozisle iliskili olabilecegini gosteren ¢alismalar, fibrotik yanit

olusumunda rol oynayan molekiiler mekanizmalar: agiklamada yetersiz kalmustir.

Yukarida sunulan veriler 1s181nda, PNEC’lerin akcigerde dagilimi, yerlesimi ve salgiladiklar
GRP ve CGRP araciligi ile pnomosit ve/veya fibroblast ¢ogalmasini, miyofibroblast
farklilagmasini uyararak pulmoner fibrozisde aktif rol oynayabilecekleri diisiiniilebilir.
Pulmoner fibrozisin geriletilmesinde etkili bir terapdtik ajan arayisinin devam etmesi ve
PNEC’lerin salgilanan peptidlerin pulmoner fibrozis siirecindeki etkilerinin molekiiler diizeyde
arastirtlmamasi, projenin konusu, amag¢ ve arastirma yontemlerinin belirlenmesinde temel
olusturmustur. Bu dogrultuda calismamizda, PNEC’lerin salgiladigt GRP ve CGRP
peptidlerinin proliferatif ve fibrotik etkileri insan adenokarsinoma hiicre hatti, (A549, tip 2



pnoémosit benzeri hiicreler) ve fetal insan normal akciger fibroblast hiicre hattt (MRCS5)
tizerinde test edilmistir. Bu peptidlerin fibrotik yanit olusturmadaki muhtemel rolleri ve her iki
hiicre tipinde fibrozise katki saglayan Smad-bagimli TGF-B1 ve Wnt sinyal yolaklar: ile
iliskilendirilerek ilk kez arastirilmis ve agiklanmaya calisilmistir. Proje kapsaminda GRP ve
CGRP ile uyarilan A549 ve MRCS hiicre hatlarinda, hiicrelerin proliferatif yaniti,
miyofibroblastlara farklilagma dereceleri ve bu siiregte etkili sinyal yolaklar1 ile olan
etkilesimleri molekiiler diizeyde arastirilmistir. Bu ¢alismayla ulasilmak istenen hedefler sdyle
siralanabilir:

1. GRP ve CGRP’nin A549 ve MRCS5 hiicreleri iizerinde proliferatif yanit
olusturup olusturmadigi test etmek,

2. GRP ve CGRP’nin A549 ve MRCS hiicrelerinin miyofibroblastlara
farklilasmalarini uyarip uyarmadigini incelemek,

3. GRP ve CGRP’nin bu siire¢lerdeki rollerini, hangi sinyal yollar1 ve molekiiller
tizerinden gergeklestirdiklerini belirlemek,

4. Pulmoner fibrozisin molekiiler patolojisinde etkili sinyal yolaklarina ek olarak
yeni sinyal yolaklarinin (GRP ve CGRP sinyalleme) muhtemel katkisin
gostermek.

5. GRP ve CGRP molekiillerini pulmoner fibrozisde etkili potansiyel molekiiller

olarak 6nermek ve buna uygun yeni tedavi yaklagimlari sunmak.



GENEL KISIMLAR

2.1. PULMONER FiBROZIiS

2.1.1. IPF Karakteristigi, Epidemiyolojisi ve Terapotik Yaklasimlar

IPF, akciger mimarisinin geri doniisiimsiiz bozulmasiyla sonuglanan ilerleyici tipte ve siklikla
oldiiriicti olan kronik bir akciger hastaligidir. ATS ve ERS tarafindan 2002 yilinda yayinlanan
ortak bildiride IPF, yedi tipten olusan idiyopatik interstisiyel pnémoni hastalik grubunun bir
liyesi olarak siniflandirilir. Hastaligm etiyolojisi halen yeterince bilinmemektedir. Onceleri
hastaligin kontrol altina alinamayan bir inflamasyon sonucunda gelistigi diisiiniilmekteydi.
Hayvanlar tizerinde yapilan deneysel c¢alismalarla inflamasyon olmadan da fibrozisin
geligebildiginin gdsterilmesiyle bu teoriden uzaklasildi (Xu ve dig., 2003). ATS, ERS, Japon
Solunum Dernegi (JRS), Latin Amerika Toraks Birligi (ALAT)’nin 2011 ve 2018 yilinda
yayinladigi kanita dayali IPF tanisi rehberinde bir akciger hastaligmin IPF tanisi alabilmesinde
bazi kriterler bulunmaktadir (Raghu ve dig., 2011 ve 2018). Bu kriterler arasinda en 6nemlisi
hastaligin yiiksek ¢Oziiniirliikli bilgisayarli tomografi (HRCT) sonuglarnin incelenmesi
sonucunda UIP paterni tasiyip tagimadiginin belirlenmesidir. UIP paterni, subploral ve bazal
baskinligi, retikular anormallikler ve traksiyon bronjektazisi ile veya tek bagina bal betegi
goriiniimiiniin varligmni igerir. IPF tanisinda akcigerde UIP paterninin varlig1 belirleyicidir. IPF
tanisi, vital kapasitenin azalmasi, FEV1/FVC oraninda artis, hava yolu kisitlamasi, bozulmus
gaz degisimi degerleri (O2 i¢in alveolar-arteriyal basing farkinda artig, dinlenme ve egzersiz
halinde parsiyel oksijen basincit (PaO2) azalmasi ile karbonmonoksit difiizyon kapasitesi
(DLCO) seviyelerinde azalma) gibi dnemli kriterler igermektedir (Raghu ve dig., 2011). IPF’de
mortalite riskini arttiran bazal risk faktorleri arasinda dispnenin varligi, DLCO degerlerinin
%A40’1n altinda olmasi, 6 dakika yiiriime testinde desatiirasyonun %88 ve altinda olmasi,
HRCT’de bal petegi goriiniimiiniin varligi ve pulmoner hipertansiyon bulunmaktadir. Dispne
seviyelerinin artisi, FVC’de %10 ve alt1 seviyelere kadar azalma, DLCO’nun %15 ve alti
seviyelere azalmasi1 ve HRCT’de fibrozisin kotiilesmesi, hastaligin ilerleyici yonde gelistigini
gosterir (ATS ve ERS, 2002). Son yillarda hastaligin tanisinda ve siniflandiriimasinda
ilerlemeler saglanmasina karsin, hastaligin tedavisinde biiyiik bir basar1 elde edilememistir.
Hastalarin biiyiik bir kismi tan1 konulduktan sonra, 5 yil igerisinde kaybedilmektedir (Raghu ve
dig., 2011).



IPF tanisinin zor ve insidansinin diisiik olmas1 nedeniyle bu hastalik grubunda epidemiyolojik
calisma sayis1 kisitlidir. IPF diinyada her 100,000 insanin 27-29’unda gdzlenmekte ve 100,000
insanin 7-11’inde oOliimle sonug¢lanmaktadir (Nalysnyk ve dig., 2012). Amerika Birlesik
Devletleri'nde IPF insidansi 100,000 insanin 7-16’sinda gdzlemlenmistir (Raghu ve dig.,
2006). Birlesik Krallik’ta 2008°de IPF insidans1 yilda 100,000’ de 7-8 arasindadir (Navaratnam
ve dig., 2011). Avrupa’da IPF prevalans1 100,000°de 21-2 arasindadir ve yillik insidans1 7-8
arasindadir (Nalysnyk ve dig., 2012). Tiirk Solunum Dergisi tarafindan 2011 yilinda yayinlanan
bir derlemede, Tiirkiye’de bu hastaligin insidansi erkeklerde 10,7/100,000/y1l ve kadinlarda
7,4/100,000/y1l, prevalansi ise erkeklerde 20/100,000/y1l ve kadinlarda 13/100,000/y1l olarak
bildirilmistir (Okutan ve Caligkan, 2011). Hastaligin prevalans ve insidansi yagla artar;
genellikle 60-80 yaslar1 arasinda goriiliir (Reynolds, 1998). IPF gelisme riski sigara
kullanimiyla artar. IPF tanis1 konulduktan sonra ortalama yasam siiresi 2,5-3,5 yil arasinda
olup, 5 yillik sakalim %20 diizeylerindedir (Okutan ve Caliskan, 2011). Ulkemizde ise IPFnin
goriilme insidansi 4,9/100,000/y1l olarak rapor edilmistir (Musellim ve dig., 2014).

IPF patolojik olarak olagan pndmoni paterni ile karakterizedir. Idiyopatik interstisiyel
pndmoniler arasinda en sik goriilenidir. IPF, cinsiyet ve yaslanma arasinda dogrudan bir iligki
vardir. IPF goriilme orani erkeklerde kadinlara gore 1,4 kat daha fazladir (Khalil ve dig., 2004).
IPF’in insidansi ise ¢ogunlukla yasla birlikte artmaktadir ve hastalarin biiyiik cogunlugu 60 ve
lizeri yaslardadir. Sigara kullanimi, genetik faktorler, infeksiydz ajanlar ve ¢evresel faktorler
(metal tozlari, odun tozu, kus besleme, kuaforliik, tas¢ilik gibi), gastro-6zofagiyal refli,
otoimmiinite ve ilag maruziyeti (Bleomisin gibi) bu hastalikla iligkili potansiyel risk

faktorlerinden bazilaridir.

Geleneksel tedavide kortikostreroidler, azatioprin, siklofosfamid, siklosporin gibi
immiinosupresif ajanlar hastalara kontrollii olarak uygulanmaktadir. Ancak bu ilaglarin

hastaligin seyrinde ve pulmoner fonksiyonlarin iyilestirilmesinde olumlu etkilerinin olmadig1

tespit edilmistir (ATS ve ERS, 2002).

Pulmoner fibrozisin 6nlenmesine yonelik yapilan deneysel ¢alismalarda fibrozis, bloemisinin
intratrakeal yoldan kemirgenlere verilmesi ile uyarilmaktadir. Bu deneysel model, yapisal ve
biyokimyasal dzellikleri bakimindan insanlarda gdzlenen IPF hastalig1 ile benzerlik gdstermesi
nedeniyle yaygin olarak tercih edilmektedir (Raghu ve dig., 2006). Bleomisin ile fibrozisi

uyarilan kemirgen akcigerlerinde hastaligin molekiiler mekanizmalar1 agiklanmaya, fibrozisin



onlenmesi ve geriletilmesine ¢alisilmaktadir. Yapilan ¢alismalarda anti-fibrotik ajanlar olarak
cesitli antioksidanlar (Boyact ve dig., 2006), losartan ve valsartan gibi angiotensin reseptor
blokerleri (Yao ve dig., 2006), antikoagulan maddeler (Gunther ve dig., 2003; Shimizu ve dig.,
2003), antibiyotikler (Ma ve dig., 2002; Azuma ve dig., 2007) sitokin antikorlar1 (Giri ve dig.,
1993; Maeyama ve dig., 2001), kortikosteroidler (Richeldi ve dig., 2003; Papiris ve dig., 2012),
jelatin ajanlar (Ammar ve dig., 2006) onerilmektedir. Ancak, bu maddelerin pek ¢ogu klinikte
test edilmemistir. Interferon (Gurujeyalakkshmi ve Giri, 1995; Mizuno ve dig., 2005), imatinib
(tirozin kinaz inhibitorii) (Daniels ve dig., 2010), bosentan ve macicentan (endotelin-1 reseptor
blokerleri) (King ve dig., 2008 ve 2011; Raghu ve dig., 2013) IPF’li hastalarda denenmistir,
ancak hastaligin tedavisinde etkili olmadiklari gdzlemlenmistir. Bugiin itibariyle IPF’in
tedavisinde pirfenidon ve nintedanib faz Il g¢alismalarininin sonuglarina gore klinikte
kullanilmaya baslanmistir, ancak hastaligin geriletilmesi ve iyilesme noktasinda halen yetersiz
kalmaktadirlar. Nintedanib (BIBF1120), anjiyogenezde rol alan ii¢ biiyiik sinyal yolunu inhibe
ettigi i¢in liglii angiokinaz inhibitdrii olarak da adlandirilan gii¢lii bir tirozin kinaz inhibitoridiir.
Nintedanib, Src ve Flt-3 kinazlarin yanisira VEGF, FGF ve PDGF reseptor kinazlar aracili pro-
anjiyojenik ve pro-fibrotik sinyal yollarin1 hedefler (Roth ve dig., 2015). Pirfenidon, fibroblast
proliferasyonunun yanisira TGF-f ile indiiklenen a-SMA ve pro-kollajen-1 mRNA ve protein
seviyelerini azaltir. Bu etkisini 6zellikle pirfenidon TGF-f ile indiiklenen ve bu sinyal yolunun
anahtar faktorlerinden Smad3, p38 ve AKT nin fosforilasyonunu azaltarak gergeklestirir. Ek
olarak, pirfenidon bu etkisiyle fibroblastlarin-miyofibroblastlara farklilasmasini engeller
(Conte ve dig., 2014). IPF tedavisinde mevcut terapétik ajanlarmn etkisinin ve kullanimimin
standardize edilmesi ve yeni terapotik yaklasimlarin degerlendirilmesine hala ihtiyag
duyulmaktadir (ATS ve ERS, 2002; Raghu ve dig., 2011).

2.1.2. Pulmoner Fibrozis Patolojisi ve Molekiiler Biyolojisi

2.1.2.1. Inflamasyon Teorisi

Inflamasyonun IPF’de goriilen fibrozis iizerindeki rolii hakkindaki tartismalar 2002’den bu
yana devam etmektedir (Gauldie, 2002; Stricter, 2002). Baslangigta, uzmanlar akcigerlerin
bilinmeyen etmenlere maruz kalmasi sonrasinda alveolar ve inflamatuvar hiicreler tarafindan
oOlusturulan inflamatuvar yanitin pulmoner fibrozise neden oldugunu ileri siirmiislerdir.
Inflamasyonun IPF siirecinde kritik oldugunu gdstermek igin ileri siiriilen kanitlardan biri,

pulmoner fibrozisde alveolar alanda inflamatuvar hiicrelerin birikimidir. IPF’de nétrofil ve



eozinofil miktarinin bronsoalveolar lavaj (BAL) sivisinda artmasi inflamasyonun hastaligin
patogenezinde etkili olabilecegini diisiindirmiistiir (Meltzer ve dig., 2008). Teoriye gore,
eksojen bir uyariya karsi siirekli yenilenen inflamatuvar yanitla artan inflamatuvar hiicre
birikiminin pulmoner fibrozise neden olmaktadir. Hastaligin patolojisinde, interlokin (I1L)-1p,
IL-4, IL-5, IL-8, IL-10, IL-13, makrofaj inflamatuvar protein-1a ve makrofaj koloni stimiile
edici faktor gibi pro-inflamatuvar sitokinler etkilidir. Sitokin ¢esidi, hastaligin farkli
adimlarinda baskin olan hiicre tipleri hakkinda ipuglar1 vermektedir. 1L-4, IL-5 ve IL-13 gibi
yardimei T-hiicresi sitokinlerin IPF’li hastalardan alinan primer hiicrelerin kiiltiiriinde kontrol
hiicrelere gore onemli diizeylerde arttigi saptanmistir (Furuie ve dig., 1997). Alveolar
makrofajlardan salinan IL-10, saglikli akcigerlerden alinan T-hiicrelerin proliferasyonunu
baskilarken, IPF’li akcigerden elde edilen T-hiicrelerini baskilayamaz. Ayrica, nétrofil, monosit
ve lenfosit aktivasyonu ve kemotaksisinde gorev alan sitokinlerin iPF’li hastalarin akciger doku
ve BAL sivisinda arttig1 tespit edilmistir. Bu sitokinler, makrofaj inflamatuvar protein-la, IL-
8 ve makrofaj koloni stimiile edici faktordiir (Bringardner ve dig., 2008). Bringardner ve
arkadaglar1 (2008), inflamasyonun bu hastaligin patogenezindeki roliinii gostermek i¢in 5
potansiyel hipotez 6nermistir. Bu hipotezler: direkt inflamasyon hipotezi, matriks hipotezi,
biiylime faktor-reseptorii hipotezi, plastisite hipotezi ve vaskiiler hipotez’dir (Sekil 2.1). Direkt
inflamasyon hipotezine gore lenfosit, eozinofil, nétrofil, monosit, makrofaj ve plazma
hiicrelerinden salinan pro-fibrotik sitokinler araciligiyla direkt olarak fibrozis uyarilmaktadir.
Matriks hipotezine gore pro-inflamatuvar ve fibrotik sitokinler ECM elemanlarinin {iretimini
ve interstisiyel alanda birikimini arttirir. Ayrica matriks deviniminde etkili olan matriks
metalloproteinaz (MMP) ve onlarin inhibitorleri (TIMP) arasindaki dengenin bozulmasi
nedeniyle biriken ECM elemanlar1 uzaklastirllamamaktadir. Bir diger hipotez olan biiylime
faktor reseptorii hipotezine gore FGF, insulin benzeri biiyiime faktori (IGF), PDGF ve monosit
koloni stimule edici faktor (M-CSF) gibi molekiiller, parakrin ve otokrin sinyallemeyle
ozellikle fibroblast/miyofibroblast hiicrelerinin ¢ogalmasini uyarir. Ayrica gesitli epitel ve
mezenkimal hiicrelerden pro-inflamatuvar ve pro-fibrotik molekiillerinin salinmasini da
saglayarak pulmoner fibrozis patogenezinde rol oynarlar. Plastisite hipotezinde ise AEC’ler,
endotel hiicreleri, c¢esitli kan hiicrelerinin fibrotik sinyaller varliginda fibroblast-
miyofibroblastlara farklilastig1 savunulmaktadir. Son olarak, vaskiiler hipotezde, dolayli olarak
vaskiiler trombus sonucu pihtilasma bolgesinde kan hiicreleri tarafindan inflamatuvar aracilarin
salindig1 ve bu aracilarin interstisiyel alanda yer alan ¢esitli bag dokusu hiicrelerinden pro-

fibrotik molekiillerin salinmasini uyararak fibrozise neden oldugu ileri stiriilmektedir.
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Sekil 2.1: inflamasyonun pulmoner fibroziste etkili oldugunu agiklayan 5 hipotezin sekilsel gdsterimi.
Brindgardner ve dig. (2008)’den alinmustir.

Inflamatuvar yanit etkin bir sekilde tedavi edildiginde fibrozisin &nlenebilecegi veya
sinirlandirilabilecegi diigiiniilmiistiir. Ancak yapilan deneysel caligmalarda anti-inflamatuvar
tedavilere beklenen yanitlar elde edilememistir (ATS ve ERS, 2002; Maher ve dig., 2007,
Meltzer ve dig., 2008; Raghu ve dig., 2011). IPF tedavisinde kullanilan immiinsupresér ilaclar,

bazi semptomlari iyilestirmekte, ancak pulmoner fibrozisi geriletilememektedir.

2.1.2.2. Anormal Yara Iyilesmesi Teorisi

[PF’in olusumuna dair diger bir alternatif teori, anormal yara iyilesmesi teorisidir. Bu teoriye
gore akciger alveollerinde meydana gelen tekrarli hasarlar sonucu, hatali onarim siireci
pulmoner fibrozisin olusumuna neden olmaktadir (Selman ve dig., 2001). Cesitli risk
faktorlerinden bir veya birden fazlasi akut alveolar epitel hasari meydana getirir. Alveolar
epitelde yer alan tip 1 ve tip 2 pnomositler yaralanir. Hasar etmeni alveolar epitelde yeniden
epitelizasyon saglanamadan bazal membranin bozulmasina yol agar. Hasar sonucu epitel
hiicrelerinden salgilanan interlokin-1p, IL-8, IL-17 ve monosit kemotaktik faktér ve TNF-a

dokuda yer alan fibroblastlarin aktivasyonunu, go¢iinii ve proliferasyonunu uyarir (Vaillant ve
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dig., 1996; Frangois ve dig., 2015). Yara bolgesine gelen fibroblastlar, salgiladiklari sitokinlerle
parakrin olarak alveolar epitel apoptozuna yol agar. Daha sonra fibroblastlar asirn1 ECM
bilesenlerini iireten miyofibroblastlara farklilasarak fibroblastik odaklar olusturur.
Miyofibroblastlar ¢ogalir ve daha fazla ECM bileseni iiretir. Bu tirtinler interstisiyel alanda
birikir. Bir yandan yara iyilesmesinin bir diger adimi olan fibrinolizis asamasi islerligini
yitirirken, asir1 miktarda sentezlenip alveolar alanda biriken ECM bilesenlerini yikan
MMP’lerin ekspresyonlarinin ve aktivasyonlarinin azalmasi nedeniyle, ECM’de biriken
matriks elemanlar sindirilememektedir. Sonunda akcigerin normal yapisi bozulup, gaz degisim
fonksiyonunun smnirlandig1 pulmoner fibrozis olusur (Selman ve dig., 2001; Selman ve Pardo,
2002). iPF’in histolojik &zellikleri hastaligin inflamatuvar bir nedenden kaynaklandigim
gosterir, ancak deneysel hayvan modellerinde klinik bulgular ve gen transfer caligsmalari
inflamasyondan bagimsiz fibrozisin IPF’e neden olabilecegini desteklemektedir. Ancak son
calismalar akut ve kronik inflamasyonun IPF’e dogrudan neden olmasa da rolii oldugunu
gdstermektedir. Bu nedenle IPF’de inflamasyonun etkisi goz ardi edilmemelidir (Hunninghake
ve dig., 2003; Bringardner ve dig., 2008). Sonug olarak, son yillardaki yaklasim IPF’in
kompleks bir hastalik oldugu yoniindedir. Hastalik patogenezinde hem inflamasyon hem de
anormal yara iyilesmesi siiregleri boyunca ¢ok sayida sinyal yollaginin dahil oldugu olagandist

bir yara iyilesmesi goriilmektedir (Gauldie ve dig., 2002; Strieter, 2002).

2.1.3. Pulmoner Fibrozisde Rol Oynayan Anahtar Hiicreler ve Miyofibroblast Havuzuna

Katki Saglayan Mekanizmalar

2.1.3.1. Pulmoner Fibrozisde Tip 2 Pnémositler ve Epiteliyal-Mezenkimal Gegis

Akcigerin alveol epiteli, tip 1 pnomosit ve tip 2 pnomositlerle kaplidir. Gaz degisim fonksiyonu
igin 6zellesen tip 1 pnomositler, distal hava yollarinin, alveolar yiizey alaninin %93’tinii kaplar.
Alveolar epitelin diger hiicre tipi olan tip 2 pnomositler ise solunum yiizeyinin %7’sini Orter.
Tip 1 pnomositler, daha genis bir alan1 kaplamalarina ragmen, sayica tip 2 pndmositlerden daha
azdir. Tip 1 pnomositler, alveolar kapillerlerle arasindaki mesafeyi azaltmak icin sekillerini
yassilagtirmiglardir. Bu durum solunum gazlarinin gececegi mesafeyi kisaltarak, bu hiicreler
aracilig1 ile gaz degisiminin yapilmasina imkan saglamaktadir. Tip 2 pnomositler ise siklikla
alveollerin koselerinde bulunurlar ve bu 6zelliklerinden dolay:1 “alveolar gatekeeper (alveol
bekgi hiicreleri)” olarak adlandirilmaktadirlar. Tip 2 pnomositler, siirfaktan iiretirler, depolarlar
ve salgilarlar; ayrica alveolar sivi birikimini azaltir ve dogal bagisiklikta rol oynayan

molekiilleri tireterek immiin yanita da katki saglar. Bu gérevleri disinda 6zellikle progenitor bir
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hiicre oldugu icin herhangi bir hasar sonrasi epitel onarimina katki saglamak i¢in bdliinerek tip
1 ve tip 2 pnémositleri verebilir (Fehrenbach, 2001). Bu farklilasma fonksiyonel alveolar
epitelin yeniden kurulumu i¢in 6nemli bir gerekliliktir (Selman ve dig., 2006). IPF’de AEC’ler
morfolojik olarak anormaldir ve heterojen fenotipler yansitir (Selman ve Pardo, 2006). IPF’de
tip 2 pnémositlerde meydana gelen bu fenotipik degisikliklere yol agan biyokimyasal, genetik
ve epigenetik birtakim degisiklikler bilinmesine ragmen, halen belirsizlikler vardir. IPF’de
tip 2 pnomositlerin tip 1 pnomositlere fonksiyonel farklilasmasinda kokten bir degisiklik
meydana gelmektedir. Bu durumda, tip 2 pnomositler epiteliyal karakterini kaybedip
mezenkimal karakter kazanirlar ve miyofibroblastlara farklilasirlar. Ayrica, tip 2 pnomositler
salgiladiklar1 TGF-B, PDGF ve TNF-a gibi peptidler ile otokrin ve parakrin yollarla
birbirleriyle ve mikro c¢evredeki farkli tip hiicrelerle etkilesirler. Bu etkilesimin bir sonucu
olarak fibroblast ¢ogalmasi ve aktivasyonu uyarilir. Tip 2 pnomosit ve fibroblastlardan
farklilasan miyofibroblastlar tarafindan tiretilen ECM bilesenleri interstisiyel alanda birikir
(Selman ve dig., 2006).

Epiteliyal-mezenkimal gegis (EMT) ilk olarak 1980’lerin baginda embriyonik gelisim ve
organogeneze dayanak olan bir siire¢ olarak tanimlandi. Sonraki yillarda mezoderm ve noral
krest olusumuna katki sagladigi gosterildi (Taneyhill ve dig., 2007; Nakaya ve dig., 2008).
EMT, epitel hiicrelerinin epiteliyal fenotiplerini kaybederek fibroblast benzeri 6zellikleri
kazandigi, hiicre adezyonunun azaldigi ve hiicre hareketliliginin arttigi bir siire¢ olarak
tariflenmektedir. Hiicre adezyon molekiillerinin ekspresyonunun azalmasi, epitel hiicrelerinin
hiicre-hiicre ve hiicre-ECM baglantilarinin  kopmasina yol agarak, onlarin pro-fibrotik
ozelliklerini gosterecekleri yara bolgesine go¢ etmelerine izin verir. EMT, son on yildan beri
fibrotik hastaliklarin potansiyel katki saglayicisi olarak kabul edilmektedir. EMT nin fibrozise
katkis1 in vivo ve in vitro ¢alismalar ve klinik verilerle desteklenmektedir. insan bronsiyal epitel
hiicrelerinde, primer AEC’lerde ve akcigerden elde edilen A549 ve BEAS2B hiicre hatlarinda
gerceklestirilen in vitro ¢alismalar ile akciger dokusunda EMT uyariminin gerceklestigi
gosterildi (Kasai ve dig., 2005; Kanemaru ve dig., 2018). Bu galismalar, EMT’ ye giden epitel
hiicrelerinde epiteliyal hiicre belirteglerinin (E-kaderin, sitokeratin ve Zonula okludens) gen ve
protein seviyelerinin azaldigini, tersine mezenkimal hiicre belirteglerinin (kollajen 1 ve 111, N-
kaderin, fibronektin, vimentin ve S100A4) gen ve protein seviyelerinin arttigini gostermistir.
Ayni zamanda EMT’ye giden hiicrelerde miyofibroblast belirteci olan a-SMA seviyelerinde de

artis gozlenmektedir (Kasai ve dig., 2005; Ning ve dig., 2018).
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2.1.3.2. Pulmoner Fibrozisde Fibroblastlar ve Fibroblast-Miyofibroblast Farklilasmast

Fibroblastlar, ECM bilesenlerinin sentezi, yikimi ve ortadan kaldirilmasinda énemli gorevler
alarak matriks homeostazinin korunmasinda etkili olurlar. Matriks homeostazinin korunmasi,
IPF’de meydana geldigi gibi doku kaybi sonras1 normal doku fonksiyonunun korunmast i¢in de
gereklidir. Fibrozis silireci boyunca fibroblastlar aktifleserek miyofibroblast fenotipine
farklilasir. Bu fenotip agresif bir fenotiptir. Bu hiicrelerin sayis1 ve aktivasyonundaki artis ile
apoptoza karsi gosterdikleri direng, fibrotik fenotipin anahtar 6zelligidir. Miyofibroblastlar
fenotipik olarak fibroblastlar ve diiz kas hiicreleri arasinda yer alan ara hiicre tipi 6zellikleri
tasir. Miyofibroblastlar, a-SMA ve asirn ECM bileseni sentezleyerek dokuda yeniden

modellenmeye yol agarak akciger fonksiyonunu bozarlar (Thannickal ve dig., 2003).

Interstisiyel fibroblast ve miyofibroblastlar artan ECM birikiminden sorumlu anahtar
hiicrelerdir. Giincel olarak, IPF hastalarinin akcigerinde aktive olmus
fibroblast/miyofibroblastlarin hiicresel kaynaklarini agiklayan {i¢ ana teori vardir. Birincisi,
interstisiyel alanda yer alan mevcut pulmoner fibroblastlarin sitokinlere ve biiyiime faktorlerine
yanit olarak ¢ogalip fibroblast havuzunu arttirmasidir (Phan, 2012). ikincisi, kemik iliginden
kokenlenen dolasimdaki fibrositlerin, interstisiyel fibroblastlarin progenitorleri olarak rol
oynayip fibrotik durumda akcigere gogiip fibroblast havuzuna katki saglamasidir (Philips ve
dig., 2004; Moore-Morris ve dig., 2014). Ugiinciisii ise son zamanlarda onerilen tip 2
pnémositlerin, EMT araciligiyla miyofibroblastlara farklilasmasidir (Willis ve dig., 2005;
Selman ve dig., 2006). Ayrica endotel hiicrelerden, lipofibroblastlardan ve dokuya 6zgii kok
hiicrelerden fibrojenik miyofibroblast havuzuna katkilar olmaktadir (Kendall ve Feghali-
Bostwick, 2014).

2.1.4. Pulmoner Fibrozisde Rol Oynayan Onemli Sinyal Yolaklar

2.1.4.1. TGF-p1/Smad Sinyal Yolag:

Fibrotik akcigerde ¢ok sayida sitokin ve biiylime faktdrii bulunmaktadir. Bu molekiillerden
ozellikle TGF-B1 fibrozisde kurucu rol istlenmektedir. Bu ¢ok fonksiyonlu sitokin, ECM
olusumu ve yeniden modellenmesinde anahtar diizenleyicidir (Limper ve dig., 1991; Coker ve
dig., 2001; Ask ve dig., 2008). Normal erigkin akcigerinin tersine, [PF’li akciger dokusunda
TGF-B1 ekpresyonunda artis belirlenmistir, ancak TGF-$2 ve TGF-B3 izoform seviyelerinde
onemli fark olmadigi belirtilmistir (Khalil ve dig., 1996). TGF-f1’in etikisini dogrudan ele alan

bir arastirmada da adenoviral vektor aracili gen transferi kullanilarak kemirgen akcigerlerinde
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aktif TGF-B1’in gegici asir1 ekspresyonu gergeklestirilmistir. Vektdr uygulanmasindan sonraki
birkag giin i¢cinde endojen olarak aktif TGF-B1 ekspresyonu artarken, herhangi bir inflamasyon
gerceklesmeksizin pulmoner fibroziste gozlenen doku remodellenmesi meydana gelmistir.
Ustelik, fibroblastik odak olusumu indiiklenmis ve miyofibroblast farklilasmasi tesbit edilmistir
(Sime ve dig., 1997). Giincel olarak TGF-B1 akciger fibrozisinde EMT’nin ana indiikleyicisi

olarak gosterilmektedir.

TGF-B stiper ailesi, pulmoner fibrozis olusumunda anahtar sinyallerden birisidir ve gesitli
biyolojik yanitlarin diizenlenmesinde rol oynayan molekiilleri icerir. TGF-f siiper ailesi i¢inde,
TGF-f’nin ti¢ izoformu (TGF-B1, TGF-B2, TGF-B3), kemik morfogenik proteinleri (BMP’ler),
Miiller inhibe edici faktor, aktivinler, gesitli biiylime ve farklilasma faktorleri yer alir (Heldin
ve Moustakas, 2016).

TGF-B1 sinyal yolunda, hiicre zarinda yerlesen serin/treonin kinaz aktivitesine sahip ii¢ tip
TGF-B1 reseptorii (TPRI, I, IIT) ve hiicre disindan gelen sinyalin nukleusa aktarilmasinda rol
oynayan sitoplazmik TGF-B sinyal yolu molekiilleri (Smad proteinleri) gérev alir. Bu
sinyalleme yolu, Smad bagimli TGF- sinyal yolu olarak bilinir. Diger yandan TGF-f, Smad
proteinlerinden bagimsiz olarak fosfotidilinositol 3-kinaz (P13K) ve ¢esitli mitojenlerle-aktive
olan protein kinaz (MAPK) molekiilleri araciligi ile de hedef genleri etkileyebilir. Smad
proteinleri, gorevleri bakimindan ii¢ grupta toplanir. Birinci gruptakiler, reseptorlerce aktive
edilen Smadlardir (R-Smads); bunlar Smadl, 2, 3, 5 ve 8 olarak adlandirilir. TGF-p ve
aktivinler Smad2 ve 3 proteinleri ile BMP, biiyiime ve farklilagsma faktorleri ile Miiller inhibe
edici faktor ise Smadl, 5 ve 8 proteinleri araciligi ile hedef hiicrelerinde sinyallenmeyi
gergeklestirirler. Ikinci gruptaki Smadlar, fosforillenerek aktive olan Smad2 ve 3 proteinleri (p
(fosfo)-Smad2 ve p-Smad3) ile kompleks olusturarak onlar1 niikleusa tasir (Sekil 2.2). Bu
grupta yer alan Smad4 proteini, yaptigi gérev nedeniyle co-Smad (complementary, tamamlayici
Smad) olarak da bilinmektedir. Ugiincii gruptaki Smad proteinleri ise ya Smad4’e baglanip
kompleks olusmasini engelleyerek ya da Smad2 ve Smad3’iin fosforilasyonunu engellemek
icin TBRI’e baglanarak inhibisyon islevi yapan inhibitdr Smad proteinleridir. Smad6 ve Smad7
birer inhibitér Smad proteinidirler (Hayashi ve dig., 1997; Imamura ve dig., 1997).
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Sekil 2.2: TGF-f/Smad2/3 sinyal yolunun sematize gosterimi. https://www.pancreapedia.org/
pathways/tgfbeta-smad’den degistirilmistir.

TGF-B1, hiicrede oncii bir molekiil olarak sentez edilir ve proteolitik olarak kesilerek inaktif
formda bulunur (latent TGF-f1). Latent TGF-B1, olgun TGF-f1 ve onun amino ucuna kovalent
olmayan baglarla bagli proteinden (latent TGF-B1 ile iliskili protein) olusur. TGF-B1 aktif
olmadig1 zaman inaktif formda ECM’de depolanir. TGF-B1, reaktif oksijen tiirleri ve ¢esitli
proteazlarla aktive edilebilir. Latent TGF-p1 iliskili proteinin ayrilmasi ile serbest ve aktif hale
gelen TGF-B1, hiicre zarindaki TPRII’ye baglandiginda bu reseptorii fosforiller. TPRII
reseptorii kinaz aktivitesi kazanarak TPRI ile heterotetramerik yapi olusturur ve TPRI’#
fosforiller. TBRI’in fosforillenmesi bu reseptoriin kinaz aktivitesini uyarir ve Smad2 ve
Smad3’i fosforilleyerek bu proteinleri aktive eder. Aktive olan Smad2 ve/veya Smad3 (p-
Smad2, p-Smad3), Smad4 ile birleserek niikleusa gidip orada birikirler. Burada bazi
promotorlerdeki GTCT niikleotid dizilerine (Smad baglayic1 bolgeler) baglanarak diger
transkripsiyon faktorleriyle birlikte hedef genlerin transkripsiyonunu diizenlerler (Massague ve
dig., 2005; Bhaskaran ve dig., 2007). TGF-f, aktivin ve BMP ile sentezi uyarilan Smad?7
proteini, TPRI ile birinci grupta yer alan Smad proteinlerinin etkilesimini engelleyerek ya da

TGF-B reseptorlerinin yikimini diizenleyerek TGF-p, aktivin ve BMP sinyal yollarini durdurur.
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2.1.4.2. Wnt Sinyal Yolag

Whnt sinyal yolu tiirler arasi yiiksek derecede korunmustur, gelisimsel siire¢ler i¢in gereklidir
ve hastalik patogenezi boyunca baskilanabilir veya yeniden aktive edilebilir. Ornegin Wnt/B-
katenin sinyalleme pulmoner fibrozis siirecine katki saglayan énemli bir sinyal yolu olarak
karsimiza ¢ikmaktadir. B-katenin hiicreler arasinda yer alan hiicrelerin birbiriyle siki baglantida
olmasini saglayan E-kaderin molekiillerinin hiicre i¢i kisimlarina baglanarak iki hiicre arasi
kurulan etkilesimin devamliliginda 6nemlidir. Normal bir dokuda herhangi bir dis etken
nedeniyle gecici olarak bozulan E-kaderin etkilesimi sonrasi E-kaderin-f-katenin etkilesimi de
gegici olarak bozulur ve B-katenin sitozolde serbestlesir. Wnt ligand1 yoklugunda Wnt reseptor
aktivasyonu gergeklesemeyeceginden Dishevelled (DVL) proteinleri fosforillenmez ve
serbestlesen B-katenin, aktif glikojen sentaz kinaz-33 (GSK-3pB), Axin, kazein kinaz-1 (CK-1)
ve adenomatozis polipozis coli proteini (APC)’ni igeren yikim kompleksi araciligiyla
fosforillenerek proteozomal yikima yonlendirilir. Sonrasinda B-katenin yikilacagindan hiicre
i¢i sinyal olusturamaz. Wnt ligandi bulundugu durumda ise ligandlar Frizzled (FZD) ve onun
ko-reseptorleri olan LRP5/6’ya baglanarak aktiflesir. Aktiflesen FZD reseptorii, DVL
proteinlerini aktiflestirerek hiicre i¢i sinyal kaskadini baslatir. Fosforillenen DVL, GSK-3’y1
fosforilleyerek inaktive eder ve Axin, CK-1 ve APC’nin de i¢inde yer aldig1 yikim kompleksini
inaktive eder. Boylece aktif olmayan yikim kompleksi B-katenini fosforilleyemedigi igin
proteolitik yikima yonlendiremez ve B-katenin sitozolde birikir ve nukleusa gecerek DNA
tizerinde TCF/LEF kompleksleriyle etkileserek hedef genlerinin ekspresyonunu aktive eder
(Sekil 2.3; Ota ve dig., 2016).
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Sekil 2.3: Wnt/p-katenin sinyal yolunun sematize gosterimi. Wnt ligand varliginda B-kateninin
sitoplazmadaki stabilizasyonu ve Wnt/B-katenin sinyal aktivasyonu uyarilir. Ota ve dig. (2016)’dan
degistirilmistir.

2.2. PULMONER NOROENDOKRIN HUCRELER

2.2.1. Genel Ozellikleri ve Fonksiyonlar

PNEC’ler, ilk kez Friedrich Feyrter tarafindan 1938 yilinda insan ve hayvan akciger havayolu
epitelinde yer alan diffiiz epitheliyal endokrin systemin bir pargasi olarak tanimlanmigtir
(Feyrter, 1938). Kendisi 1954 yilinda yayinladigi bir makalede bu hiicreleri giimiis ile
boyanabildikleri igin arjirofilik sitoplazmali, tek tek veya kiigiik kiimeler halinde bulunan
hiicreler olarak tariflemistir (Feyrter, 1954). Bu hiicreler 151k mikroskobunda hava yolu
limenine erigen apikal sitoplazmali sise sekilli hiicreler seklinde (agik tip) veya hava yolu bazal
membrant boyunca uzamis sitoplazmali dentritik hiicre benzeri lateral olusumlara sahip
hiicreler seklinde (kapali tip) gozlenmektedir. Fetal akcigerde agik tip PNEC’ler hava yolu
liimeninden uyar1 alirken, kapali tip PNEC’ler akciger gelisimi siirecinde 6nemli oldugu bilinen
fetal nefes alip verme hareketleriyle ve/veya akciger siv1 sekresyonuyla olusturulan mekanik
gerilimle uyarilmaktadir (Pan ve dig., 2006). PNEC’ler ¢ogunlukla havayolu epitelinin
bazalinde silli hiicrelerin, goblet hiicrelerinin ve pndomositlerin arasinda gozlenir. Tek tek

bulunan PNEC’ler terminal bronsiyollere kadar trake ve brons epiteli boyunca daginik
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yerlesirken, PNEC hiicre topluluklar1 olan noroepiteliyal cisimcik (NEB)’ler distal hava
yollarmin epitelinde yan yana veya iist iiste diizenlenen hiicre topluluklari olustururlar ve hava
yolu dallanma bolgelerinde yerlesmislerdir (Cho ve dig., 1989; Cutz ve dig., 2008). PNEC’ler
bombesin/GRP, CGRP, kalsitonin, P maddesi, kolesistokinin, somatostatin, endotelin, peptid
YY, helodermin ve hipofiz adenil siklaz aktive edici protein gibi ¢esitli ndropeptidler iiretip
salgilarlar. Urettikleri diger maddeler arasinda serotonin, asetilkolin gibi biyojenik aminler,
noron spesifik enolaz, protein gen triinii 9.5 ve kalbindin D28K gibi ¢esitli néroendokrin
markirlar da bulunmaktadir. Bu spesifik markirlarinin bulunmasi ile PNEC’lerin fetal/neonatal
akcigerlerde ¢ok sayida ve yaygin gozlenmesine karsin, erigkin akcigerlerde sayica azaldigi
tespit edilebilmistir (Cutz ve dig., 2008). Ancak, tiim hava yolu epitelinin konfokal
mikroskopiden elde edilen goriintilerinin birlestirilip tic boyutlu olarak yeniden
yapilandirilmasiyla elde edilen bulgularda, tek tek bulunan PNEC’lerin erigkin akcigerlerin
havayollarinda homojen olarak dagilmadigi ve belli bolgelerde sayisinin arttig1 rapor edilmistir
(Weichselbaum ve dig., 2005; Cutz ve dig., 2008). PNEC’ler ultrasiiktiirtiirel seviyede
incelendiklerinde, amin ve peptidlerin depolanma yerleri olan ¢ok sayida sitoplazmik kiiresel
vesikiillerin varligr ile karakterize edilen hiicreler olarak ayirt edilmislerdir. Hava yolu yiizeyine
bakan apikal membranlar kisa mikrovilluslar igerir. Sitoplazmalarinda kiigiik mitokondriler,
diiz ylzli ve graniilli endoplazmik retikulum, ribozomlar, mikrotiibiiller ve mikroflament
demetlerinden olusan organeller bulunur. Ayrica, iyi gelismis Golgi kompleksleri, ¢ok sayida
vezikiiller araciligiyla yogun kiiresel sitoplazmik graniiller ile iligkilidir (Lauweryns ve dig.,
1985). PNEC inervasyonlari iizerinde yapilan elektron mikroskopi ¢alismalari, bu hiicrelerle
iligkili iki tip sinir sonlanmalarinin varligini gostermektedir. Fare ve sican akcigerlerinde
yapilan ¢aligmalarda, bazt NEB’lerin motor ve nitrerjik sinir fibrillerinin yanisira, vagal/jugular
ve spinal sensor sinir fibrilleri ile inerve olduklart gozlemlenmistir. Nitrerjenik sinir
sonlanmalart intrinsik peribonsiyal gangliyondan gelir (Adriaensen ve dig., 2003). Hem
PNEC’ler hem de NEB’ler sinir sonlanmalariyla ve kan kapillerleriyle iliskilidirler. Inervasyon
almayan NEB’ler ise mekanik veya diger kimyasal uyaranlardan aldiklar1 sinyaller

dogrultusunda hedefleri iizerinde etkili olurlar.

Son 15-20 y1l boyunca modern molekiiler biyoloji teknikleri kullanilarak PNEC’lerin kompleks
fonksiyonel rolleri ortaya ecikarilmistir. Gorevleri arasinda fetal akciger biiylimesi ve
farklilasmasinin diizenlenmesi, neonatal adaptasyonda hava yolu oksijen sensorii olmasi ve

postnatal donemde hava yolu epiteli yenilenmesinde ve akciger karsinojenezinde 6nemli olan
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akciger kok hiicre nisi saglamak bulunmaktadir. PNEC’ler primitif hava yolu epitelinde ilk
farklilasan hiicre tipleridir (Cutz ve dig., 1984; Pan ve dig., 2002). PNEC’ler ve NEB’ler
akcigerin biyolojisinin diizenlenmesinde merkezi sinir sistemiyle birlikte ¢alisirlar. PNEC’ler
ve NEB’ler iirettikleri biiyliime faktorii ve mitojenik 6zelikte biyolojik olarak aktif molekiiller
ile parakrin mekanizmalar araciligiyla akciger morfogenezini etkiler. Cok sayida deneysel
arastirma PNEC’lerin gelisen akcigerde hiicre biiyiimesi ve farklilagsmasi disinda dallanma
morfogenezinde de rol oynadiklarini géstermektedir (Cutz ve dig., 2008). Utero dénemde fetal
kemirgen akcigerinde ve insan/kemirgen akciger organ kiiltiirlerinde eksojen bombesin/GRP
giiclii bir biiylime ve farklilasma uyaricisi olarak gosterilmistir (Sunday ve dig., 1990).
Bombesin benzeri peptidler in vitro ve in vivo’da iletici hava yollarinda ve primitif alveollerde
hem mezenkimal hem de epiteliyal hiicrelerin proliferasyonunu uyarmistir. Ayrica bu peptidler
dallanma morfogenezini arttirmanin yaninda alveolar tip 2 hiicrelerinin farklilagmasini1 da
indiikklemistir (King ve dig., 1995). Ek olarak, bombesinin monoklonal antikorlariyla
bloklanmasi, serumsuz organ kiiltiirlerinde akciger olgunlagsmasini azaltmistir (Sunday ve dig.,
1993). Bombesin/GRP peptidlerinin akciger dokular1 itizerindeki bu etkileri hem epitel
hiicrelerinin hem de mezenkimal hiicrelerinin yiizeylerinde yer alan GRP reseptorleri
araciligiyla gerceklesmektedir (Wang ve dig., 1996; Emanuel ve dig., 1999). PNEC ve
NEB’lerden salinan aminlerin ve ¢esitli biyoaktif peptidlerin lokal ve parakrin etki
mekanizmalari fetal hamster akcigeri lizerinde yapilan ¢alismalarda arastirilmis ve 3H-timidin
ve BrdU etiketlemeleriyle bu peptidlerin hiicre proliferasyonu iizerinde etkili olup olmadiklari
arastirilmistir. Bu calismalarda NEB’lerin hemen bitisigindeki epitel hiicreleri stirekli BrdU ile
etiketlenirken, NEB’lerden uzaklasildik¢a bu etiketlenme miktarinin azaldigi gézlemlenmistir.
Arastiricilar, NEB’lerin hiicre proliferasyonunu diizenledigi sonucuna varmislardir (Hoyt ve
dig., 1991; Verckist ve dig., 2018). PNEC’lerde sentezlenen ve depolanan amin ve peptidler
hipoksi ve mekanik stres uyaranlarma yamt olarak hiicrelerden salinmaktadirlar. ilk olarak
intrauterin donemde ¢evresel hipoksiye maruziyetin NEB’lerden serotonin salgilanmasini
tetikledigi belirlenmistir. Intrauterin akciger gelisimi goreceli olarak hipoksik bir ¢evrede (pO-
~ 20-30 mmHg) meydana geldigi icin PNEC’lerden hipoksi aracili biyoaktif peptidlerin
salmim1 akciger organogenezini diizenleyebilecegi diisiiniilmektedir (Sunday ve Cutz, 2000).
PNEC’lerin kesin kokeni bilinmemesine ragmen, Kanitlar gastro-intestinal ve pankreastaki
analog endokrin hiicreler gibi pluripotent epitel progenitorlerin olustugu ©on bagirsak
endoderminden gelistiklerini gostermektedir. Putatif PNEC progenitorleri ebriyonik donemin

16. giiniinde fetal tavsan akcigerinde tiim primitif havayolu epitelinde forse-1 olarak
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isimlendirilen erken néronal gelisim markirtyla pozitif isaretlenmistir. Sonraki emriyonik
donemlerde PNEC ve NEB’ler progenitorlerden farklilagsma siirecinde forse-1 pozitifliklerini
kaybederek serotonin immunpozitif aktivite gostermislerdir (Pan ve dig., 2002). PNEC’lerin
kokeninin arastirildig1 ¢alismalar sonucunda distal akciger igindeki PNEC’lerin, diger akciger
epitel hiicrelerinden ayr1 olarak gelistikleri ve diger epitel hiicrelerine farklilagsamadiklari
belirlenmistir (Reynolds ve dig., 2000). Son olarak, kok hiicre ¢alismalarinin ilerlemesiyle
birlikte molekiiler seviyelerde PNEC hiicrelerinin gelisimlerinin farelerde Mashl ve bu genin
insanlardaki homologu hASH1 ile Hesl(hairy-enhancer of split) genleriyle yonlendirildigi
belirlenmistir. Fare ve insanlarda ASH1 geninin aktivasyonu PNEC gelisimi i¢in gereklidir.
Farelerde Mashl geni cikarildiginda akcigerde PNEC’lerin farklilasmadigi belirlenmistir
(Borges ve dig., 1997; Ito ve dig., 2000). ilging bir sekilde, akciger morfogenezi Mashl
ekspresyonunun kaybindan etkilenmemesine ragmen, bu farelerin dogar dogmaz solunum
bozukluklar1 nedeniyle 6ldiigii gozlemlenmistir. Diger yandan PNEC farklilagmasinin artist
Hes1 knockout farelerde embriyonik donemim 13. giiniinde PNEC’lerin erken olgunlastig 18.
giinde de PNEC’lerin hiperplaze olduklart gézlemlenmistir (Ito ve dig., 2000). Bu ¢aligmalar
sayesinde Hesl’in bir nérojenik gen supresorii oldugu ve PNEC farklilagmasini azalttigi,
Mash1/hASHI geninin de PNEC farklilasmasini uyardigi tespit edilmistir. Daha ileri ¢alismalar
PNEC’lerin kaderinin, Notch sinyal yolu araciligiyla Hesl ve Mash1l/hASH1 genlerinin
etkilesimleriyle diizenlendigini gostermistir (Ito, 1999).

2.2.2. PNEC'lerden Salinan Noroendokrin Peptidler ve Fonksiyonlari

2.2.2.1. Gastrin Serbeslestirici Peptid

Bombesin, ilk kez Bombina bombina kurbagasinin derisinde tanimlanmis 14 aminoasitlik bir
peptitdir (Anastasi ve dig., 1971). Mc Donald ve arkadaslari, amfibi bombesin antikorlar1
kullanarak 27 aminoasitlik bir memeli bombesin homologunu tanimlamistir ve bu molekiilii
GRP olarak adlandirmiglardir (McDonald ve dig., 1979). GRP’nin akcigerlerde PNEC’lerde
tiretildigi saptanmistir (Linnoila, 2006). Ayrica Sinir sonlanmalarinda da bulunmaktadir. GRP
iceren NEB’ler, gelisen akcigerde ¢ok yaygindir, ancak artan yasla birlikte sayilari
azalmaktadir. GRP ve bombesin, karboksil uglarinda yiiksek diizeyde korunmus yedi amino
asitlik bir bolgeyi igerirler. Bu bolge onlarin reseptorlerine baglanmasinda olduk¢a dnemlidir.
GRP geninin kromozomal lokasyonu 18q21.32’dir ve bu genden 5 transkript olusur. En uzun

transkripti 848 bp’dir ve bu transkript 3 adet ekzon, 2 adet intron igerir ve 148 amino asitlik
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peptid tretir. GRP baslangi¢ olarak 138-148 amino asitlik ii¢ izoformu igeren prohormon
seklinde sentezlenir. Ik 23 amino asit sinyal peptid dizisini igerirken 24. ve 50. amino asitler
arasinda kalan 26 aminoasitlik dizi GRP’yi olusturur. Alternatif kesim ile baz1 durumlarda 41.
ve 50 aminoasitlerden Noromedin C’de iretilebilmektedir. Alternatif kesim ile farkli dizi
uzunluklarina sahip 3 isoformu olusmaktadir. GRP’nin reseptérii olan GRPR geninin
kromozomal lokasyonu Xp22.2’dir ve bu genden 1 transkript tiretilir. Bu transkriptin uzunlugu
1929 bp’dir, 3 adet ekzon, 2 adet intron igermektedir. Bu transkript, 384 amino asitlik 7 gecisli
transmembran bir membran proteini iiretir. GRP ligandinin bu reseptoriin ekstraselliiler ligand
tanima bolgesine baglanmasiyla olusan sinyal, hiicre membraninin sitoplazmik yiizeyine bakan
domainini uyarir ve bu uyari G proteini araciligiyla fosfotidil inositol-kalsiyum ikincil
habercilerine aktarilarak hiicre igi sinyallenmeyi baglatir (Corjay ve dig., 1991). GRPR,
akcigerde makrofajlarda, CD4+ T-hiicrelerinde, pan-T hiicrelerinde ve polimorf niikleer
l16kositlerde (De La Fuente ve dig., 1991; Meloni ve dig., 1996) ve peribronsiyal fibroblastlarda
(Cullen ve dig., 2000) ve epiteliyal ve mezenkimal hiicrelerde eksprese edildigi rapor edilmistir

(Wang ve dig., 1996).

Akciger gelisimi boyunca ilk farklilasan epitel hiicreleri olan PNEC’lerin, bol miktarda
bombesin benzeri peptid igerdikleri belirlenmis ve bu peptidin insanlar, diger primatlar, sicanlar
ve farelerde gelisen fetal akcigerin biiylimesini ve olgunlagsmasini uyarabilecegi ileri
stiriilmistiir (Sunday ve dig., 1990, 1993; Stangelberger ve dig., 2005). Bombesin/GRP, gelisen
insan ve tavsan akcigerlerinde havayollar1 epitelinde ve etrafindaki mezensim dokusunda
belirlenmistir. Bombesin/GRP sentezinin gelisen havayollarinin distalinde en ytiksek seviyede
oldugu saptanmistir. Ayrica bu ¢alismada GRP reseptoriiniin ¢ogalan epitel hiicrelerinin hiicre
zarinda yer aldig1 tespit edilmistir (Wang ve dig., 1996). Emanuel ve arkadaglari, normal fetal
baboon akciger organ kiiltiirlinde, bombesin reseptorlerinin epitel ve mezenkim hiicrelerinde
yerlestigini  bulmustur. Bombesin’in, epitel ve mezenkimal hiicrelerin ¢ogalmasini
saglayabilecegi, tip II pnomositlerin ¢ogalmasin1 ve farklilasmasini tesvik edebilecegi ileri
stiriilmistiir (Emanuel ve dig., 1999). Bir baska calismada postnatal 1 ve 3. giinler arasinda
farelere giinde iki kere periton i¢ine verilen bombesin/GRP, alveolarizasyonun yar1 yartya
tamamlandig1 14. giinde alveolar miyofibroblast cogalmasini, interstisiyel fibrozisi uyardig: ve
alveolar duvar kalinligini arttirdig1 gézlenmistir (Ashour ve dig., 2006). Diger bir ¢alismada
biiyiime hormonu serbestlestirici hormon ve bombesin/ GRP’nin antagonistlerinin PC-3 ve DU-

145 insan androjen bagimsiz prostat kanser hiicre soylarinda VEGF, FGF ve epiteliyal biiyiime
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faktorii (EGF) reseptorlerinin ekspresyonlarini baskiladig bildirilmistir (Stangelberger ve dig.,
2005). VEGF, bFGF ve EGF’nin pulmoner fibrozis olusum siirecinin erken sathalar1 boyunca
proliferatif ve go¢ edici bir mezenkimal hiicre fenotipini uyaran faktorler oldugu bilinmektedir
(Arciniegas ve dig., 2007).

2.2.2.2. Kalsitonin Geni ile Iliskili Peptid

CGRP, kalsitonin, adrenomedulin ve amilinin i¢inde yer aldig1 ndropeptid ailesinin bir tiyesidir.
CGRP, 37 amino asitden olusur ve CGRP-a ve CGRP-f olarak bilinen iki izoformu vardir. a-
CGRP, ozellikle sinir sisteminde yaygin olarak (%80<) sentezlenir. CGRP, PNEC’ler ile
pulmoner havayollari, kan damarlar1 ve lenfoid dokuyu innerve eden akcigerdeki duysal C sinir
fibrillerinde bulunur. CGRP, fare ve sigan akcigerlerinde genel néroendokrin hiicre belirteci
olarak kullanilir. CGRP’nin akcigerdeki hedef hiicreleri vaskiiler diiz kas hiicreleri, endotel
hiicreleri, epitel hiicreleri ve fibroblastlardir (Yule ve White 1999; Kawanami ve dig., 2009).
CGREP reseptorleri makrofajlar, B ve T lenfositleri ve antijen sunan hiicrelerin iginde yer aldig1
cesitli inflamatuvar hiicrelerde de vardir (Umeda ve dig., 1989; McGillis ve dig., 1991; Vignery
ve dig., 1991; Bracci-Laudiero ve dig., 2005). CGRP’nin vazoregiilator, brons koruyucu ve
anti-inflamatuvar etkileri bilinir. Gevsetici bir faktor olarak CGRP ve gii¢lii bir kasic1 faktor
olarak serotonin, havayolu diiz kas tonusunu ve dolayisiyla akciger ventilasyonunu diizenlerler.
Ayrica, epitel hiicre biliylime faktorii olarak fonksiyon gosteren CGRP’nin pulmoner epitel
hiicre onariminda rol oynadigi disiliniilmektedir. Bir mitojen olan dietilnitrozaminin
hiperoksiye maruz kalan hamsterlere verilmesi, kalsitonin ve bombesin mRNA seviyelerini
arttirmanin yanisira, hamster akcigerinde CGRP igeren PNEC’lerin hiperplazisine de neden
olur (Skogvall ve dig., 1999). CGRP, in vivo ve in vitro’da insan AEC’lerinin ¢ogalmasini
uyarir. CGRP, A549 hiicrelerinin ¢ogalmasini doza ve zamana bagli olarak arttirir. CGRP
reseptOr inhibitdrii olan CGRP 8-37’nin kullanimi hiicrelerde, CGRP ile uyarilan DNA sentezi
artigini azalttigi rapor edilmektedir (Kawanami ve dig., 2009). CGRP geninin kromozomal
lokasyonu 11p15.2°dir ve bu genden 6 transkript olusur. En uzun transkripti 916 bp’dir ve bu
transkript 3 kodlanan olmak {izere 5 adet ekzon, 4 adet intron igerir ve 128 amino asitlik bir
peptid iiretir. CGRP baslangi¢ olarak 128 amino asitlik prohormon seklinde sentezlenir. Tlk 25
amino asit sinyal peptid dizisini igerirken 26. ve 80. amino asitler ile 125. ve 128. amino asitler
propeptid dizileridir. Sinyal peptid ve propeptidlerin kesilmesiyle 83. ve 119. amino
asitlerinden CGRP aktif peptidi tiretilir. Alternatif kesim ile farkli dizi uzunluklarina sahip 3
isoformu olugsmaktadir. CGRP’nin reseptorii olan CGRPR (CALCRL) geninin kromozomal
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lokasyonu 2q32.1°dir ve bu genden 9 transkript iiretilir. Bu transkriptlerden 5°i protein kodlar.
En uzun transkripti 5223 bp’dir ve bu transkript 12 kodlayan olmak iizere 16 adet ekzonu,15
adet intronu bulunmaktadir ve 461 amino asitlik 7 gecisli transmembran bir membran proteini
iiretir. CGRP ligandinin bu reseptoriin ekstraselliiler ligand tanima bolgesine baglanmasiyla
olusan sinyal, hiicre membraninin sitoplazmik yiizeyine bakan domainini uyarir ve bu uyar1 G
proteini araciligiyla adenilat siklazi aktive ederek siklik adenozin monofosfat (CAMP) aracili

hiicre i¢i sinyallenmeyi baslatir (Kusano ve dig., 2012).

2.2.3. PNEC'lerin Akciger Hasar1, inflamasyon ve Pulmoner Fibrozisle Iliskisi

PNEC’ler neonatal akcigere kiyasla eriskin akcigerde sayica azdir. PNEC’ler normal eriskin
akcigerinde tiim hava yolu epitel hiicrelerinin yaklasik %0,4’t kadar bulunurlar. Bu da 1 cm
hava yolu epiteli bazal membranit basina yaklasik 13 hiicre bulunmasi anlamia gelir.
PNEC’lerin sikl1g1 ve dagilimi gesitli akciger hastaliklarinda degismektedir. Kronik bronsit ve
emfizemin dahil oldugu kronik inflamasyon ve/veya fibrozisle karakterize olan akciger
patolojilerinde PNEC sayisinda artis rapor edilmistir (Gosney ve dig., 1989). inflamatuvar
akciger bozuklugu olan hastalarin idrarinda ve kaninda artan Kkalsitoninle korale olarak
Bombesin/GRP immunreaktif PNEC’lere kiyasla kalsitonin igeren PNEC’ler sayica
artmaktadir (Becker ve dig., 1981). UIP, NSIP, hipersensitivite pnomonisi ve kollajen vaskiiler
hastalikl1 interstisiyel pnomonilerin dahil oldugu interstisiyel pndmonilerin gesitli formlarinda
PNEC’lerin sayilarinin degistigi rapor edilmistir. UIP ve NSIP’de PNEC siklig1 hemen hemen
iki kat artmasina ragmen, PNEC’lerin onciil hiicrelerden farklilagmasi i¢in gerekli olan Hash1
geninin mRNA ekspresyonu ve PNEC proliferatif aktivesinde farklilik vardir. Bu ¢alismada
UIP olgularinda yiiksek Hashl mRNA ekspresyonu gozlenirken, proliferatif aktivitede (Ki67
pozitif hiicreler) diisiis gozlenmistir. Bu bulgu farelerde yapilan bir ¢alismada akciger epitel
hiicrelerinin EGF’ye maruziyeti sonrasi proliferasyonlarinda artisin meydana geldigi kosullarda
Hash1’in farelerdeki homologu olan Mash1’in ekspresyonunun azalmasiyla dogrulanmistir (Ito
ve dig., 2003; Linnoila ve dig., 2006). Pulmoner fibrozisin yanisira inflamatuvar ve fibrojenik
akciger hastaliklarinin diger formlarinda PNEC’lerin sikligi, dagilimi ve bu hiicrelerde
meydana gelen molekiiler degisimlerinin 6nemi ve mekanizmast halen bilinmemektedir. Ancak
interstisiyel akciger hastaliklarinda PNEC sayisinin artisi pulmoner fibrozisde PNEC’lere ve

onlardan salgilanan molekiillerin fibrotik sinyal yollarina etkilerine bizi odaklamaktadir.
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MALZEME VE YONTEM

3.1. HUCRE KULTURU

3.1.1. A549 Hiicre Hatti

Insan A549 hiicreleri (ATCC CCL-185), %10 fetal sigir serumu (FBS) (Gibco), glutamax (L-
Glutamin) ve %1 penisilin/streptomisin karisimi (Gibco) igeren Dulbeco’nun modifiye edilmis
medyumu ve Ham’1n F12 (DMEM/F12) medyumunda (Gibco) %5 karbon dioksit (COz), %95-
100 nem igeren ortamda 37°C’de doku kiiltiir kaplarinda biiytitiildii. Hiicreler kiiltiir kabinin
yiizey alaninin %80-90’1n1 kapladiginda pasajlandi. Pasajlama sirasinda, hiicreler Dulbeco’nun
modifiye edilmis fosfatla tamponlanmig tuz ¢6zeltisi (DPBS, 1X, Gibco) ile yikandi ve 3 ml
tripsin/etilendiamin tetraasetik asit (EDTA) (Gibco) ¢ozeltisinde 3 dakika 37°C’de inkiibe
edildi. Daha sonra kiiltiir kabina 7 ml DMEM/F12 medyumu eklendi. Hiicreler, medyumla 1:5
oraninda seyreltilerek yeni bir doku kiiltiir kabina transfer edildi. Calismamizda kiiltiir kabindan
6 kuyucuklu kiiltiir kabina A549 hiicreleri aktarildi ve 24 saat 37°C, %5CO; inkiibatdrde inkiibe
edildiler. Peptid uygulamalar1 yapilmadan once hiicreler serum azaltilmis medyumda 24 saat
tutuldular. Bu siirenin sonunda hiicreler fosfatla tamponlanmis tuz ¢ozeltisi (PBS, 0,01M; pH
7.2)’de hazirlanan farkli konsantrasyonlarda GRP (10, 10 ve 107 M, Sigma), CGRP (10°°,
10" ve 10 M, Sigma) ve 5ng /ml TGF-B (Sigma) ile uyarildilar. Uyarimi takip eden 24., 48.
ve 72. saatlerde toplanan hiicreler canlilik ve hiicre proliferasyon testleri ile Western emdirim

analizi i¢in kullanildilar.

3.1.2. MRCS5 Hiicre Hatti

Insan normal fetal akciger fibroblast hiicreleri (MRC5’ler) (ATCC CCL-171), %10 FBS
(Gibco), %1 penisilin/streptomisin karigimi (Gibco) igeren Ham’in F12 (Ham’s/F12) medyumu
(Gibco)’nda %5 CO2, %95-100 nem igeren ortamda 37°C’de doku kiiltiir kabinda biiyiitiildii.
Hiicre hatt1 kiiltiir kabinin yiizey alaninin %80-90’m1 kapladiginda pasajlandi. Pasajlama
sirasinda, hiicreler 1x PBS ile yikandi ve 3 ml tripsin/EDTA (Gibco) ¢6zeltisinde 3 dakika
37°C’de inkiibe edildi. Daha sonra, kiiltiir kabina 7 ml Ham’s/F12 medyumu eklendi. Hiicreler,
medyumla 1:5 oraninda seyreltilerek yeni bir doku kiiltiir kabina transfer edildi. Calismamizda
6 kuyucuklu kiiltiir kabina MRC5 hiicreleri ekildi ve 24 saat 37°C, %5 CO; inkiibatorde inkiibe
edildiler. Peptid uygulamalar1 yapilmadan 6nce hiicreler serum azaltilmis medyumda 24 saat

tutuldular. Bu siirenin sonunda hiicreler PBS’de hazirlanan farkli konsantrasyonlarda
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GRP (10, 10 ve 107 M, Sigma), CGRP (10°, 107 ve 10® M, Sigma) ve 5ng /ml TGF-B
(Sigma) ile uyarildilar. Uyarimi takip eden 24., 48. ve 72. saatlerde toplanan hiicreler canlilik
ve hiicre proliferasyon testleri ile Western emdirim, gen ekspresyon ve immunfloresan

analizleri i¢in kullanildilar.

3.2. HUCRE CANLILIK TESTI

Sitotoksik etki ve metabolik aktivitenin belirlenmesi i¢in yapilan 3-(4,5-dimethylthiazol-2-yl)-
2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT) testi canli hiicrelerden tetrazolium tuzlarmin
ayrigtirtlmasina dayanan radyoaktif olmayan, kolorimetrik bir testtir. Testin prensibi,
tetrazolium tuzlarmin hiicresel enzimler (mitokondriyal dehidrojenazlar) tarafindan renkli
formazan tuzlarina dondstiriilmesidir (Sekil 3.1). Kiiltirde metabolik olarak aktif halde
bulunan canli hiicrelerin miktar1 ile dogru orantili olarak formazan kristali igeren hiicre
miktarinda artig olmaktadir ve bu canli hiicreler spektrofotometrik yontemler ile dl¢iilmektedir
(Marshall ve dig., 1995). Hiicre canlilig1 analizi igin 0,22 um por ¢apli filtrelerden gegirilmis
%10 FBS, L-glutamin, %1 penisilin/streptomisin iceren DMEM/F12 medyumu i¢inde A549
hiicreleri ve %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin igeren Ham’s/F12 medyumu i¢inde MRC5
hiicreleri %5 CO2’de 37°C’lik inkiibatorde 24 saat tutulduktan sonra, hiicreler %80 oraninda
kiiltiir kab1 tabanini kapladiginda medyum uzaklastirildi. Hiicreler 5 ml 1lik DPBS ile yikandi
ve iizerlerine 2 ml tripsin/EDTA eklenerek %5 CO- igeren 37°C’lik inkiibatorde 3dk inkiibe
edildiler. Tripsinizasyon sonrasinda kiiltiir kaplarindan alinan hiicreler sayildi. A549 ve MRC5
hiicreleri MTT testi i¢in 10.000 hiicre/100 pl/kuyucuk olacak sekilde hiicreler 96 kuyucuklu
pleytlere ekildi. Bu hiicreler igin toksik olmayan GRP ve CGRP peptid dozlarmi bulmak
amaciyla, hiicre ekiminden 24 saat sonra PBS’de ¢oziindiiriilmiis olan GRP (107, 10 ve 10~
M), CGRP (10, 10" ve 10 M), 5 ng/ml TGF-B biiyiime medyumu i¢inde hazirlanarak hiicreler
tizerine uygulandi. Hiicreler uyarim takip eden 24. 48. ve 72. saatlerde toplandilar. Bu
hiicrelerin ve 0. saatteki (kontrol) hiicrelerin tizerine 6nceden hazirlanmisg 30 pl MTT karanlikta
uyguland: ve 4 saat 37°C’de CO> inkiibatoriinde hiicreler inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda
tim siv1 igerigi kuyucuklardan gekildi ve her kuyucuga 100 pl dimetil siilfoksit (DMSO)
eklendi. Pleytler, karistiricida 270 rpm’de 2 dakika ¢alkalandi. Daha sonra her bir kuyucugun
absorbansi1 mikropleyt okuyucuda (pQuant, Biotek) 570 nm dalga boyunda 6lgtildii.
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MTT hazirlanmast: Thiazolyl blue tetrazolum bromid (Sigma) maddesinden 50 mg tartild1 ve
madde 10 ml Ca™ ve Mg™™" icermeyen PBS’te ¢6ziindiiriildii. Bu islemden sonra ¢ozelti filtre
edilip kiigiik hacimlerde -20°C’de saklanda.

i
or () )
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MTT Formazan

Sekil 3.1: MTT kimyasal yapisi ve formazan kristallerine doniisiim reaksiyonu.

3.3. HUCRE PROLIFERASYON TESTI

Hiicre proliferasyonu genomik DNA’nin replikasyonu ile belirlenebilmektedir. 5-bromo-2'-
deoksuridin (BrdU), timidin'in sentetik bir niikleozid analogudur. BrdU, DNA sentezi sirasinda
timidin molekiiliiniin yerini alarak DNA zincirinin yapisina girebilir. Boliinmeye giden
hiicrelerin S fazinda DNA iki katina ¢ikmaktadir ve BrdU, gogalan hiicrelerin DNA’sinda
timidinin yerine gecer. Y6ntemin prensibi, sadece S fazindaki hiicrelerin BrdU ile etiketlenmesi
ve etiketlenen hiicre toplulugunun hiicre siklusunda ilerlemesinin izlenmesine dayanir.
Radyoaktif olmayan BrdU’nun S fazinda hiicrelerin DNA’sina baglanmasini takiben anti-BrdU
antikorlarinin kullanimiyla S fazindaki hiicre yogunlugu kolorimetrik olarak analiz edilir (Muir
ve dig., 1990).

Hiicrelerin proliferasyon testi i¢cin BrdU hiicre proliferasyon kiti (Millipore) kullanildi. Protokol
iretici firmanin 6nerdigi sekilde gerceklestirildi. Calismamizda, BrdU analizi i¢in 0,22 pm por
caplt filtrelerden gegirilmis %10 FBS, L-glutamin, %21 penisilin/streptomisin igeren
DMEM/F12 medyumu iginde A549 hiicreleri ve %10 FBS, %1 penisilin/streptomisin igeren
Ham’s/F12 medyumu iginde MRCS5 hiicreleri %5 CO2’de 37°C’lik inkiibatorde 24 saat kiiltiire
edildiler. Daha sonra hiicreler %80 oraninda kiiltiir kabi tabanin1 kapladiginda ortamdaki
medyum uzaklastirildi. Hiicreler, 5 ml 1lik DPBS ile yikand: ve {izerlerine 2 ml tripsin/EDTA
eklenerek %5 CO: igeren 37°C’de inkiibatorde 3 dk inkiibe edildiler. Tripsinizasyon sonrasinda
kiiltiir kaplarindan toplanan hiicreler sayildi. BrdU testi i¢in 10.000 hiicre /100 pl/kuyucuk
olacak sekilde A549 ve MRCS5 hiicreleri 96 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekildi. Bu hiicreler
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tizerinde GRP ve CGRP peptidlernin proliferatif etkilerini belirlemek amaciyla, hiicre
ekiminden 24 saat sonra PBS’de ¢dziindiiriilmiis olan GRP (107, 10 ve 107" M), CGRP (10,
107 ve 10® M), 5 ng/ml TGF-B biiyiime medyumu iginde hazirlanarak hiicreler iizerine
uygulandilar. Hiicrelere uygulanan peptid inkiibasyon siirelerinin bitiminden minimum 2 saat
once her bir kuyucuga 20 ul BrdU ilave edildi. Hiicreler uyarimi takip eden 24. 48. ve 72.
saatlerde toplandilar. Bu siirelerin sonlarindaki ve 0. saatteki (kontrol) hiicrelerin yer aldigi
kuyucuklardaki sivilar uzaklastirildi. Her bir kuyucuga hiicreleri fikse etmek ve DNA’yi
denatiire etmek amaciyla 200 ul fiksasyon soliisyonu ilave edildi ve hiicreler karanlikta oda
sicakliginda 30 dk inkiibe edildi. Fiksasyon soliisyonu uzaklastirildi ve 96 kuyucuklu kiiltiir
kaplar1 50°C’de inkiibatérde 30 dk inkiibe edilerek fiksasyon soliisyonu uguruldu. Bu siirenin
sonunda kuyucuklar yikama soliisyonuyla 3 kez yikandi ve kurutuldu. Her bir kuyucuga kitin
belirledigi hacim ve konsantrasyonda anti-BrdU antikoru ilave edildi ve kiiltiir kabi 1 saat oda
sicakliginda inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda kuyucuklar yikandi ve her bir kuyucuga TMP
peroksidaz konjuge sekonder antikor ilave edildi ve kiiltiir kab1 30 dk oda sicakliginda inkiibe
edildi. Kuyucuklar yikanip kurutulduktan sonra her bir kuyucuga uygun konsantrasyonda
substrat ilave edildi ve kiiltiir kaplar1 30 dk oda sicakliginda inkiibe edildiler. Daha sonra
kuyucuklar {izerine uygun hacimde reaksiyon durdurucu soliisyon eklenerek kiiltiir
kaplarindaki her bir kuyucugun absorbansi mikropleyt okuyucuda (nQuant, Biotek) 450/550
nm dalga boyunda 6l¢iildii.

3.4. WESTERN EMDIRIM YONTEMIi

3.4.1.Total Protein izolasyonu

A549 (4 x 10°/kuyu) ve MRC5 (2,5 x 10°/kuyu) hiicreleri 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarina ekildi.
Hiicreler kiiltiir kaplarmin yiizeyini doldurduktan sonra eski medyum uzaklastirilip yerine
serum azaltilmis medyum eklendi ve hiicreler 24 saat inkiibe edildi. Bu siirenin sonunda serumu
azaltilmis medyum uzaklastirilip, serumu azaltilmis medyum iginde hazirlanan peptidler
hiicreler iizerine eklendi. PBS’de hazirlanan 10°°M GRP (Sigma), 10°M CGRP (Sigma) ve 5
ng/ml TGF-B (Sigma) ile hiicreler uyarildilar. Uyarimi takip eden 24., 48. ve 72. saatlerde
hiicreler, PBS ile yikandiktan sonra kiiltiir kabinin her bir kuyusuna 100 ul proteaz (Sigma) ve
fosfataz inhibitorii (Roche) iceren soguk RIPA (SantaCruz) lizis tamponu eklendi ve bir
kaziyici ile kazinarak hiicre lizatlar1 toplandi. Lizatlar 1,5 ml’lik steril deney tiiplerine transfer

edildiler ve buza alindilar. Daha sonra lizat igeren tlipler homojenizasyon verimini arttirmak
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icin 10 defa 10 saniye ultrasonikatérde (Bandelin) homojenize edildiler. Homojenatlar buzda
30 dakika tutulduktan sonra 15,000 xg’de 15 dakika santrifiij edildiler. Siipernatantlar -20°C’de

saklandilar.

3.4.2.Bradford Yontemiyle Protein Miktar Tayini
Elde edilen siipernatantlardaki total protein miktar1 Bradford yontemine gore belirlendi

(Bradford, 1976).

Protein miktar tayin testlerinden biri olan bu testin prensibi proteinlerin yapisinda yer alan
arjinin gibi bazik ve bazi aromatik amino asitlerin Commassie Brillant Blue G-250 boyasiyla
reaksiyona girerek asidik kosullarda kirmizi renkli olan boyanin mavi renge doniisimii
prensibine dayanir. Reaksiyon sonucu olusan mavi renkli bilesen mikropleyt okuyucuda 595

nm dalga boyuda maksimum absorbans verir.

Bradford ¢6zeltisinin hazirlanigi: 25 mg Comassie Brillant Blue G-250 (Sigma), 12,5 ml %95
etanolde (Merck) ¢oziindiiriildii, 25 ml %85 fosforik asit (H3POas, Sigma) eklendikten sonra

hazirlanan boya ¢ozeltisi filtre kagidi ile siiziildii ve +4°C’de sakland.

Protein standart ¢ozeltilerinin hazirlanisi: 1,46 mg/ml sigir serum albiimin (BSA, Sigma)’den
80, 40, 20, 10 ve 5 ug/ml konsantrasyonlarda standart ¢ozeltiler hazirlandi. Ornekler 1:100
oraninda ultra saf su ile sulandirilip her bir 6rnek ve standartin 160 ul’si 96 kuyucuklu pleytlere
eklendi. Her bir 6rnek ve standart tizerine 40 ul Bradford ¢ozeltisi koyuldu ve kuyular igindeki
karisim pipetle kabarcik olusturmayacak sekilde karistirildi. 5 dakika oda sicakliginda ve
karanlikta inkiibe edildikten sonra mikropleyt okuyucuda (uQuant, Biotek)’da 595 nm dalga

boyunda absorbans degerleri 6l¢iildii. Standart grafik kullanilarak protein miktarlar1 hesaplandi.

3.4.3.Protein Orneklerinin Hazirlanmasi, Jele Yiiklenmesi ve Elektroforezi

Denatiire jel elektroforezi, proteinleri molekiil agirliklarina gére ayirmak icin kullanildi.
%10’luk ayirma jeli (pH 8.8), 0,75 mm aralikli iki cam arasina dokiildii ve polimerize olmasi
beklendi. Sonra alt jel iizerine %5’lik tist jel (pH 6.8) ilave edildi ve kuyucuk olusmasi i¢in st
jele tarak vyerlestirildi ve {ist jelin polimerize olmasi beklendi. Jele protein o6rnekleri
yiiklenmeden 6nce 40 pg protein igeren her bir 6rnek uygun miktarda B-merkaptoetanol
(AppliChem) igeren 1x Laemli tamponuyla karistirildi ve 70°C’ye getirilmis kuru blokta 10

dakika denatiire edildi ve sonra buza alinarak herbir 6rnek kuyucuklarina yiiklendi (Tablo 3.1).
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Elektroforez mini protean tetracell (Bio-Rad) dikey elektroforez sisteminde 70V’ta 30 dk,
100V’ta 45 dk, 120V’ta 60 dk seklinde yiiriitiildii. Protein bandlarinin molekiiler agirliklarina
gore yerlerinin tespit edilebilmesi i¢in genis aralikli renkli ve kemiliiminesan 6zellikli iki ayr1

protein standart1 kullanildu.

Tablo 3.1: SDS-PAGE jellerin hazirlanisi (2 jel igin).

%30 Akrilamid-Bis Akrilamid karigimi (Biorad) 3,3 0,67
Ayrima Jeli Tamponu (1,5 M Tris-HCI, pH 8.8, 2,5 -
Sigma)

Yiikleme Jeli Tamponu (0,5 M Tris-HCI, pH 6.8, - 0,5
Sigma)

%10 SDS (Sigma) 0,1 0,04
%10 Amonyum persiilfat (Amresco) 0,1 0,04
Temed (N, N, N’, N’ Tetra etilen metilendiamin, 0,012 0,006
Sigma)

Distile Su 4 2,7
Son Hacim 10 4
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3.4.4. Proteinlerin Jelden Membrana Transferi (Western Emdirim)

Western emdirim teknigi, proteinleri tespit metodlarindan biridir. Jel igerisindeki tiim
proteinlerin bir membran lizerine aktarilarak spesifik bir antikor yardimiyla 6rnegimizdeki
spesifik proteinin tespitine ve miktarinin optik yogunluklarina gore kiyaslanmasina olanak
veren bir yontemdir. SDS-PAGE jelde molekiil agirliklarina gore ayrilan proteinler, Transblot
yari 1slak aktarim sistemi (Bio-Rad) ile 25V, 2,5 A’de 7 dk 1x aktarim tamponunda islatilmis

nitroseliiloz membran (SantaCruz) iizerine aktarildi.

3.4.5. Ozgiin Protein Bandlarimin isaretlenmesi, Goriintiilenmesi ve Analizi

Protein aktarim etkinliginin kontrolii i¢in membran Ponceu S (Sigma) boyasiyla 15 dk boyandi.
Daha sonra membrandan boya ¢ikarildi ve membran, spesifik olmayan antijen antikor
etkilesimlerinin 6niine gegmek i¢in Tween 20 (Sigma) i¢eren trisle tamponlanmis tuz soliisyonu
(TBST) i¢inde hazirlanan %5 yagsiz siit tozu (Intron Bio) ile 1 saat oda sicakliginda bloklandi.
Daha sonra membranlar Tablo 3.2’de yer alan primer antikorlarla 1 gece +4°C’de inkiibasyona
birakildi. Ertesi giin membran 3 defa TBST ile yikandi ve 1 saat oda sicakliginda uygun
yabanturbu peroksidazi (HRP)-konjuge sekonder antikorlarla inkiibe edildi. Daha sonra
membran 3 defa 30 dakika kadar yikandi. En son yikamadan sonra membranlar trisle
tamponlanmis tuz soliisyonu (TBS) soliisyonuyla 5 dakika yikandi. Membran {izerine,
kemiliiminesans substrat uygulanarak membrandaki spesifik proteinlerin olusturdugu bandlar,
Kodak GL1500 Gel Logic goriintilleme sistemiyle goriintiilenerek Carestream MI analiz
programiyla densitometrik analizleri yapildi. Protein 6rneklerine ait band yogunluklari endojen
kontrol olarak kullanilan GAPDH proteinin yogunluguna normalize edilerek deney sartlar

arasinda protein miktarlarindaki degisimler belirlendi.
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Tablo 3.2: Western emdirim i¢in kullanilan primer antikorlar ve sulandirma oranlari.

Antikor Elde Diliisyon Marka Molekiil
edildigi tiir Agirhiklar:
a-SMA Tavsan 1: 500 Novus 42kDa
Fibronektin Fare 1:500 SantaCruz 220kDa
E-kaderin Fare 1: 500 SantaCruz 120kDa
Smad 2/3 Tavsan 1: 200 SantaCruz 52-60kDa
p-Smad 2/3 Tavsan 1: 200 SantaCruz 52-60kDa
Smad 4 Tavsan 1: 500 SantaCruz 61kDa
Smad 7 Tavsan 1: 500 Abcam 46kDa
Total B-katenin Tavsan 1: 500 SantaCruz 95kDa
Aktif B-katenin Fare 1: 500 Millipore 92kDa
Dkk1 Tavsan 1: 500 SantaCruz 35kDa
Wnt4 Tavsan 1: 500 SantaCruz 40kDa
Wntba Tavsan 1:500 Novus 55kDa
Wnt7a Tavsan 1:500 Abcam 41kDa
GAPDH Tavsan 1:500 SantaCruz 37kDa
Anti-tavsan IgG Kegi 1: 5000 Abcam -
Anti-fare 1gG Kecgi 1: 5000 Abcam -
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3.5. GEN EKSPRESYON ANALIZLERI

3.5.1. Total RNA izolasyonu
Total RNA izolasyonu, 6 kuyucuklu kiiltiir kaplarma ekilmis olan MRC5 (2,5 x 10%/kuyu)
hiicrelerinden PureLink RNA Mini Kit (Life Technology) kullanilarak gergeklestirildi.

3.5.2. RNA Miktarinin Ol¢iilmesi ve Kalitesinin Belirlenmesi

Hiicrelerden clde edilen total RNA miktarlarinin belirlenmesinde NanoDrop® (Thermo)
spektrofotometre kullanildi. RNA konsantrasyonu A260 nm absorbans 6l¢iimii ile saptandi.
A260/280 orani1 1,8-2,1 araligindaki saf RNA &rnekleri tamamlayict DNA (CDNA) sentezi igin
kullanildi. Konsantrasyonu ayarlanan ve safligi belirlenen RNA 6rnekleri, Ters Transkriptaz

(RT)-polimeraz zincir reaksiyonu (PCR)’nda kullanildi.

Orneklerdeki RNA miktar1 belirlendikten sonra %1’lik Agaroz jel elektroforezinde etidyum
bromiir (Sigma) yardimiyla RNA kalitesi belirlendi. Jelde biitiinligiinii korumus 28S ve 18S
rRNA’lar1 igeren RNA ornekleri kaliteli olarak nitelendirildi. Biitiinliigiinii koruyan RNA’lar
cDNA eldesi i¢in kullanildi. RNA 6rnekleri kullanilacag: giine kadar -86°C ’de saklandi.

3.5.3. cDNA Eldesi ve Kalitesinin Belirlenmesi
RT-PCR, bir cesit ters transkriptaz enzimi (MulLV, fare l6semi viriisii transkriptazi) ile
yiritilen, kalip olarak mRNA’nin kullanilip ¢cDNA’nin olusturuldugu enzimatik bir

reaksiyondur.

Hiicrelerden elde edilen RNA, RT-PCR reaksiyonunda kullanilmak tizere agagidaki tablolarda
yer alan protokole gére c¢cDNA haline getirildi. RNA’nin cDNA’ya ¢evrilmesinde kullanilan
20 pl’lik kalip RNA karisimi Tablo 3.3’deki gibi hazirlandi. Bu karisim 200 pl’lik reaksiyon
tiiplerine aktarildi ve 15 dk siireyle 70 °C’de inkiibe edildikten sonra tiipler zaman gegirilmeden
buza aktarilarak 1 dk siireyle buzda bekletildi. Daha sonra 10 saniye siireyle spin yapildiktan

sonra tiipler tekrar buza alindi. Bu karigima ters transkriptaz karigimi ilave edildi (Tablo 3.4).

Ters transkriptaz karigiminin da ilave edilmesinden sonra 40 ul son hacimli cDNA reaksiyon
tiipleri hazir hale getirildi. Tiipler nazik¢e karistirildiktan sonra 20°C’de 10 dk; 43°C’de 75 dk;
99°C’de 5 dk’ya programlanmis ters transkriptaz programiyla PCR cihazinda inkiibe edildi.

cDNA kaliplarinin eldesinin kontrolii ise %1°lik Agaroz jel elektroforezinde etidyum bromiir
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(Sigma) ile boyanarak gergeklestirildi. Jellerde tipik smear goriiniimii gézlenen orneklerin
cDNA sentezi basaril1 olarak kabul edildi. cDNA kaliplari bir siire +4°C’de birakildiktan sonra
kantitatif gergek zamanli (QRT)-PCR yapilincaya kadar —20°C’de saklandi.

Tablo 3.3: Bir reaksiyon kalip RNA karisimi hazirlamasi.

icerik Hacim
Template RNA (1000 ng) Uygun miktar
dH-0 20 ul’ye tamamlanir.

Tablo 3.4: Bir reaksiyon ters transkriptaz karigimi hazirlanmasi.

Ters Trankriptaz Karisimi (1 reaksiyon i¢in)

Icerik Hacim
10X RT-PCR Tamponu Il (Applied Biosystems, 100mM) 4 ul
MgCl; (Applied Biosystem) 8ul
Deoksiniikleotid karigimi (Applied Biosystems, herbiri 10mM) 2 ul
RNaz inhibitér (Applied Biosystems, 20U/pl) 1l
Random Hexamer Primer (Applied Biosystems, 50U/pul) 2 ul
Su (PCR i¢in) 1l
Ters Transkriptaz (Applied Biosystems, 50U/ul) 2 ul
Son Hacim 20 pl

3.5.4. QRT-PCR ile Gen Ekspresyon Analizleri
QRT-PCR, spesifik DNA fragmanlarinin es zamanli amplifikasyonuna ve miktarinin

hesaplanmasina izin veren konvansiyonel PCR ¢esididir. QRT-PCR reaksiyon karigimi PCR
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reaksiyonu boyunca yeni sentezlenen ¢ift zincirli DNA oluklar1 arasina giren floresan bir boya
(Syber Green) igerir ve PCR boyunca artan floresan yogunlugu her bir dongii sonrasi saptanir.
Floresan seviyesi, miktar1 artan DNA’nin miktariyla dogru orantilidir. PCR reaksiyon, Power
SyberGreen Master mix (Applied Biosystem) kullanilarak Applied Biosystems’in StepOne Plus
cihazinda gergeklestirildi.

ACTA2,VIM, COL1A1, TGFB1, SMAD2, SMADS, SMAD4, SMAD7, CTNNB1, LEF1, AXIN1,
GSK3B, DKK1, GRP, GRPR, CALCA, CALCB, CALCRL, CREB1, PKCD, PKCZ, PKA ve
HPRT genlerinin gen ekspresyonunun o6zgiil amplifikasyonu igin kullanilan 6zgiil
oligoniikleotidlerin tasarimi i¢in literatiirden ve ¢esitli firmalardan yararlanilarak etkinligi tespit
edilmis primerler BLAST programi kullanilarak Tm ve olasi primer dimer olasiliklart igin

kontrol edildi. Bu primerler 5°-3” dogrultusunda asagidaki sekilde tasarlanmigtir (Tablo 3.5).

Tablo 3.5: Insan MRCS hiicre hatlar1 i¢in kullanilan primer dizileri.

Gen Ismi Gen dizisi (5’—3")

ACTA2 Forward CGAGATCTCACTGACTACCTCATGA

Reverse AGAGCTACATAACACAGTTTC TCCTTGA

VIM Forward GGACCAGCTAACCAACGACA

Reverse AAGGTCAAGACGTGCCAGAG

COL1Al Forward CAAGAGGAAGGCCAAGTCGAG

Reverse TTGTCGCAGACGCAGATCC

TGFB1 Forward CGTGCTAATGGTGGAAACCC

Reverse GGTAGTGAACCCGTTGATGT

SMAD2 Forward CCAGGTCTCTTGATGGTCGT

Reverse TGGAGGCAAAACTGGTGTCT
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Tablo 3.5 (Devamu): insan MRCS5 hiicre hatlar1 i¢in kullanilan primer dizileri.

Gen ismi Gen dizisi (5°—3")
SMAD3 Forward GCATGGACGCAGGTTCTCC
Reverse GGCTCGCAGTAGGTAACTGG
SMAD4 Forward GGAGGTGGCCTGATCTTCAC
Reverse CTTGGTGGATGCTGGATGGT
SMAD7 Forward CGGAAGTCAAGAGGCTGTGT
Reverse TGGACAGTCTGCAGTTGGTT
CREB1 Forward GCCACATTAGCCCAGGTATCTATG
Reverse AGTTACGGTGGGAGCAGATGAT
CTNNB1 Forward AAGTGGGTGGTATAGAGGCTCTTG
Reverse GATGGCAGGCTCAGTGATGTC
DKK1 Forward GCACCCAGGCTCTGCAGTCA
Reverse GCACGGGTACGGCTGGTAGT
GSK3B Forward CTCATGCTCGGATTCAAGCA
Reverse GGTCTGTCCACGGTCTCCAGTA
LEF1 Forward CATCAGGTACAGGTCCAAGAATGA
Reverse GTCGCTGCCTTGGCTTTG
AXIN Forward GAAGCGCGTGCGCATGGAGGA
Reverse GGCGGGAGGCAGCTTGTGAC
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Tablo 3.5 (Devamu): insan MRCS5 hiicre hatlar1 i¢in kullanilan primer dizileri.

Gen ismi Gen dizisi (5°—3")

GRP Forward AGGTTCAAAAGGCAAAGGTTCT

Reverse GCAGAACGCAGTCTCTTAGG

GRPR Forward TGGCTAGACAGGAACCCTTG

Reverse CCTACACCACTCAGGAGCAT

CALCA Forward TCCTGGCTCAGAGAGGTGTCAT

Reverse CTGCAACAGGACCAAGATGCT

CALCB Forward TGACTCCAGGAAGAAGGTTATCAT

Reverse GGGGCATTCTCACCAAGTTC

CALCRL Forward AGAGCTGGACTGGGTCTTGA

Reverse AATGCACAATTGTCTCCAGTCT

PKA Forward CATTGACCAGCAGGGCTACA

Reverse AATCTCAGGGGCCAGGTACT

PKC zeta Forward GGCCACAGACTGGATTTTCT

Reverse CTCGCTGGTGAACTGTGTGT

PKC delta Forward CCGTTTCTCCTGGTGGTTGG

Reverse ATCTTCACGGCACAGAAGGG

HPRT Forward AAGGACCCCACGAAGTGTTG

Reverse GGCTTTGTATTTTGCTTTTCCA

20 pl standart reaksiyon igin StepOnePlus (Applied Biosystem) i¢in 96 kuyucuklu optik pleytler
(Applied Biosystem) kullanilarak gergeklestirilen QRT-PCR reaksiyonlart her ¢aligma
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sirasinda her gen igin bir referans bir hedef gen calisilarak ve bir de negatif kontrol kullanilarak

gerceklestirildi. Ornek sayisma gore hesaplanan 1x PCR karigimi

hazirlanmistir;

Tablo 3.6°daki gibi

Tablo 3.6: QRT-PCR reaksiyonu igin galisilacak diziye 6zgii primer ve enzim karigimi

icerik Stok Konsantrasyon | Hacim (ul) | Final Konsantrasyon
Syber Green Master 2X 10 1x

Mix

Primer Mix (For +Rev) 10 uM 1 0,5 uM

dH20 (PCR safliginda) - 4 -

cDNA 100-300 ng 5 25-75ng

Total - 20 -

Reaksiyon karisimi reaksiyon tiipiinde hazirlandi. Hazirlanan bu karisim 15ul’lik hacimler ile
96 kuyucuklu pleytlere eklendi. Pleyt kuyucuklarinin igerisindeki bu karisima 5 pl kalip cDNA
eklenerek son hacim 20 pl yapildi. Reaksiyon karisimi pleytlere eklendikten sonra pleytlerin
tizeri seffaf yapiskan bir plastik ile kapatildi. Hazirlanan bu pleytler, 96 kuyucuklu pleytlere
uygun adaptor yerlestirilmis santrifiijde 100 x g’de 30 saniye santrifiijlendi. Daha sonra bu
pleytler StepOnePlus cihazina yerlestirildi ve asagidaki PCR protokoliine (Tablo 3.7) gore
QRT-PCR reaksiyonu gerceklestirildi.

Tablo 3.7: QRT-PCR protokolii.

PCR asamasi Siklus Sayisi Hedef Sicakhk Siire
On inkiibasyon 1 95 °C 10 dakika
c Denatiirasyon 95°C 10 saniye
? Primer baglanmas1 | 45 60 °C 30 saniye
é Uzama 72°C 10 saniye
g
Sogutma 1 40 °C 30 saniye
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Oncelikle herbir genin icin farkli érnek titrasyonlar: kullanilarak standart egri saptandi. Elde
edilen standart egri lizerinden herbir gen i¢in etkinlik analizi ger¢eklestirildi. Etkinlik degeri,
belirlenen ve uygun aralikta gikan gen ciftleriyle ¢alismaya devam edildi. Her iki hiicre hatti
i¢in belirlenen tiim deneyler i¢in yukarida belirtilen genlerin ekspresyonunun kantitatif miktari,
her gen i¢in referans gene gore belirlenen ACt (dongii esik degeri, cycling threshold) degeri
(ACt =Cteferans gen _ chedef genyoye o5re belirlenen transkript seviyesindeki relatif degisiklikler
kontrol gen (HPRT) ile normalize edildi. Istatistiksel analizler 22! degerine gore

gerceklestirildi.

3.6. IKiLI IMMUNFLORESAN ISARETLEME YONTEMIi

MRCS5 hiicre hatt1 10 cm capli yuvarlak kiiltiir kabina 6x10* hiicre olacak sekilde %10 FBS
ve %1 streptomisin ve penisilin igeren Ham’s/F12 medyum iginde ekildi. Hiicreler 24 saat
boyunca 37°C ve %5 CO: etiivde inkiibe edildiler. Bu siirenin sonunda serum kisitli medyuma
alinan hiicrelere 24 saat sonra PBS icerisinde ¢oziilen TGF- (5ng/ml), GRP (10°M), ve CGRP
(10°°M) peptidleri uygulandi. Uygulamay: takip eden 24., 48. ve 72. saatin sonunda hiicreler
tizerinden medyum ¢ekilerek uzaklastirildi. Hiicrelerin {izerine soguk aseton/metanol karigimi
eklenerek hiicreler fikse edildiler. %0,1 BSA igeren PBS’te yikanmalarini takiben, hiicreler %5
BSA iceren PBS’te bloklandilar. Daha sonra hiicreler, 1 gece boyunca +4°C’de fare anti-a-
SMA (Sigma) ve tavsan anti-kollajen-1al (Abcam) primer antikorlartyla inkiibe edildi. Bu
slirenin sonunda hiicreler yikandi ve daha sonra uygun FITC isaretli tavsan anti-fare (Santa
Cruz) ve CY3 isaretli keci anti-tavsan sekonder antikorlariyla (Millipore) 1 saat oda
sicakliginda inkiibe edildiler. Daha sonra hiicreler yikamay1 takiben 4°,6-diamino-2-fenilindol
(DAPI) niikleus boyasiyla isaretlendiler. Bu adimin sonunda hiicreler %4 paraformaldehit ile
fikse edildiler. Yikamanin sonunda MRCS5 hiicreleri optik gegirgenligi olan kiiltlir kaplar

tizerinde Nikon Eclipse Ti Invert Floresan mikroskopta goriintiilendiler.

3.7. ISTATISTIKSEL ANALIZLER

MRCS5 ve A549 hiicrelerine GRP, CGRP ve TGF- uyarimlari sonucu hiicre canlilik testi, BrdU
hiicre proliferasyonu testi, Western emdirim ve gen ekspresyon analiz sonuglarinin istatistiksel
olarak degerlendirilmesinde Graphpad Prism 7,0 yazilim programi kullanildi. Deney gruplari
sonuglarmin ortalamalari, standart sapmalar1 ve gruplar arasindaki karsilatirmalar One-way

ANOVA (Bonferonni’nin ¢oklu karsilastirmalar i¢in diizeltmesi kullanilarak) ve Student T-
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testiyle ¢ift yonlii olarak yapildi. Hesaplamalar sonucunda p degeri 0,05’ten kiiciik olan (p <
0,05) farkliliklar istatistiksel olarak anlamli kabul edildi.
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BULGULAR

4.1. HUCRE CANLILIK TESTIi BULGULARI

4.1.1. A549 Hiicrelerine Ait MTT Bulgulan

GRP’nin her ii¢ dozu (107°, 10 ve 107 M) da A549 hiicrelerinin canlilig1 {izerinde olumsuz bir
etkiye neden olmadi. Her ii¢c GRP dozu ile uyarilan A549 hiicrelerinde hiicrelerin canliligi,
kontrol grubu ile kiyaslandiginda deneyin  24., 48. ve 72. saatlerinde istatistiksel olarak
anlamli bir degisim gostermedi ve hiicre canliligi oranlarinin %90-105 gibi yiiksek oranlarda
oldugu belirlendi (Sekil 4.1).

CGRP’nin 10°M dozu A549 hiicrelerinin canliligin1 %100’den deneyin 24. saatinde %90, 48.
saatinde %96, 72. saatinde ise %85 oranina diisiirdii. Hiicre canliligindaki bu diisiisler, kontrol
ile kiyaslandiginda deneyin 72. saatinde anlamliydi (p<0,05). CGRP’nin 107 M dozu ile
uyarilan A549 hiicrelerinde hiicre canliligi oranlar1 deneyin 24. saatinde %2102, 48. saatinde
%90, 72. saatinde ise %98 olarak belirlendi. Bu hiicre canliligi oranlarindaki degisimler,
kontrolle kiyaslandiginda istatistisksel olarak anlamli degildi. CGRP’nin 10 M’lik dozu ise,
A549 hiicrelerinin canliligini deneyin 24. ve 48. saatlerinde %100’lin iizerine g¢ikarirken,
deneyin 72. saatinde %90 oranina diisiirdii. Hiicre canliliginda saptanan bu artis ve azalislar,
kontrolle kiyaslandiginda istatistiksel olarak anlamli degildi. Her ii¢ CGRP dozunun da A549

hiicrelerinde hiicre canlilig1 tizerinde olumsuz bir etkisinin olmadigi belirlendi (Sekil 4.2).

TGF-B (5 ng/ml) ile uyarilan A549 hiicrelerinde hiicre canliligi, deneyin 24. (p<0,05), 48.
(p<0,01) ve 72. (p<0,001) saatlerinde zamana bagli olarak kontrole gére azaldi. Hiicre canlilig1
kontrolle karsilastirildiginda deneyin 24. saatinde %90’a 48. saatinde %80’¢ 72. saatinde de
%75’e geriledi (Sekil 4.3).
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Sekil 4.1: GRP uygulamalarinin A549 hiicrelerinin hiicre canlilig1 {izerindeki etkileri.
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Sekil 4.2: CGRP uygulamalarinin A549 hiicrelerinin hiicre canlihg iizerindeki etkileri. Istatistiksel
anlamlilik diizeyleri: "p<0,05 ve “p<0,01.
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Sekil 4.3: TGF-B uygulamalarmin A549 hiicrelerinin hiicre canlilig1 iizerindeki etkileri. Istatistiksel
anlamlilik diizeyleri: “p<0,05, “p<0,01 ve ““p<0,001.
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4.1.2. MRCS5 Hiicrelerine Ait MTT Bulgulari

GRP’nin her ii¢ dozu (10, 10° ve 107 M) da fibroblast hiicrelerinin canliliklari %100’i{in
lizerine ¢ikardi. GRP’nin 10°M’lik dozu fibroblastlarin hiicre canlilik oranlarini deneyin 24.
(p<0,001), 48. ve 72. saatinde %120’ye ¢ikardi. 10°M GRP ile uyarilan fibroblast hiicrelerinde
hiicre canliliginin 24. (p<0,05) ve 48. saatlerde %110’a 72. (p<0,05) saatlerde %122’ye
yiikseldigi tesbit edildi. GRP’nin 10'M konsantrasyonu ise fibroblastlarin hiicre canlilik
oranlarint deneyin 24. saatinde %105’e (p<0,05), 48. saatinde %107’ye, 72. saatinde ise
%118e yiikseltti (Sekil 4.4).
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Sekil 4.4: GRP uygulamalarimin MRCS5 hiicrelerinin hiicre canlili: iizerindeki etkileri. Istatistiksel
anlamlilik diizeyleri: “p<0,05, “p<0,01 ve ““p<0,001.

CGRP’nin 10® M’lik dozu, fibroblastlarin hiicre canlilik oranlarmi deneyin 24. saatinde
%100’tin tizerine ¢ikardi, deneyin 48. ve 72. saatlerinde ise sirasiyla %90 ve %92’ye diisiirdi.
Ancak hiicre canlilik oranlarindaki bu degisimler, kontrolle kiyaslandiginda istatistiksel olarak
anlamli degildi. Fibroblastlar 107 M CGRP ile uyarildiklarinda hiicre canliligi kontrolle
kiyaslandiginda ilk 24 satte %100’den %110’a (p<0,05), deneyin 48. saatinde %120’ye
(p<0,05), deneyin 72. saatinde ise %115’e (p<0,01) yiikseldi. CGRP’nin 10 M’lik dozu ise,
fibroblastlarin hiicre canlilik oranlarin1 deneyin 24., 48. ve 72. saatlerinde kontrolle
kiyaslandiginda zamana bagl olarak arttirdi. Her ti¢c CGRP dozunun da genel olarak
fibroblastlarin hiicre canliligini olumsuz yonde etkilemedikleri ve hiicre canlilik oranlarinin

ozellikle deneyin 48. ve 72. saatlerinde %100’{in {lizerine ¢iktig1 saptandi (Sekil 4.5).

TGF-B uygulamalar fibroblast hiicrelerinin canliligin1 deneyin 24. (p<0,01), 48. (p<0,01) ve

72. (p<0,01) saatlerinde zamana bagl olarak kontrole goére anlamli diizeylerde azaltti. Hiicre
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canlilig1 kontrolle karsilastirildiginda deneyin 24. saatinde %75’¢e, 48. ve 72. saatlerde %78’e
geriledi (Sekil 4.6).
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Sekil 4.5: CGRP uygulamalarinin MRCS5 hiicrelerinin hiicre canlihg: iizerindeki etkileri. Istatistiksel
anlamlilik diizeyleri: "p<0,05, “p<0,01 ve ““p<0,001.
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Sekil 4.6: TGF-B uygulamalarinin MRCS5 hiicrelerinin hiicre canlilig1 iizerindeki etkileri. Istatistiksel
anlamlilik diizeyi: “p<0,01.

4.2. HUCRE PROLIFERASYON TESTi BULGULARI

4.2.1. A549 Hiicrelerinin Proliferatif Yamti

GRP’nin 10° M dozu ile uyarilan A549 hiicrelerinde, BrdU seviyesi deneyin ilk 24 saatinde
Oonemsiz miktarda azalirken, deneyin 48. ve 72. saatlerinde kontrolle kiyaslandiginda artti. Bu
artts anlamli degildi. GRP’nin 10® M dozu, A549 hiicrelerinde BrdU seviyesi sadece deneyin
48. saatinde kontrole kiyasla anlaml lgiide arttirirdi (p<0,05). GRP’nin 107 M dozu ise A549
hiicrelerinde BrdU seviyesini deneyin 48. saatinde kontrole kiyasla anlamli 6l¢iide arttirdi
(p<0,05). Her ii¢ GRP dozundan 10° M GRP dozunun A549 hiicrelerinin proliferasyonunu
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anlamli dl¢iide uyarmadigi, 10° M ve 107" M GRP dozlarmin ise A549 hiicre proliferasyonunu
uyarma yoniinde etki gosterdikleri saptand1 (Sekil 4.7).
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Sekil 4.7: GRP uygulamalarinin A549 hiicrelerinin ¢ogalmast tizerindeki etkileri. BrdU seviyelerindeki
degisim hiicre proliferasyonundaki degisimi yansitmaktadir. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri: “p<0,05
ve “p<0,01.

CGRP’nin 10® M dozu, A549 hiicrelerinde BrdU seviyesini deneyin 48. saatinde kontrole
kiyasla anlamli diizeyde arttirdi (p<0,05). CGRP’nin 10”7 M dozu ise A549 hiicrelerinde BrdU
seviyesini deneyin 24. saatinde kontrole kiyasla anlamli 6lglide diisiirdii (p<0,05), deneyin 48.
ve 72. saatlerinde ise arttirdi; 72. saatdeki artig kontrole gore anlamliydi (p<0,05). CGRP’nin
108 M dozu ile uyarilan A549 hiicrelerinde BrdU seviyesinin, deneyin 48. (p<0,05) ve 72.
(p<0,01) saatlerinde kontrole kiyasla anlamli diizeyde yiikseldigi saptandi. Her ii¢ doz
icerisinde 10® M CGRP dozu, A549 hiicre proliferasyonunu uyarmada en etkili doz olarak
tespit edildi. Tim bu sonuglara gore, CGRP’nin her ii¢ dozunun da genel olarak A549

proliferasyonunu doz artigina ve zamana bagli olarak arttirdigi belirlendi (Sekil 4.8).

TGF-B uygulamasi A549 hiicrelerinin BrdU seviyesini deneyin 24., 48. (p<0,01) ve 72.
(p<0,01) saatlerinde zamana bagl olarak kontrole gére azaltti. Bu azalislar deneyin 48 ve 72

saatlerinde istatistiksel olarak anlamliyd: (Sekil 4.9).
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Sekil 4.8: CGRP uygulamalarinin A549 hiicrelerinin ¢ogalmasi tizerindeki etkileri. BrdU
seviyelerindeki degisim hiicre proliferasyonundaki degisimi yansitmaktadir. Istatistiksel anlamlilik
diizeyleri: 'p<0,05 ve “p<0,01.
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Sekil 4.9: TGF-f uygulamalarmin A549 hiicrelerinin ¢ogalmasi iizerindeki etkileri. BrdU
seviyelerindeki degisim hiicre proliferasyonundaki degisimi yansitmaktadir. Istatistiksel anlamlilik
diizeyi: “p<0,01.

4.2.2. MRCS5 Hiicrelerinin Proliferatif Yaniti

GRP uygulamalari her ii¢ dozunun (10, 10 ve 107 M) da ilk 24 saatte MRCS5 hiicrelerinde
BrdU seviyesini arttirdig1 saptandi. Bu artis 107 M konsantrasyonunda kontrole gére anlamli
diizeydedi (p<0,05). Her ii¢ doz da fibroblast hiicrelerinin BrdU seviyelerini deneyin 48. ve
ozellikle 72. (10 ve 10 M GRP i¢in p<0,01; 107" M GRP igin p<0,05) saatlerinde kontrole
gore azalttigr dikkati ¢ekti. GRP’nin her ii¢ dozunun da ilk 24 saate hiicre proliferasyonunu
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uyarma yoniinde etki gosterse de zaman ilerledikge hiicre proliferasyonunu azaltma yoniinde
etki gosterdikleri belirlendi. GRP’nin 10 ve 10° M konsantrasyonlari fibroblast hiicrelerinin

proliferasyonunu azaltmada oldukga etkiliydiler (Sekil 4.10).
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Sekil 4.10: GRP uygulamalarmin MRCS5 hiicrelerinin ¢ogalmasi tizerindeki etkileri. BrdU
seviyelerindeki degisim hiicre proliferasyonundaki degisimi yansitmaktadir. Istatistiksel anlamlilik
diizeyleri: 'p<0,05 ve “p<0,01.

CGRP’nin her ii¢ dozu (10, 107 ve 108 M) da MRCS5 hiicrelerinde ilk 24 saatte BrdU
seviyesini kontrole gére anlamli diizeylerde arttirdi (p<0,05). Bu artis, 107 M ve 108 M
konsatrasyonlarda daha fazlaydi. CGRP’nin her ii¢ dozu deneyin 48. saatinden itibaren
hiicrelerdeki BrdU seviyesini azaltmaya basladi, ancak bu etkinin deneyin 72. saaatinde daha
belirgin oldugu belirlendi. Ozellikle, 10® M ve 10® M CGRP konsantrasyonlari MRC5
hiicrelerinde BrdU seviyelerini 72. saatte 24. ve 48. saatlere gore anlamli diizeylerde azaltt1 (her
iki doz i¢in p<0,05). Deneyin 72. saatindeki BrdU seviyelerine gore, CGRP’nin her ii¢ dozu
da bu saatte anti-proliferatif bir etkiye sahip olmasina ragmen, 10 ve 10”7 M konsantrasyonun
digerlerine gore fibroblast hiicrelerinin proliferasyonunu azaltma yoniinde daha etkili oldugu
belirlendi. CGRP (10,107 ve 10® M) uygulamalar1 MRCS5 insan fibroblast hiicrelerinin
proliferasyonunu erken donemde uyarirken, ge¢ donemlerde bu hiicreler iizerinde anti-

proliferatif bir etki gosterdi (Sekil 4.11).
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TGF-B uygulamalar1 fibroblastlardaki BrdU seviyelerini kontrolle kiyaslandiginda zamana
bagli olarak azaltmaktadir (p<0,05). BrdU seviyeleri deneyin 72. saattinde en diisiik seviyelerde

bulunmaktadir (p<0,05) (Sekil 4.12).
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Sekil 4.11: CGRP uygulamalarinin MRCS5 hiicrelerinin ¢ogalmasi tizerindeki etkileri. BrdU
seviyelerindeki degisim hiicre proliferasyonundaki degisimi yansitmaktadir. Istatistiksel anlamlilik
diizeyleri: p<0,05, “p<0,01 ve ““p<0,001.
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Sekil 4.12: TGF-f uygulamalarmin MRCS5 hiicrelerinin ¢ogalmas: iizerindeki etkileri. BrdU
seviyelerindeki degisim hiicre proliferasyonundaki degisimi yansitmaktadir. Istatistiksel anlamlilik

diizeyi: "p<0,05.
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Hiicre canlilig: testi ve BrdU proliferasyon testleri sonuglarina dayanarak, GRP ve CGRP
dozlar i¢inden hiicre canliligini olumsuz yonde etkilemeyen ve hiicre proliferasyonunu
uyarmayan dozlar A549 ve MRCS5 hiicrelerinde miyofibroblast farklilasmasini uyarabilecek
dozlar olarak secildi. Bu dozlar GRP icin 10° M, CGRP i¢in ise 10 M idi.

4.3.WESTERN EMDIRiM BULGULARI

4.3.1. GRP ve CGRP ile Uyarilan A549 Hiicrelerinde EMT Uyariminin Degerlendirilmesi

GRP’nin 10° M dozu ile uyarilan A549 hiicrelerinde, deneyin 24., 48. ve 72. saatlerinde
a-SMA ve E-kaderin protein seviyelerinde kontrolle (0. saat) kiyaslandiginda anlamli bir
degisim olmadig1 saptandi. CGRP’nin 10® M dozu ile uyarilan A549 hiicrelerinde ise, deneyin
48. (p<0,001) ve 72. saatlerinde (p<0,01) a-SMA protein seviyelerinde 0. saate gére anlamli
bir azalma gozlenirken, E-kaderin protein seviyeleri 0. saatle karsilastirildiginda 48. saatte
istatistiksel olarak anlamli diizeyde azald1 (p<0,05), 72. saatte ise 48. saate gore anlamli bir artis
sergiledi (p<0,05). Giiglii bir EMT uyaricisi olarak bilinen TGF-f ile yapilan deneylerde ise,
TGF-B ile uyarilan A549 hiicrelerinde a-SMA protein miktar1 deneyin 24., 48. ve 72 saatlerinde
zamana bagli olarak anlaml 6lglide artt1 (p<0,01). E-kaderin protein seviyeleri ise zamana
bagli olarak azaldi (p<0,01) (Sekil 4.13 a-e).
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Sekil 4.13: TGF-B (5ng/ml), GRP (10° M) ve CGRP (10° M) nin A549 hiicrelerinde EMT siirecine
etkisi. a-SMA ve E-kaderin protein bandlart (a) ile a-SMA ve E-kaderin protein seviyelerindeki
degisimler gosterilmistir (b-€). K: 0. saat. Istatistiksel anlamlihk diizeyleri:*p<0,05, **p<0,01 ve
***p<0,001.

43.2. GRP ve CGRP ile Uyarilan MRC5 Hiicrelerinde Fibroblast-Miyofibroblast

Farkhlagsmasinin Degerlendirilmesi

GRP’nin 10°M dozu ile uyarilan MRCS5 fibroblast hiicrelerinde, deneyin 48. saatinden itibaren
a-SMA miktarinda bir artis gozlense de 0. saatle karsilastirildiginda 72. saatte anlami bir artig
gbzlemlenmistir (p<0,05). Fibronektin protein seviyelerinin énemli diizeyde arttigi zaman
dilimi ilk 48 saattir (p<0,05) ve bu artig 72. saatte (p<0,05) pik yapmaktadir (Sekil 4.14 a-c).
CGRP’nin 10® M dozu ile uyarilan MRCS5 hiicrelerinde ise, a-SMA protein seviyelerinde
deneyin 72. saatinde 0. saate gore anlamli bir artis (p<<0,05) tespit edildi. Fibronektin protein
seviyeleri de 0. saate gore deneyin 24 (p<0,05), 48 (p<0,05) ve 72. (p<0,01)
saatlerinde istatistiksel olarak 6nemli diizeylerde artti. Bu artis 72. saatte en yiiksek seviyesine
ulasti. Bununla birlikte, GRP ve CGRP ile uyarilan MRCS5 hiicrelerindeki a-SMA ve
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fibronektin protein miktarlarindaki artislar, TGF-f ile uyarim sonrasinda goriilen a-SMA ve

fibronektin protein miktarlarindaki artislardan daha azdir (Sekil 4.14 a-c ve Sekil 4.15 a-c ).
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Sekil 4.14: Sekilde TGF-B (5ng/ml) ve GRP (10° M) ile uyarilan MRC5 hiicrelerinde o-SMA ve
fibronektin (FN) protein bandlar (a) ve bu proteinlerin seviyelerinde meydana gelen degisimler (b ve c)
gosterilmektedir. K: 0. saat. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri: *p<0,05, **p<0,01 ve ***p<0,001.
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Sekil 4.15: Sekilde TGF-B (5ng/ml) ve CGRP (10 M) ile uyarilan MRC5 hiicrelerinde a-SMA ve
fibronektin (FN) protein bandlar (a) ve bu proteinlerin seviyelerinde meydana gelen degisimler (b ve ¢)
Istatistiksel anlamlilik diizeyleri: *p<0,05, **p<0,01 ve

gosterilmektedir. K: 0. saat.
***p<0,001.
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4.3.3. GRP ve CGRP ile Uyarilan MRCS5 Hiicrelerinde TGF-f1/Smad Sinyal Yolag:

Proteinleri Bulgular:

GRP’nin 10° M dozu ile uyarilan MRC5 fibroblast hiicrelerinde total-Smad2/3 ve Smad4
seviyeleri deneyin 24, 48 ve 72. saatlerinde 0. saate gore istatistiksel olarak anlamli 6l¢tide artti
(Sekil 4.16). GRP, bu proteinlerin seviyelerini ilk 24 saatte arttirmaya basladi (total-Smad2/3
ve Smad4 i¢in p<0,05). Daha sonra 48. saatte biraz daha arttirarak (total-Smad2/3 p<0,01 ve
Smad4 i¢in p<0,001) bu proteinlerin seviyesini 72. saatte maksimum seviyeye ulastird: (total-
Smad?2/3 i¢in p<0,01 ve Smad4 igin p<0,001). Bu artis, TGF-B ile uyarimi sonrasinda goriilen
total-Smad2/3 ve Smad4 protein seviyelerindeki artistan daha yiiksekti. p-Smad2/3 (aktif form)
protein seviyeleri ise deneyin 48. ve 72. saatlik dilimlerinde 0. saate kiyasla istatistiksel olarak
onemli diizeyde GRP tarafindan arttirild1 (p<0,05). Bu artis, TGF-§ ile uyarimi sonrasinda
goriilen p-Smad2/3 protein seviyesindeki artisdan daha azdi. Bir diger Smad proteini olan
Smad?7 protein seviyeleri ise deneyin 48. saat diliminden itibaren azalsa da bu azalislar 0. saate
gore istatistiksel olarak anlamli degildi. GRP ile uyarilan MRCS5 hiicrelerinde Smad7 protein
miktarlarinda gozlenen degisimlerin, TGF-B ile uyarilan MRCS5 hiicrelerindekine benzer

ozellikler gosterdigi belirlendi (Sekil 4.16 a-¢).
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Sekil 4.16: Sekilde TGF-B (5ng/ml) ve GRP (10° M) ile uyarilan MRC5 hiicrelerinde total Smad2/3,
p-Smad2/3, Smad4 ve Smad?7 protein bandlari (a) ile bu proteinlerin seviyelerinde meydana gelen
degisimler (b-e) gosterilmektedir. K: 0. saat. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri: *p<0,05, **p<0,01
ve ***p<0,001.

CGRP’nin 10 M dozu ile uyarilan MRCS5 hiicrelerinde total-Smad2/3 seviyelerinde deneyin
24., 48. ve 72. saatlerinde anlamli bir degisiklik saptanmadi. TGF-fB ile uyarilan MRC5
hiicrelerinde ise total-Smad2/3 protein seviyeleri ilk 24 saatte istatistiksel olarak azaldi, ancak
daha sonra bu protein miktar1 48. ve 72. saatlerde bir artis gosterdi (p<0,05). CGRP, p-Smad2/3
protein seviyelerini deneyin 24. ve 48. saatlerinde arttird1 (p<0,01); deneyin 72 saatinde ise bu
artis daha da yiikseldi (p<0,01). p-Smad2/3 protein seviyelerindeki bu artig profili, TGF-p ile
uyarilan MRCS5 hiicrelerinde goézlenene benzerdi. CGRP ile uyarilan MRCS5 hiicrelerinde

Smad4 protein seviyeleri ilk 24 saatte degismezken, 48. (p<0,01) ve 72. (p<0,01) saatlerde 0.
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saate kiyasla onemli diizeylerde artti. Smad4 seviyelerindeki bu artis, TGF-§ ile uyarilan
hiicrelerde goriilenden daha azdi. CGRP, Smad7 protein seviyelerini ilk 48 saatte anlamli
ol¢iide degistirmezken, 72. saat diliminde 0., 24., ve 48. saat dilimlerine gore istatistiksel olarak
onemli diizeylerde Smad7 protein seviyelerini azaltti (p<0,05). Bu azalma TGF-B’nin
72.saatteki etkisine benzerdi (Sekil 4.17 a-e).
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Sekil 4.17: TGF-B (5ng/ml) ve CGRP (10 M) ile uyarilan MRC5 hiicrelerinde total Smad2/3, p-
Smad2/3, Smad4 ve Smad7 protein bandlar1 (a) ve bu proteinlerin seviyelerinde meydana gelen
degisimler (b-e) gosterilmektedir. K: 0. saat. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri: *p<0,05, **p<0,01
ve ***p<0,001.

4.3.4. GRP ve CGREP ile Uyarilan MRCS Hiicrelerinde Wnt Sinyal Yolag: Proteinlerine

Ait Bulgular

GRP, MRCS5 hiicrelerinde total 3-katenin protein seviyesini 72. saatte arttirdi. Bu artis, 0., 24.
ve 48. saatlerde gozlenen total B-katenin seviyeleri ile karsilagtirildiginda istatistiksel anlamlilik

tasimaktaydi (p<0,05). GRP, aktif B-katenin protein seviyelerini ilk 24 saat’lik dilimde 0. saate
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gore anlaml diizeyde azaltmasina ragmen (p<0,05), 48.saat diliminden itibaren arttirmaya
basladi. Deneyin 48 ve 72. saatlerinde goriilen bu artis 0. saatle karsilastirildiginda sadece 72.
saatte anlamli diizeydeydi (p<0,05) (Sekil 4.18). GRP uyarimi, MRCS5 hiicrelerinde deneyin
24. saattinden 72. saat dilimine kadar olan siire¢te Dkk1 seviyelerinde 6nemli bir degisime
neden olmadi. MRCS5 hiicreleri GRP uyarimini takip eden siirecte Wnt4 protein seviyelerini
deneyin 24. (p<0,01), 48. (p<0,001) ve 72. (p<0,01) saatlerinde zamanla dogru orantil1 olarak
anlamli miktarda arttirdi. Wnt5a seviyesi ise GRP uyarimini takip eden ilk 24 saatte azaldi
(p<0,01). Ancak, deneyin 72. saatinde Wnt5a seviyesi tekrar artti, bu artis 0. saatle
karsilagtirildiginda anlamliydi (p<0,05). GRP, MRCS5 hiicrelerinde uyarimi takip eden ilk 24
saatten itibaren Wnt7a seviyesini arttirds, 0. saatle karsilastirildiginda 6zellikle 48. (p<0, 05) ve
72. (p<0, 01) saatte gozlenen artis anlamliydi (Sekil 4.18). TGF-p uyarimi, GRP uyarimindan
farkli olarak, uyarimi takip eden 24., 48. ve 72. saatlerde total-p-katenin, aktif- 3-katenin, Wnt4,
Wnt5a ve Wnt7a protein seviyelerini, daha gii¢lii bir sekilde, zamanla arttirmaktaydi (Sekil
4.18 a-e).

CGRP uyarimi sonucunda MRCS5 hiicrelerinde total PB-katenin protein seviyesinin arttigi
gozlemlenmistir. Ancak bu artis anlamli bir artis degildi. CGRP, aktif p-katenin protein
seviyelerini 24. (p<0,05) ve 48. (p<0,01) saatlerde anlamli diizeylerde azaltirken 72. (p<0,05)
saatte 0., 24., ve 48. saate gore anlaml diizeyde arttirmaktaydi. CGRP, MRC5 hiicrelerinde
Dkk1 protein seviyelerinde anlamli bir degisime sebep olmadi. TGF-B ile uyarim sonrasinda
Dkk1 protein seviyeleri 48. saatten 72. saate dogru bir azalma profili gostermektedir (Sekil
4.19). CGRP ile uyarilan MRCS5 hiicrelerinde Wnt4 protein seviyeleri deneyin 48. (p<0,01) ve
72. (p<0,01) saatlerinde 0. saate gore istatistiksel olarak anlamli diizeylerde artti. Bu artigin
istatistiksel anlamliliga sahip olmamakla birlikte ilk 24 saatte basladig1 ve 72. saatte iki katina
yiikseldigi dikkati gekmektedir. Bu artis TGF-B’nin Wnt4 protein seviyeleri tizerindeki etkisiyle
benzer profil ve seviyeleri gostermektedir. Wnt5a protein seviyeleri, CGRP uygulamasinin ilk
48 saatinde kontrolle ayn1 seviyelerdedir, ancak deneyin 72. saatinde (p<0,05) deneyin 0., 24.

ve 48. saatlerine gore istatistiksel olarak anlamli diizeylerde artmaktadir. CGRP’nin Wnt5a
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Sekil 4.18: TGF-B (5ng/ml) ve GRP (10° M) ile uyarilan MRCS5 hiicrelerinde Wnt sinyal yolunda
gorevli olan B-katenin, aktif B-katenin (ABC), Dkk1, Wnt4, Wnt5a ve Wnt7a protein bandlart (a) ve bu
proteinlerin seviyelerinde meydana gelen degisimler (b-g) gosterilmektedir. K: 0. saat. Istatistiksel

anlamlilik diizeyleri: *p<0,05,

*#p<0,01 ve ***p<0,001.

tizerine etkisi TGF-B’nin etkisinden daha zayiftir. Wnt7a protein seviyeleri ise CGRP

uygulamasini takip eden 24. (p<0,01), 48. (p<0,01) ve 72. (p<0,05) saat dilimlerinde 0. saate

gore istatistiksel olarak Onemli diizeylerde artti. Bu artis 24. saat diliminden itibaren

gozlemlenmistir. CGRP’nin Wnt7a iizerine etkisi TGF-B’nin etkisinden daha zayiftir, ancak

benzer artis profili gostermektedir (Sekil 4.19).
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Sekil 4.19: TGF-B (5ng/ml) ve CGRP (10 M) ile uyarilan MRC5 hiicrelerinde Wnt sinyal yolunda
gorevli olan B-katenin, Aktif B-katenin (APC), Dkk1, Wnt4, Wnt5a ve Wnt7a protein bandlar1 (a) ve

bu proteinlerin seviyelerinde meydana gelen degisimler (b-g) gosterilmektedir. K: 0. saat.
Istatistiksel anlamlilik diizeyleri: *p<0,05, **p<0,01 ve ***p<0,001.

4.4. GEN EKSPRESYON BULGULARI

4.4.1. GRP ve CGRP ile Uyarilan MRCS5 Hiicrelerinde Fibroblast-Miyofibroblast
Farkhlasmast ile Iliskili Genlere Ait Bulgular

GRP, MRCS5 hiicrelerinde ACTA2 gen ekspresyonunu deneyin 24, 48 ve 72. saatlerinde 0. saate
gore 6nemli diizeylerde arttirdi. Ilk 24 saatte baslayan ACTA2 mRNA artis1 (p<0,01), deneyin
48 (p<0,01) ve 72. (p<0,01) saatlerinde de =zamana bagli olarak giderek artti.
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CGREP ise fibroblast hiicrelerinde ACTA2 gen ekspresyon seviyelerini deneyin 48. (p<0,05) ve
72. (p<0,05) saatlerinde 0. saate gore onemli diizeylerde arttirdi. Anlamli artis ilk 48. saatte
baslayip 72. saatte yiiksek seviyelere ulagsmistir. GRP ve CGRP tarafindan kontrol edilen
zamana bagli ACTA2 mRNA artis profilleri, TGF-p ile uyarilan MRC5 hiicrelerindeki ACTA2
gen ekspresyonundaki degisimlere benzer profil sergilediler. Ancak, bu iki peptidin ACTA2 gen
ekspresyonu tizerindeki etkisi, TGF-B kadar gii¢lii degildi (Sekil 4.20a).

GRP, MRCS5 hiicrelerinde vimentin (VIM) gen ekspresyon seviyelerini deneyin 48. (p<0,01) ve
72. (p<0,01) saatlerinde 0. saate gore istatistiksel olarak anlamli diizeyde arttirirken, CGRP bu
hiicrelerde VIM gen ekspresyon seviyelerinde anlamli bir artisa neden olmadi. GRP ile modiile
edilen VIM mRNA artis profili, TGF-p ile uyarilan MRCS5 hiicrelerindeki VIM mRNA
seviyesindeki degisimlere benzer profil sergilemelerine ragmen, GRP, TGF-} kadar gii¢lii bir

uyarim gostermedi (Sekil 4.20Db).

MRCS hiicrelerindeki COL1AL mRNA seviyeleri GRP uygulamasini takip eden ilk 24 satte bir
miktar azaldi, daha sonra 48 ve 72. saatlerinde 24.saate gore istatistiksel olarak anlamli bir artis
gosterdi. COL1A1 mRNA seviyesinde 72. saatteki artis 0. saatle karsilastirildiginda anlamli
diizeydeydi (p<0,05). Benzer sekilde CGRP de (bir miktar arttirmasina ragmen) MRCS5
hiicrelerinin COL1A1 mRNA seviyelerini 48. (p<0,05) ve 72. (p<0,05) saatlerde 0. saate gore
anlamli 6l¢tide arttirdi. TGF-B’nin, MRCS5 hiicrelerinde COL1A1 gen ekspresyonunu uyarmada
bu iki peptide gore daha gii¢lii bir sinyal olarak gorev yaptigi goriildii. TGF-B, bu hiicrelerde
COL1A1 mRNA seviyelerini uyarimi takip eden 48. saatten itibaren anlamli olarak arttirdi (48.
saat i¢in (p<0,05) ve 72. saat i¢in p<0,01; Sekil 4.20c)
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Sekil 4.20: TGF-B (5ng/ml), GRP (10° M) ve CGRP (10 M) ile uyarilan MRC5 hiicrelerinde ACTA2
(a), VIM (b) ve COL1AL (c) genlerinin ekspresyon seviyelerindeki degisimler gosterilmektedir. K:
deneyin 0. saati. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri *p<0,05, **p<0,01 ve ***p<0,001 olarak
gosterilmektedir.

4.4.2. GRP ve CGRP ile Uyarilan MRC5 Hiicrelerinde TGF-B1/Smad Sinyal Yolag: ile
Iliskili Genlere Ait Bulgular

GRP ile uyarilan MRCS5 hiicrelerinde, uyarimi takip eden zamanlarda TGFB1 gen ekspresyon
seviyelerini 24. 48. ve 72. saatlerde 0. saate gore anlamli diizeylerde artird1 (p<0,05). GRP
uyartmi sonrasi SMAD2 geninin ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak onemli bir
degisiklik gozlenmedi (Sekil 4.21). GRP uyarim: SMAD3 ve SMAD4 genlerinin seviyelerini ise
deneyin 48. ve 72. saatlerinde, 0. saat ile karsilastirildiginda anlaml 6l¢iide arttirdi (SMAD3
geni icin p<0,05; SMAD4 geni i¢in p<0,05 ve p<0,01). GRP, TGF-B’ya gore TGFB1 gen
ekspresyonunu daha az uyarmaktadir. GRP’nin SMADA4 gen ekspresyonunu uyarmadaki etkisi
ilk 48 saatte TGF-B’ninkine benzerken, 72. saatte TGF-f’ya gore SMAD4 gen ekspresyonunu
daha az uyarmistir. GRP uygulamasi SMAD7 gen ekspresyon seviyelerini 24., 48. (p<0,05) ve
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72. (p<0,01) saatlerde 0. saate gore istatistiksel olarak anlamli diizeylerde azaltti. Bu azalis 24.
saatte basladi ve 72. saatte en yiiksek seviyeye ulasti. SMAD7 gen ekspresyon seviyeleri iizerine
GRP’nin etkisi, TGF-f’ya gore daha gii¢liiydii ve her iki peptid de SMAD7 gen ekspresyonunda
benzer azalis profiline neden oldular. TGF-B, GRP’den farkli olarak SMAD2 genlerinin

ekspresyonunu zamana bagl olarak uyardi (Sekil 4.21).
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Sekil 4.21: TGF-B (5ng/ml), GRP (10°M) ve CGRP (10°M) ile uyarilan MRCS5 hiicrelerinde TGFB1
(a), SMAD2 (b), SMAD3 (c), SMAD4 (d) ve SMADY (e) gen ekspresyon seviyelerindeki degisimler
gosterilmektedir. K: deneyin 0. saati. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri: *p<0,05, **p<0,01 ve
**%1<0,001.,

CGRP ile uyarilan MRCS5 hiicrelerinde uyarimi takip eden zaman dilimlerinde 48. saatte 0.saat
ile karsilastirildiginda TGFB1 geninin ekspresyon seviyelerinde istatistiksel olarak anlamli bir
artis saptandi (p<0,05) (Sekil 4.21). CGRP uyarimi SMAD2 gen ekspresyonunu o6zellikle
uyarmmi takip eden 48. satte arttirdigi belirlendi (p<0,01). Artis 72. saatte pik yapmaktaydi
(p<0,05). SMAD3 gen ekspresyonunun deneyin 24. saatinden itibaren (24. saat i¢in p<0,05);
48. saat icin p<0,01; 72. saat i¢in p<0,05) CGRP tarafindan uyarildig1 belirlendi. CGRP
uygulamasi SMAD4 gen ekspresyonunu 0. saatle karsilastirildiginda 24. (p<0,05) 48. (p<0,01)
ve 72. (p<0,05) saatlerde anlamli diizeylerde artirdigi gozlemlendi. Bu ekspresyon profili
TGF-B’nin SMADA4 gen seviyeleri lizerine etkisinden daha azdi. CGRP uygulamasi SMAD7 gen
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ekspresyon seviyelerini 24. (p<0,05), 48. (p<0,05) ve deneyin 72. (p<0,01) saatinde 0. saate
gore istatistiksel olarak anlaml diizeylerde azaltti. SMAD7 gen ekspresyon seviyeleri tizerine
CGRP’nin etkisi TGF-B’ya ve GRP’ye gore daha giigliidir ve benzer azalis profili
gostermektedirler (Sekil 4.21).

4.4.3. GRP ve CGRP ile Uyarilan MRCS5 Hiicrelerinde Wnt Sinyal Yolag: Ile Tliskili Genlere
Ait Bulgular

GRP ile uyarilan MRCS5 hiicrelerinde CTNNB1 gen ekspresyonu 48. saatte kontrole gore
anlamli diizeylerde artt1 (p<0,05). Bu artis 72. saatte daha da artmaktaydi. (p<0,05). CTNNB1
gen ekspresyonundaki bu degisim profili TGF-B’nin etkisinden daha zayifti. GRP uyarimi
MRCS5 hiicrelerinde GSK3B, AXIN1 ve LEF1 genlerinin ekspresyonunu deneyin 0. saati ile
karsilastirildiginda deneyin 24., 48. ve 72. saatlerinde anlamli 6l¢iide degistirmedi. GRP, DKK1
gen ekspresyon seviyelerini deneyin 24. (p<0,05) saatinden itibaren deneyin 48. (p<0,01) ve
72. (p<0,01) saatlerinde 0. saate gore gore istatistiksel olarak anlamli diizeylerde azaltti. GRP,
TGF-B’nin DKK1 geni lizerindeki etki profiline benzer profil gostermekle birlikte TGF-f’dan
ve CGRP’den daha giiglii etki gostermektedir (Sekil 4.22).

CGRP, MRCS5 hiicrelerinde CTNNB1, GSK3B, AXIN1 ve LEF1 genlerinin ekspresyonunu
deneyin 0. saati ile karsilastirildiginda deneyin 24., 48. ve 72. saatlerinde anlamli 6lciide
degistirmedi. CTNNB1 ve GSK3B gen ekspresyonundaki bu degisim profili TGF-f’nin
etkisinden daha zayiftir. CGRP, DKK1 gen ekspresyon seviyelerini 24. saatte biraz artirdiktan
sonra deneyin 48. (p<0,05) ve 72. (p<0,05) saatlerinde 0. saate gore istatistiksel olarak anlaml
diizeylerde azaltti. CGRP, TGF-B’nin DKK1 geni iizerindeki etki profiline benzer profil
gostermekle birlikte daha giiglii etki gostermektedir (Sekil 4.22).
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Sekil 4.22: TGF-B (5ng/ml), GRP (10 M) ve CGRP (10 M) ile uyarilan MRCS5 hiicrelerinde CTNNB1
(a), GSK3B (b), AXIN (c), LEF (d) ve DKKZ1(e) genlerinin ekspresyon seviyelerindeki degisimler
gosterilmektedir. K: Deneyin 0. saati. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri: *p<0,05 ve **p<0,01.

4.4.4. GRP ve CGRP ile Uyardan MRCS5 Hiicrelerinde GRP, CGRP, Onlarin Reseptirleri ve
G proteini Aracili Hiicre I¢i Sinyal Molekiillerine Ait Gen Ekspresyon Bulgular:

GRP ile uyarilan MRCS5 hiicrelerinde GRP, kendi geninin ekspresyonunu deneyin 24. saatinden
itibaren arttirmaya basladi, bu artis deneyin 48. (p<0,01) ve 72. (p<0,01) saatlerinde deneyin 0.
saatine gore daha da arttt. GRP uygulamasi, GRP gen ekspresyonunu uyarmasina ragmen,
reseptor geni olan GRPR gen ekspresyonunda anlamli bir degisiklige neden olmadi (Sekil 4.23
a-b). TGF-p, MRCS hiicrelerinde GRP gen ekspresyon seviyelerini zamana bagl artis tarzinda
deneyin 48. (p<0,05) ve 72. (p<0,01) saatlerinde uyardi. TGF-B, GRPR gen ekspresyon
seviyelerini ise ilk 24. saatte kontrole gore anlamli diizeyde azaltti (p<0,05), 48. saatte artis
yoniinde etki etmeye basladi ve GRP gen ekspresyonunda 72. saatte 0. saate gore anlamli bir
artis gozlemlendi (p<0,05). (Sekil 4.23 a-b).
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Sekil 4.23: TGF-B (5ng/ml) ve GRP (10°M)’nin 24., 48. ve 72. saatlerde MRC5 insan akciger fibroblast
hiicrelerinde (a.) GRP ve (b.) GRPR gen ekspresyon seviyelerine etkisi. K: Deneyin 0. saati. Istatistiksel
anlamlilik diizeyleri: *p<0,05, **p<0,01 ve ***p<0,001.

CGRP ile uyarilan MRC5 hiicrelerinde CALCA gen ekspresyonu 0. saate gore deneyin 24.
saatinde azald1 (p<0,05), deneyin 48. ve 72. saatlerinde ise artt1; 48. saatteki bu artis (p<0,05)
0. saatle karsilastirildiginda anlamliydi. (Sekil 4.24 a). CGRP, CALCB gen ekspresyonu
tizerinde deney siiresince anlamli bir degisiklik yapmadi (Sekil 4.24 b). CGRP, CALCRL
reseptor gen ekspresyonunu 48.saatte 0.saate gére anlamli diizeyde artird1 (p<0,05, Sekil 4.24
c). TGF-B, CALCA, CALCB ve CALCRL genlerinin ekspresyon diizeyleri iizerinde etkili olmadi
(Sekil 4.24 a-c).

GRP uygulamalart MRCS5 hiicrelerinde, protein kinaz C-delta (PKCD) ve protein kinaz C-zeta
(PKCZ) genlerinin ekspresyonlarini etkilerken, protein kinaz A (PKA) ve CREB1 gen
ekspresyonu iizerinde anlaml bir degisiklige sebep olmadi (Sekil 4.25 a-d). GRP, PKCD gen
ekspresyon seviyelerini deneyin 24. saatinden itibaren arttirmaya baslasa da deneyin 72.
saatinde deneyin 0. saatine gore anlamli bir artis meydana getirdigi goriildii (p<0,05). GRP,
PKCD gen ekspresyonu iizerinde TGF-3 ve CGRP’den daha etkilidir. GRP uygulamasi PKCZ
gen ekspresyonunu 24. ve 48 (p<0,05). saatlerde 0. saate gore arttirirken, 72. saatte 0. (p<0,05),
24. (p<0,05) ve 48. (p<0,01) saate gore anlaml diizeylerde azaltti. TGF-p, 48. ve 72 saatlerde
kontrole ve diger gruplara gére PKCZ gen ekspresyon seviyelerini arttirirken GRP ilk 48 saat
benzer bir profil gosterirken 72. saatte azalan yonde farkl bir profil gostermektedir (Sekil 4.25
a-d). TGF-B, GRP ve CGRP CREBL gen ekspresyonunu istatistiksel olarak anlamli diizeylerde
degistirmedi (Sekil 4.25 d).
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Sekil 4.24: TGF-B (5ng/ml) ve CGRP (10°M)’nin 24., 48. ve 72. saatlerde MRC5 insan akciger
fibroblast hiicrelerinde (a.) CALCA, (b.) CALCB ve (c.) CALCRL gen ekspresyon seviyelerine etkisi.

K: Deneyin 0. saati. istatistiksel anlamlilik diizeyleri:

*p<0,05.

CGRP uygulamalart MRCS5 hiicrelerinde, PKA ve PKCZ genlerinin ekspresyonu {izerinde

anlamli bir degisiklige sebep olmazken, deneyin 0. saatiyle karsilastirildiginda PKCD gen

ekspresyonunu 72. saatte anlaml diizeylerde arttirdi (p<0,05; Sekil 4.25).
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Sekil 4.25: TGF-B (5ng/ml), GRP (10°°M) ve CGRP (10°M) ile uyarilan MRCS5 hiicrelerinde PKA (a),

PKCD (b), PKCZ (c) ve CREBL (d) genlerinin ekspresyon seviyelerindeki degisimleri gostermektedir.
K: deneyin 0. saati. Istatistiksel anlamlilik diizeyleri: *p<0,05 ve **p<0,01.

4.5. MiKROSKOPi BULGULARI

4.5.1. Faz-Kontrast Mikroskobu Bulgulart

GRP ile uyarim oncesinde, deneyin 0. saatinde, MRCS5 hiicreleri birbirlerinden uzakta
konumlanan ve ince sitoplazmik uzantilar1 olan mekik seklinde hiicreler olarak mikroskop
alinda ayirt edildiler. GRP’nin her iic dozu da (10®°, 10° ve 107M) bu hiicrelerin
morfolojilerinin degismesine neden oldu (Sekil 4.26). GRP uyarimini takip eden siiregte
hiicreler, deneyin 24. saatinden itibaren deneyin 48. ve 72. saatlerinde, daha fazla sayida ince-
uzun sitoplazmik uzantiya ve daha genis bir hiicre govdesine sahip hiicreler olarak gozlendiler.

Ayrica, hiicreler yiginlar olusturacak sekilde birbirlerine daha yakin konumlandilar. Cesitli



65

konsantrasyonlarda (10, 107 ve 10®%M) CGRP ve 5ng/ml TGF-p ile uyarilan MRCS5
hiicrelerinde de benzer morfolojik degisimler saptandi (Sekil 4.27).

TGF-p (5ng/ml) GRP (105 M) GRP (10° M) GRP (107 M)

Sekil 4.26: TGF-B (5ng /ml) ve GRP (10%, 10, 107" M) uyarimui takip eden siiregte MRCS5 hiicrelerinin
morfolojilerinde degisiklige sebep olur. Faz-kontrast mikroskobu, 40X biiyiitme. Bar: S0um.
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Sekil 4.27: TGF-B (5ng /ml) ve CGRP (108, 1077, 108 M) uyarimu takip eden siiregte MRCS5 hiicrelerinin
morfolojilerinde degisiklige sebep olur. Faz-kontrast mikroskobu, 40X biiyiitme. Bar: 50um.

4.5.2. Ikili Immiinfloresan Isaretleme Bulgulart

Anti-o-SMA immunoreaktivitesi MRCS5 hiicrelerinin sitoplazmalarinda gozlemlendi. GRP
(10° M), CGRP (10°M) ve TGF-B (5 ng/ml) ile uyarilan MRCS hiicrelerinde, uyarimi takip
eden siiregte, deneyin 24. saatinden itibaren anti-o-SMA immunoreaktivitesinde bir artis tespit
edildi. Bu artis, deneyin 48. ve 72. saatlerinde zamana bagl olarak artarak devam etti (Sekil
4.28). Ayrica, MRCS hiicrelerinin bu ii¢ peptid ile uyarilmalar1 sonrasinda, uyarimi takip eden
48. saatten itibaren anti-kollajen-1al immunoreaktivitesinde de bir artis belirlendi. Bu artis,

deneyin 72. saatinde en yiiksek seviyeye ulasti (Sekil 4.28).
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Sekil 4.28: TGF-B (5ng/ml), GRP (10°M) ve CGRP (10°M) ile uyarilan MRC5 hiicrelerinde anti-o-
SMA ve anti-kollajen-1a1 immiinoreaktivitesindeki degisimler gosterilmistir. Hiicrelerin niikleuslar
DAPI ile isaretlenmistir. 40X biiyiitme, Bar uzunlugu: 50um.
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5. TARTISMA VE SONUC

Diinya Saglik Orgiitii’niin verilerine gore, solunum hastaliklar1 yilda bir milyon kisinin
oliimiine neden olmakta ve bu hastaliklar icinde IPF’in gériilme siklig1 ve mortalite orani hizla
yiikselmektedir. IPF mortalitesindeki artis, en fazla ingiltere, Finlandiya ve Portekiz’de rapor
edilmistir. Diger yandan Danimarka, Hirvatistan ve Avusturya’da erkeklerde, Romanya’da ise
kadinlarda mortalitede artis dikkati gekmektedir. Bu veriler, Avrupa iilkelerinin cogunda IPF
mortalitesinin erkeklerde kadinlara gore daha fazla yiikseldigini isaret etmektedir. Solunum
hastaliklarida 5 yillik sag kalim oranlarinin karsilastirildigr bir calismada, IPF’in %30 sag
kalim orani ile akciger kanserinden sonra en diisiikk 2. sag kalim oranina sahip oldugu
belirlenmistir (Raghu ve dig., 2011; Amerikan Kanser Dernegi, 2014). Ayrica, IPF’in
yumurtalik, kolorektal ve meme kanserlerinden ve pulmoner hipertansiyondan daha kotii bir
sag kalim orami sergiledigi bildirilmektedir (Amerikan Kanser Dernegi, 2014). IPF goriilme
sikligi, niifus artis1 ve hastaligin olasi risk faktdrlerinin artistyla birlikte hizlanmaktadir. IPF
prevalansi ve insidansi, Amerika Birlesik Devletleri’nde her 100.000 kiside sirasiyla 14-27,9
ve 6,8-8,8 olgu iken (Raghu ve dig., 2006), Avrupa’da her 100.000 kiside 1,25-23,4 ve 0,22-
7,4 olgudur (Navaratnam ve dig., 2011; Nalysnyk ve dig., 2012). Niifus artis1 temel alinarak
yapilan hesaplamalarda, 2015-2050 yillar1 arasinda Amerika Birlesik Devletleri’nde IPF
insidansinin 1,8 kat artacagi tahmin edilmektedir (Fernandez-Pérez ve dig., 2010). Ulkemizde
ise IPF prevalansi ve insidansiyla ilgili ilk veriler, 2014 yilinda Tiirkiye’nin 6 bolgesinden 19
sehirdeki 31 merkezin katilimiyla 2245 hastanin yer aldigi calismada arastirilmistir. Bu
caligmada IPF prevalansinin ve insidansinin arttig1 bildirilirken, Tiirkiye’de interstisiyel akciger
hastaliklarmin insidansinm 100,000’ de 25,8 oldugu saptanmistir. Ulkemizde IPF’li hastalarn
insidansinin ise interstisiyel akciger hastaliklarin %251 kadar oldugu belirlenmistir (Musellim
ve dig., 2014). IPF prevelansi, insidansi ve mortalite oranlar1 dikkate alindiginda, IPF’in,
tilkemizde ve diinyada prevalansi giin gectikte artan 6liimciil bir interstisiyel akciger hastaligi
oldugu acikca goriilmektedir. Bu nedenle, pulmoner patogenezini anlamaya ve yeni terapotik
ajan bulmaya yonelik ¢alismalar, hiz kaybetmeden siirmektedir. Pulmoner fibrozis ile iliskili
ilk yaym 1923’de yapilmistir. Daha sonraki yillarda her yil ¢ok sayida konu ile ilgili makale
yayinlanmistir. PubMed’de yaptigimiz tarama sonuglarina gore, sadece 2018 yilinda 3,000’den
fazla konuyla ilgili makale bulunmaktadir. Pulmoner fibrozis ile ilgili ¢aligmalarin birgogunda
cok sayida ilag dnciil molekiil denemeleri yapilmasina ragmen, faz 4 caligmalarini gegen sadece

iki molekiil bulunmaktadir. Nintedanib ve pirfenidon isimli bu iki ilag, giiniimiizde IPF
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tedavisinde kontrollii olarak kullanilmaktadir. Bu ilaglar1 kullanan bazi hastalarda solunum
fonksiyonlarinda iyilesmeler tespit edilmis olmasina ragmen bu iki ilag tiim IPF’li hastalarda
terapotik etki gostermeyebilmektedir. Ayrica etkili olduklar1 hastalarda da cesitli yan etkiler
olusturabilmektedirler (Sgalla ve dig., 2018). Dolayis1 ile giiniimiizde IPF’te kesin etkili bir
terapotigin bulunamamasi, hastaliga neden olan halen kesfedilmemis yeni molekiiller oldugunu
acikca gostermektedir. Calismamiz, GRP ve CGRP peptidlerinin pulmoner fibrozis
patogenezinde etkili molekiiller olduguna, bu peptidlerin 6zellikle TGF-p ve Wnt sinyallerini
uyararak insan akciger fibroblastlarinin miyofibroblastlara farklilasmasin1 sagladigina ve
miyofibroblastlarda kollajen, fibronektin gibi ECM elemanlarinin sentezini arttirdigina yonelik

yeni veriler sunmaktadir.

Pulmoner fibrozis, tekrarli yaralanma ve onarim siireclerinin geri doniisiimsiiz yapisal
degisikliklere ve doku sertlesmesine yol actig1, kronik ve ilerleyici tipte bir akciger hastaligidir.
Metotreksat ve bleomisin gibi ilaglar, silika ve asbest maruziyetleri, gastro-6zofagiyal reflii ve
infeksiy0z ajanlar alveolar epitel hasarina neden olurlar ve hasar bolgesinde inflamasyon geligir
(Jacubovic ve dig., 2013; Yilmaz ve dig., 2015; Chioma ve Drake, 2017). Epitel ve mezensim
hiicrelerinden salinan TGF-f gibi inflamatuvar ajanlar ile gesitli biiylime faktorleri ve Wnt
ligandlari, fibroblast aktivasyonunu ve miyofibroblast farklilasmasini diizenlerler. Dokuda
sayica artan fibroblast ve miyofibroblastlar, asir1 miktarda ECM elemanlarii {iretip hiicre
disina salgilayarak fibrotik odaklar1 olustururlar (King ve dig., 2011; Wolters ve dig., 2014).
Fibroblast aktivasyonun ilk adiminda fibroblastlar boliinerek sayilarini arttirirlar, ikinci
adiminda ise fibroblastlarin miyofibroblastlara farklilagsmasi gerceklesir. Fibrotik akcigerlerde,
fibrotik odaklarda fibroblast birikimi goriiliir. Yilmaz ve dig. (2015), bleomisin ile pulmoner
fibrozisi uyarilan farelerin akcigerlerinde fibrotik odaklarda Ki-67" (proliferasyon belirteci)
hiicrelerin sayica arttigini, ayrica bu alanlarda fibroblast spesifik protein ile isaretlenen
fibroblast sayisinda da artislar gézlemlemislerdir. IPF’li hastalarin fibroblastlarinin saglikli
akciger fibroblastlarina gore daha yiiksek ¢ogalma kapasitesine sahip oldugu bilinmektedir
(Ramos ve dig., 2001). IPF’li hastalardan izole edilen fibroblastlarda, PI3K-Akt sinyali aracilig
ile fibroblast proliferasyonunun uyarildigi bulunmustur (Xia ve dig., 2008). Fibrotik insan
akcigerlerinde artan Wnt5a ekspresyonunun fibroblast proliferasyonunu uyardigi saptanmastir
(Vuga ve dig., 2009). GRP ve CGRP peptidleri, insan akcigerlerinde solunum yollarinin i¢
yiiziinii doseyen epitel icinde bulunan PNEC’ler tarafindan iiretilirler. Yeni dogan C57BL/6
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farelerde yapilan bir ¢alismada, yeni doganlara postnatal 1-3. giinlerde yapilan bombesin/GRP
uygulamasin1 takip eden 14. giiniin sonunda kalinlasan alveolar duvarda hiicre
proliferasyonunun uyarildigi ve farelerde boronkodisplazi gelistigi bulunmustur (Ashour ve
dig., 2006). Sican akcigerlerinden izole edilen primer fibroblastlar, TGF-f ile uyarilmalarindan
1 saat dnce CGRP peptidi (1, 10, 100 nM/L) ile uyarildiklarinda, TGF-p ile uyarilan fibroblast
¢ogalmasinin 24. saatin sonunda CGRP tarafindan azaltildig1 tespit edilmistir. Arastiricilar,
CGRP peptidinin bu etkisinin doza bagimli oldugunu, diisiik konstrasyonlarda daha gii¢lii etki
gosterdigini saptadilar (Li ve dig., 2016). BrdU yontemi S fazindaki hiicrelerin BrdU ile
etiketlenmesi esasina dayanir. BrdU miktarindaki artis S fazindaki g¢ogalan hiicrelerin
sayisindaki artigla koreledir (Muir ve dig., 1990). Buna gore, calismamizin verileri, GRP ve
CGRP’nin insan akciger fibroblastlarinin proliferasyonunu uyarmada etkili olabilecegini ilk
kez ortaya koymaktadir. Her iki peptid de erken dénemde (uyarimi takip eden ilk 24 saatte)
akciger fibroblastlariin proliferasyonunu uyarirken, zaman ilerledikge deneyin 48. ve 72.
saatlerinde hiicre proliferasyonunu azaltma yoniinde etki gostermektedirler. Bu sonuglar, her
iki peptidin doza ve zamana bagli olarak fibroblast proliferasyonunu uyararak, 6zellikle erken

donemde, pulmoner fibrozise katki saglayabilecegini ortaya koymaktadir.

Akciger fibroblastlarinin ve hasar géren alveolar epitelde tip 2 pndmositlerin miyofibroblastlara
farklilasmasi, akciger fibrozisinin gelisiminde o6zellikle IPF patogenezinde en Onemli
adimlardan biridir. Miyofibroblastlar, a-SMA sentez ederler ve kollajen, laminin ve fibronektin
gibi ECM elemanlarimi ¢ok miktarda tiretebilirler (Saito ve dig., 2018). Endotel hiicreleri, epitel
hiicreleri, tip 2 pnomositler, fibrositler, fibroblastlar, perisitler ve mezenkimal kok hiicreleri
farklilasarak miyofibroblastlara doniisebilirler (Gharaee-Kermani ve dig., 2009; Phan, 2012).
TGF-B, miyofibroblast farklilagsmasinin uyarilmasinda gorev alan en giiclii molekiillerden
biridir, bu nedenle profibrotik bir molekiil olarak kabul edilmektedir. Fibrotik akcigerlerde
TGF-p iiretiminde ve aktivasyonunda artis rapor edilmistir (Khalil ve dig., 1996; Lepparanta
ve dig., 2012). Pulmoner fibrozisde alveolar makrofajlar ve metaplastik tip 2 pnomositler, TGF-
B tretip salgilarlar (Coker ve dig., 2001). TGF-B, ECM elemanlarinin iiretimini, integrinleri,
MMP’leri, proteaz inhibitdrlerini ve kiiciik GTPaz diizenleyicilerini uyarir ve fibrotik alandaki
doku remodellemesinde gorev alir (Yang ve dig., 2007; Heldin ve Moustakas, 2016). Ayrica,
TGF-B’nin hepatosit biiyiime faktorii ve prostoglandin E2 gibi anti-fibrotik molekiillerin

iretimini baskilayarak da akciger fibrozisini uyardigi rapor edilmistir (Garison ve dig., 2013).
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TGF-B, akcigerde hem fibroblastlarin hem de tip 2 pndmositlerin miyofibroblastlara
farklilagsmasini uyarir.  A549 hiicreleri, tip 2 pnomositlerin bazi 6zelliklerini tasidiklarindan,
bu hiicrelerin mezenkimal hiicrelere/miyofibroblastlara farklilasmalarinin arastirildigi
calismalarda sikca kullanilirlar (Park ve dig., 2018). A549 hiicreleri TGF-p ile uyarildiklarinda,
hiicrelerde E-kaderin gen ekspresyonunu azalttiklari, Snail, Slug, N-kaderin, vimentin,
fibronektin ve kollajen-1al ekspresyonlart arttirdiklart belirlenmistir. Ayni ¢alismada
arastiricilar, TGF-p ile uyarilan MRCS5 hiicrelerinde a-SMA, fibronektin ve kollajen-1a1’in gen
ve protein ekspresyonlarinin arttigini tespit etmislerdir (Omori ve dig., 2016). Bir baska in vitro
calismada da A549 hiicreleri ve akciger fibroblast hiicrelerinin birlikte kiiltiire edildigi
calismada, 24 saat kadar 5Sng/ml TGF-B uygulamasinin fibroblastlarin ve A549 hiicrelerinin
miyofibroblastlara doniistimiinii uyardigi saptanmistir (Liu ve dig., 2010). Calismamizda GRP
ve CGRP’nin fibrotik etkilerini test etmek i¢in giiclii bir profibrotik ajan olan TGF-B pozitif
kontrol olarak kullanildi. TGF-f ile uyarilan A549 ve MRCS hiicrelerinde, diger calismalarin
sonuglar1 ile uyumlu olarak, A549 hiicrelerinde EMT’nin uyarildigi, bu hiicrelerin
miyofibroblastlara farklilastiklar1 saptandi. A549 hiicreleri, TGF-p ile uyarimini takip eden 24.
saatten itibaren deneyin 72. saatine kadar olan donemde zamanla E-kaderin protein miktarlarini
azaltmakta, a-SMA protein miktarlarini ise zaman ilerledikge arttirmaktadirlar. Ayrica, TGF-3
literatlirdeki verilere uyumlu bir sekilde fibroblastlarin-miyofibroblastlara farklilagmasini

saglamaktadir.

[k olarak 1983 yilinda, normal ve hasta fetal ve eriskin insan akciger dokularinda yapilan
immunohistokimyasal isaretlemeler sonrasinda, fibrotik akcigerlerin bronsiyollerinde
hiperplastik odaklarda GRP’nin varlig1 saptanmistir (Tsutsumi ve dig., 1983). Siganlara
lipopolisakkarit uygulamasindan 3-6 hafta sonra, inflamasyonlu ve fibrotik sigan
akcigerlerinden aliman BAL sivisinda alveolar makrofajlardan bombesin benzeri peptid
salinimimin arttig1 belirlenmistir (Lemaire ve dig., 1991). Diger bir ¢alismada, yeni dogan
C57BL/6 farelerde postnatal donemin ilk 3 giiniinde yapilan bombesin/GRP uygulamalarinin,
postnatal donemin 14. giiniinde fare akcigerlerinde 0-SMA immunoreaktivitesini arttirdigi,
alveolar duvar kalinliginda belirgin bir artiga neden oldugu ve alveolarizasyonu azalttig: tesbit
edilmistir. Aym ¢alismada GRPR geni ¢ikarilan farelerde, GRP’nin tim bu etkilerinin
kayboldugu belirlenmistir (Ashour ve dig., 2006). GRP molekiiliiniin akcigerde fibrotik
etkilerini gosteren bir bagka ¢aligma C57BL/6 fareler iizerinde yapilmistir. Bu ¢aligmada, 15
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Gy yiiksek doz torasik radyasyon uygulamasindan sonraki 20. haftada pulmoner fibrozisin
meydana geldigi goriilmustiir. Fare akcigerlerinde, radyasyon maruziyetini takip eden 4.
haftada interstisiyel CD68" makrofaj sayisinda artis, 6. haftada PNEC’lerde hiperplazi, 10 hafta
sonra niiklear p-Smad2/3 immiinreaktivitesinde anlamli bir artis ve 20. haftada a-SMA
immunoreaktivitesi ve kollajen birikiminde belirgin bir artis tespit edilmistir. GRP antagonisti
olan 77427 kodlu molekiil, radyasyon maruziyetinden 1 saat sonra ve 20. haftaya kadar haftada
2 defa C57BL/6 farelere verildiginde, CD68" makrofajlar, GRP iceren PNEC ve p-Smad2/3 *
hiicre sayilarinda, a-SMA immiinoreaktivitesinde ve kollajen birikiminde azalma belirlenmistir
(Zhou ve dig., 2013). Ancak, bu ¢alismada GRP’nin pulmoner fibrozis patogenezinde etkili
olabilecegi gosterilmis olmasina ragmen, bu siirecte GRP nin fibrotik yanit olusturmada etkili
oldugu hedef hiicreler ve sinyal yolaklar1 arastirilmamistir. Calismamiz, 10° M GRP dozunun
MRCS fibroblast hiicre hatlarinda deneyin 48. ve 6zellikle 72. saat dilimlerinde a-SMA protein
ve gen ekspresyonunu arttirarak miyofibroblast farklilasmasini uyardigini gostermektedir.
Miyofibroblast hiicreleri, fibroblast hiicrelerinden daha fazla miktarda kollajen ve fibronektin
gibi ECM elemanlarini iiretip salgilarlar. Bu durum calismamizin immiinfloresan, Western
emdirim ve gen ekspresyon verileriyle de desteklenmektedir. GRP ile uyarilan MRC5
hiicrelerinde kollajen gen ve protein ekspresyonu ile fibronektin protein miktari uyarimi takip
eden zaman diliminde deneyin 48. saatinden itibaren artmaktadir. Calismamizda GRP’nin
insan akciger fibroblastlar1 lizerindeki direkt etkisi ilk kez test edilmistir. Calismamizin
sonuglari, insan akciger fibroblastlarinin GRP’nin hedef hiicreleri oldugunu ve GRP’nin,
MRCS hiicrelerinin miyofibroblastlara farklilasmasi yanisira bu hiicrelerde kollajen ve
fibronektin sentezini uyarma yoniinde etkili oldugunu acikca gdstermektedir. CGRP, duysal
sinirler ve PNEC’ler tarafindan salgilanan major biyoaktif peptidlerden biridir; akciger gelisimi
ve hasar onarmmi igin gerekli olan havayolu epitel kok hiicrelerinin fonksiyonlarinda ve
alerjenlere kars1 havayolu hassasiyetinin diizenlenmesinde énemli rol oynar (Liu ve dig, 2006;
Sui ve dig., 2018). Bleomisin ile pulmoner fibrozisi uyarilan FVB/NJ farelerde bleomisin
uygulamasindan iki hafta sonra tiim akcigerin seri Kesitleri incelendiginde, CGRP* PNEC
sayisinda kontrol grubuna gore bleomisinli grupta 3 kat artis oldugu saptanmistir. Bu gézlemler
sonucunda, arastiricilar, sayica artan CGRP igeren PNEC’lerin pulmoner fibrozis
patogenezinde Onemli rolleri olabilecegi degerlendirmesinde bulunmusglardir (Liu ve dig.,
2014). CGRP’nin pulmoner fibrozis patogenezinde etkili olabilecegini gdsteren ilk deneysel
veri fibrotik sigan akcigerinden elde edilmistir. Bleomisin ile pulmoner fibrozisi uyarilan

sicanlarda, bleomisin uygulamasindan 6nce CGRP salinimini uyaran bir molekiil olan
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kapsaisinin hayvanlara verilmesi, CGRP miktarinin akcigerde artmasina ve akcigerde daha
yaygin bir fibrozis goriilmesine neden olmustur (Li ve dig., 2016). Ancak CGRP’nin fibrotik
etkili olmadigim1i gosteren bir calismada literatiirde mevcuttur. Bu calisma endotelin
doniistiiriici  enzim-1 heterozigot fareler {izerinde yapilmistir. Pulmoner fibrozisin
uyarilmasinda etkili molekiillerden olan endotelin-1, endotel hiicrelerinde endotelin
doniistiiriicii enzim-1 tarafindan tretilir. Endotelin doniistiiriicii enzim-1 heterozigot farelere
intratrakeal bleomisin uygulamasi sonrasinda kontrol farelere kiyasla akcigerde inflamasyonun
ve fibrozisin azaldig1, akcigerde CGRP konsantrasyonun arttig: tespit edilmistir. Arastiricilar,
CGRP sinyallemenin heterozigot farelerde, inflamasyondan fibrozise gecisi azalttigini ileri
stirmektedirler (Hartopo ve dig., 2013). Calismamizin verileri, CGRP’nin insan akciger
fibroblastlarini etkileyerek pulmoner fibrozisde etkili olabilecegine dair direkt kanitlar1 ilk kez
sunmaktadir: CGRP, GRP gibi MRCS5 fibroblastlarinda a-SMA protein ve gen ekspresyonunu
arttirarak miyofibroblast farklilasmasini ve hiicrelerde kollajen (hem mRNA hem de protein)
ve fibronektin (protein) sentezini uyarir. GRP ve CGRP ile uyarilan MRCS5 hiicrelerindeki a-
SMA ve fibronektin protein miktarlarindaki artislar, TGF-f ile uyarim sonrasinda goriilen a-
SMA ve fibronektin protein miktarlarindaki artislardan daha azdir. Bu durum, her iki peptidin
de TGF-B kadar giicli olmasa da insan akciger fibroblastlarinin miyofibroblastlara
farklilasmasini ve bu hiicrelerde kollajen ve fibronektin gibi ECM elemanlariin liretimini
uyarabildiklerini acik¢a gostermektedir. Bir hiicre farklilasacagi zaman boliinmesini durdurur
ve farklilagmaya yonelir. Calismamizda GRP ve CGRP ile uyarilan MRCS5 hiicrelerinde,
uyarimi takip eden 48. ve 72. saatlerde hiicrelerin boliinmelerini deneyin 0. ve 24. saatine gore
anlaml Olgiide azalttiklar1 belirlenmistir. Hiicreler, ayn1 zaman diliminde, boliinmelerini
azalttiklar1 donemde, a-SMA yanisira kollajen ve fibronektin miktarlarini da arttirmaktadirlar.
Bu bulgulara dayanarak, her iki peptidin de uyarimi takip eden erken donemde MRCS5
fibroblastlarinin ¢ogalmasini uyarabileceklerini, ancak daha sonraki donemde bu hiicrelerin
miyofibroblastlara farklilasmasini uyararak kollajen ve fibronektin gibi ECM elemenlarinin

tiretilmelerini sagladiklarini soyleyebiliriz.

Gilinlimiizde pulmoner fibrozisin tedavisinde, EMT siirecinin geriletilmesi yolu ile
miyofibroblast farklilagmasinin dniine gecilmeye veya azaltilmaya caligiimasi 6nemli terapdtik
yaklasimlardan biri olarak kabul edilmektedir. EMT, alveolar epitel hiicrelerinin
miyofibroblastlara farklilasmasini saglayarak, miyofibroblast sayisinin ve bu hiicreler

tarafindan ECM {iretiminin artmasina neden olur. Bdylece pulmoner fibrozis siirecine katkida
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bulunulur. Epitel hiicreleri hasar sonucu olusan mikrogevrede pro-fibrotik veya mitojenik
uyarim siirecine yanit olarak farklilasmaya ya da proliferasyona yonlenmektedir. IPF’li
hastalarin interstisiyumunda zayif reaksiyon veren pro-SPC ve N-kaderin immunreaktif
hiicrelere rastlanmustir (Kim ve dig., 2006). Ayrica, IPF’li hastalarin akcigerlerindeki fibrotik
alanlardan izole edilen epitel hiicrelerinde a-SMA, kollajen ve kalponinl gibi mezenkimal
hiicre proteinlerinin ekspresyonlarinin arttig1 belirlenmistir (Marmai ve dig., 2011). A549
hiicrelerinde, 4 giin boyunca 20ug/ml bleomisin uygulamasi TGF-B/Smad3 sinyal yolunu
uyararak A549 hiicrelerinde E-kaderin ekspresyonunu azaltmig, o-SMA ve vimentin
ekspresyonlarint ise arttirmistir. A549 hiicrelerinde EMT uyarilarak, epitel hiicreleri
miyofibroblastlara farklilagsmislardir (Chen ve dig., 2017). Ayrica TGF-f ile uyarilan A549
hiicrelerinin, E-kaderin, sitokeratin ve zonula okludens-1 gibi epiteliyal hiicre belirtegleri yerine
vimentin, dezmin, N-kaderin, a-SMA, fibronektin ve kollajen gibi mezenkimal hiicre
proteinlerini iiretmeye basladiklari diger bir ifadeyle epitel fenotiplerini mezenkimal fenotiplere
donustiirdiikleri pek ¢ok calisma ile de gosterilmistir (Kasai ve dig., 2005; Kim ve dig., 2006;
Li ve dig., 2016). Calismamizda TGF-B’nin 5ng/ml dozunun A549 hiicrelerinde a-SMA
ekspresyonunu arttirdig: ve E-kaderin ekspresyonunu azalttigi saptandi. Ancak, GRP ve CGRP
ile uyarilan AS549 hiicrelerinde a-SMA ekspresyonun artmadigi ve E-kaderin protein
seviyelerinin  azalmadigi, hiicre proliferasyonunun ise uyarildigit c¢alismamizda
gozlemlenmistir. GRP ve CGRP, fibroblastlarin miyofibroblastlara farklilasmasini saglarken,
A549 hiicrelerinde  EMT’yi uyaramadigi i¢in A549 hiicrelerinin miyofibroblastlara
farklilagsmalarin1 saglayamamistir. Dolayisi ile akcigerde fibrotik yanitin olusturulmasinda
alveolar epitelin bu iki peptid i¢in hedef olmadigimi diistinmekteyiz. Bu iki peptid A549
hiicrelerinin proliferasyonunu uyarmaktadirlar. Bugline kadar yapilan ¢aligmalarda GRP’nin
alveolar epitel hiicrelerinin ¢ogalmasi lizerinde etkili olmadigi, CGRP’nin ise alveolar epitel
hiicre proliferasyonunu uyarabilecegi gosterilmistir. Jaeger ve dig. (2017), GRP (50 ve 100 nM)
uygulamasindan 24 saat sonra bu peptidin A549 hiicrelerinde proliferatif etki gostermedigini,
ancak bu hiicrelerde ROS iiretimini ve hiicre goclinii uyardigint bildirmiglerdir. GRP
uygulamasinin A549 hiicreleri iizerinde proliferatif etkili oldugu ilk kez calismamizla
gosterilmistir. Kawanami ve dig., (2009), 10"2° M konsantrasyonda CGRP-B ile uyarilan A549
hiicrelerinde 0-36. saatler arasinda gergeklestirilen in vitro ¢alismalarda bu peptidin hiicrelerin
proliferasyonunu uyardigin1 ve CGRPR inhibitérii uygulandiginda ise proliferasyonun
azaldigini rapor etmisglerdir. Calismamizda kullandigimiz CGRP-a uygulamasinin da A549

hiicre proliferasyonunu uyardigi ortaya ¢ikarilmistir. Bu durumda her iki CGRP formunun da



75

A549 hiicrelerinde proliferasyonu uyarma yoniinde etkili olduklar1 gériilmektedir. Bu verilere
dayanarak, GRP ve CGRP’nin A549 hiicrelerinde proliferasyonu uyardiklarini, bu nedenle de
bu hiicrelerin EMT aracilifni ile miyofibroblast farklilasmasina ydnelemediklerini

diisiinmekteyiz.

GRP ve CGRP’nin MRCS5 fibroblast hiicrelerinin miyofibroblastlara farklilagsmasini uyardigi
yukaridaki paragraflarda tartigildi. Ancak cevaplanmasi gereken Onemli bir soru, “bu
peptidlerin miyofibroblast farklilasmasini nasil uyardiklar1” sorusudur. Bu amagla, oncelikli
olarak, miyofibroblast farklilasmasinda etkili sinyal yollarindan biri olan Smad bagimli TGF-3
sinyali lizerinde GRP ve CGRP’nin etkileri arastirilmis, bu peptidlerin Smad bagimli TGF-3
sinyalini uyarip uyarmadiklari test edilmistir. Kemirgen akcigerlerinde gen transferi araciligi
ile aktif TGF-B1’in gecici asir1 ekspresyonu gergeklestirildiginde, vektor uygulanmasindan
sonraki birka¢ giin i¢inde endojen olarak aktif TGF-B1 ekspresyonu artarken, herhangi bir
inflamasyon gergeklesmeksizin pulmoner fibrozis olugmaktadir ve doku remodellenmesi
meydan gelmektedir. Ustelik, fibroblastik odak olusumu ve miyofibroblast farklilasmas: da
gerceklesmektedir (Sime ve dig., 1997). TGF-p sinyali inhibe edilen fareler, pulmoner fibrozise
kars1 korunabilmektedir (Warburton ve dig., 2013). TGF-B, kollajen ve fibronektin gibi ECM
elemanlarinin tiretimini uyararak ve MMP’ler ile onlar1 diizenleyen proteinlerin aktivitelerini
kontrol ederek ECM devinimini kontrol eder (Ovet ve Oztay, 2014; Oruqaj ve dig., 2015). TGF-
B sinyalinin pulmoner fibrozis patogenezine en onemli katkisi, miyofibroblast farklilasmasi
uyarmasidir. Akcigerlerde artan TGF-1 sinyal aktivasyonu, basta fibroblastlar, fibrositler ve
tip 2 pmonositler olmak tizere ¢esitli tipteki hiicrelerin miyofibroblastlara farklilagsmasini saglar
(Fernandez ve Eickelberg, 2012; Li ve dig., 2016). Normal eriskin akcigerlerin tersine, IPF’li
akciger dokusunda TGF-B1 ekpresyonunda artig vardir (Khalil ve dig., 1996). Smad bagimlh
TGF-B1 sinyalinin aktivasyonu, dokuda/hiicrede artan Smad2/3 ve Smad4 gibi gen ve protein
miktarinin ve Smad2/3 aktivasyonunun artmasi, inhibitér protein olan Smad7 gen ve protein
miktarmin azalmasi ile anlasilir (Kayalar ve Oztay, 2014). Smad3, aktiflestirilmis TGFRII
kompleksinin protein serin/tirozin kinazi i¢in dogrudan bir substrattir. TGFRII'nin
reseptorlerinin kinaz aktivitesi ile fosforillenen Smad3, Smad4’e baglanarak nukleusa tasinir
ve diger transkripsiyonel proteinlerle birlikte spesifik gen promotorlerine baglanir. Boylece
TGF-B'ya cevap veren genlerin transkripsiyonunu aktive eder. insan deri fibroblastlarinda
kollajen-1 genlerinin ekspresyonunun TGF-f tarafindan uyarilabilmesi i¢in Smad3’iin

transkripsiyonel kompleks aktivasyonunun gerekli oldugu bulunmustur (Ghosh ve dig., 2000).
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Bleomisin ile muamele edilen farelerin fibrotik akcigerlerinde ve TGF-f ile uyarilan fare
fibroblastlarinda p-Smad3 miktarinda artis belirlenmistir (Li ve dig., 2006). intratrakeal yoldan
bleomisin verilen mutant farelerde Smad3 kaybi, TGF-f tarafindan uyarilan prokollajen-1
mRNA ekspresyonunun ve akcigerde hidroksiprolin miktarinin diismesi ile sonuglanmigstir
(Zhao ve dig., 2002). Fibrotik fare akcigerlerinden izole edilen primer fibroblast hiicrelerinde
oB-kristallin aracili Smad4 proteinin nuklear lokalizasyonun uyarilmasi, bu hiicrelerde TGF-
B1’in hedef genlerinden a-SMA ve prokollajen-1 genlerinin ekspresyonunun artmasina neden
olmaktadir (Bellaye ve dig., 2014). Bleomisin ile pulmoner fibrozisi uyarilan farelerde,
adenoviriis transfeksiyonu araciligiyla Smad7 (TGF-f sinyal yolu inhibitoér proteini)
ekspresyonunun uyarilmasi bu hayvanlarda pulmoner fibrozisin azaltilmasina neden olur
(Nakao ve dig., 1999). Bu calismalar, fibrotik fare akcigerlerinde Smad2/3 proteinlerinin
fosforilasyonu, Smad4 proteinin nukleusa transferinin uyarilmasinin ve Smad7 inhibitor protein
miktarinin azaltilmasinin Smad bagimli TGF- sinyalinin aktive olmasina, TGF-B1’in hedef
genlerinden a-SMA ve prokollajen-1 genlerinin ekspresyonunun artmasina neden oldugunu ve
akcigerde fibrotik bir yanitin gelistigini gostermektedir. GRP’nin TGF-B sinyal yolunu
uyardigma dair direkt kanit bulunmamaktadir. Ancak, radyasyona maruz kalan farelerin
fibrotik akcigerleri izerinde yapilan bir ¢aligmada, artan p-Smad2/3* hiicre sayisinin radyasyon
maruziyetini takip eden 1 saatteen ve 20. haftaya kadar bu farelere GRP inhibit6riiniin verilmesi
ile fibrozisin gerilemesi sonrasinda azaldig1 saptanmistir. Calismamizda, TGFB1, SMAD3 ve
SMAD4 mRNA’lar1 ile Smad2/3, p-Smad2/3 ve Smad4 protein miktarlarinin arttirilmast,
SMAD7 mRNA’smin azaltilmasi yollart ile GRP ile uyarilan MRCS hiicrelerinde Smad3
bagimli TGF-B1 sinyalinin uyarildigr ortaya c¢ikarilmistir. Bu sonuglara gére GRP’nin
fibroblast-miyofibroblast farklilasmasini Smad3 bagimli TGF-B sinyal yolu araciligiyla
uyardigr ilk defa tespit edilmistir. Diger yandan, CGRP’nin de TGF-f sinyal yolunu uyarma
yolu ile pulmoner fibrozise neden olabilecegine dair herhangi bir veri bulunmamaktadir. Sigan
akcigerlerinden izole edilen ve TGF-B1 ile uyarilan primer fibroblastlar, CGRP (1, 10 ve 100
nmol/L) ile uyarildiklarinda bu hiicrelerde, a-SMA, kollajen-1 ve p27 protein miktarinin
azaldig1 gézlemlenmistir (Li ve dig., 2016). Bu verilere dayanarak CGRP ve TGF-f sinyalleme
arasinda bir baglanti kurmak miimkiin degildir. Bize gore bu hiicrelerde hiicre proliferasyon
inhibitorii miktariin azalmasi bu hiicrelerin farklilagmadan ziyade hiicre c¢ogalmasina
yonelmesine neden olabilir. Bu durumda CGRP’nin miyofibroblast farklilasmasini geriletme
yoniindeki  etkisi  TGF-f’dan  bagimsizdir. Calismamiz, MRCS5 fibroblastlarinin
miyofibroblastlara farklilasmasinda CGRP’nin TGF-B sinyalini aktive ettigine dair direkt
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kanitlar sunmaktadir: CGRP, MRC5 fibroblast hiicrelerinde Smad2/3 mRNA’lari, Smad4
mRNA ve protein seviyelerini, Smad2/3 aktivasyonunu arttirip, Smad7 transkripsiyonunu
azaltarak fibroblast/miyofibroblast farklilasmasin1 uyarir. Bu sonuglara gore, CGRP’nin
fibroblast-miyofibroblast farklilasmasin1 Smad2/3 aracili TGF-B sinyal yolu araciligiyla

uyardig1 ilk kez ¢alismamiz verileriyle ortaya ¢ikarilmistir.

Wnt sinyal yolu akciger biyolojisinde, gelisiminde ve patogenezinde oOzellikle pulmoner
fibroziste dnemli rol oynayan bir hiicre igi sinyal iletim yoludur (Baarsma ve Konigshoff, 2017;
Shi ve dig., 2017). En iyi karakterize edilen Wnt sinyal yolu B-katenin bagimli yoldur. Aktif
Whnt ligandlarinin bulunmadigi durumda B-katenin, GSK-3f3, AXIN, CK1, APC ve PP2A’dan
olusan bir yikim kompleksi tarafindan fosforillenerek proteozomal yikima yonlendirilir. Aktif
Wnt ligandinin bulundugu durumda ise iki ayrt membrana bagli reseptér FZD ve Lrp5/6
ligandin baglanmasiyla aktive oldugu ve yikim kompleksinin dagilmasina yol agarak [-
kateninin fosforilasyonunun engellendigi saptanmistir. Bu sayede P-katenin sitoplazmada
birikerek niikleusta hedef gen ekspresyonlarini uyardigi bulunmustur (Logan ve Nusse, 2004;
Moon ve dig. 2004). IPF’li hastalardan elde edilen akciger doku kesitlerinde nuklear -
kateninde artis tespit edilmistir (Chilosi ve dig., 2003). Ayrica bir baska galismada IPF’de
mikroarray profillendirme c¢aligmalar1 sonrasinda Wnt hedef genlerinden (MMP7, Wnt ile
uyarilan sinyal yolu proteini (Wisp1) ve frizzled iliskili protein (Sfrp2) ekspresyonlarinin arttig
saptanmistir (Selman ve dig., 2006; Yang ve dig., 2007). Baska bir ¢alismada ise IPF’de aktif
B-katenin seviyelerinin arttig1 ve dolayisiyla Wnt sinyal yolunun asir1 aktive oldugu ortaya
cikarilmisgtir (Shi ve dig., 2017). Akhmetshina ve dig. (2012), fibroblastlarda ve fare
akcigerlerinde kanonikal Wnt sinyalinin TGF-p aracili fibrozis igin gerekli oldugunu
saptamiglardir. Ek olarak bu g¢alismada transgenik farelerde Dkk1’in asir1 ekpresyonunun
pulmoner fibrozisi Onledigi ortaya konulmustur. Calismalarinda TGF-B ile uyarilan
fibroblastlarda Dkk1’in ekspresyonu azaldiginda Wnt sinyal yolunun uyarildigimi
belirlemislerdir. Bir diger ¢calisma da ise insan IMR-90 fibroblastlarina TGF-$ uygulamasinin
Wnt aktivasyonunu uyardigi saptanmistir (Wang ve dig., 2015). GRP’nin Wnt sinyal yoluyla
iligkisini gosteren herhangi bir ¢alisma bulunmamaktadir. CGRP, Wnt/B-katenin sinyal yolu
aracilifiyla epidermal kok hiicrelerinin proliferasyonunu uyarir (Dong ve dig., 2010). Bir diger
calismada, CGRP’nin sican akcigerlerini hiperoksi kaynakli oksidatif hasardan Wnt7b/f3-
katenin sinyal yolu aktivasyonu ile korudugu belirlenmistir (Wang ve dig., 2018). Insan

osteoblastlartyla gerceklestirilen in vitro bir calismada, CGRP ile kanonikal Wnt sinyal yolu ve
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apoptoz arasinda bir iligki bulunmustur. Primer insan osteoblast kiiltiirine 15dk-6 saatlik
siireler arasinda 10 M CGRP uygulanmasi sonrasinda ilk 60 dakikada osteoblast hiicrelerinde
B-katenin seviyelerinin yiikselmeye basladigi gozlenmistir. Ayni ¢alismada hiicrelere
cAMP/PKA yolaginin aktivatorii olan 5 mM forskolin uygulamasinin da sitoplazmik -katenin
ekspresyonunu artirdigi saptanmistir (Villa ve dig., 2006). Arastiricilar CGRP’nin -kateninin
sitoplazmadaki stabilizasyonununda PKA’nin roliinii saptamak i¢in spesifik PKA inhibitorii
olan H89 (2x10°M )’u, CGRP uygulamasindan 30 dakika 6nce uyguladiklarinda B-kateninin
stabilize edilemedigi gozlemlenmistir. Aynm1 ¢alismada CGRP’nin GSK3 iizerine etkisi H89
inhibitoriiniin oldugu ve olmadigi kiiltiir kosullarinda aragtirilmistir (Villa ve dig., 2006). CGRP
uygulandiktan sonraki 15 dakikada GSK3 fosforilasyonunda 6nemli bir artis gézlenirken, H89
inhibitdriiniin bulundugu durumda GSK3B’nin aktivasyonunun azaldigi gozlemlenmistir.
Boylelikle, CGRP aracili GSK3p fosforilasyonunda PKA’nin 6nemli bir role sahip oldugu
anlasilmistir. Calismamizda GRP ve CGRP’nin MRCS hiicrelerinde Wnt sinyal aktivasyonunu
uyardigina dair kanitlar sunulmaktadir. GRP, MRCS5 hiicrelerinde aktif-p katenin ve total -
katenin protein seviyelerini arttirmaktadir. Ayrica GRP, bu hiicrelerin miyofibroblast
farklilasma siirecinde B-katenin mRNA seviyelerini arttirirken, Dkk1 mRNA seviyelerini
azaltmaktaydi. Buna karsin GRP’nin GSK-3B, AXIN ve LEFI mRNA seviyeleri {izerine
herhangi bir etkisi saptanmamistir. CGRP’nin ise aktif f-katenin protein seviyelerini ilk 48
saatte azaltmasina ragmen, 72. saate dogru anlamh diizeylerde artirdig1 belirlenmistir. CGRP,
DKK1 gen ekspresyonunu azalmaktadir. Ancak CTNNB1, GSK3B, AXIN1 ve LEF1 gen
ekspresyonlar1 iizerinde anlamli diizeyde bir etkiye sahip olmadigi ortaya cikarilmistir.
Calismamizin Wnt verileri 1s18inda GRP ve CGRP, B-katenin sentezi ve aktivasyonu yoluyla
fibroblast-miyofibroblast farklilasmasi siirecini uyarmaktadirlar. Calismamizin verileri, GRP
ve CGRP uyarimi sonrasinda insan MRCS5 fibroblast hiicrelerinde Whnt sinyalinin uyarildigini
gostermektedir. Bu sonug, GRP ve CGRP’nin Wnt sinyalini uyarmada etkili olabilecegini

gosteren ilk sonug olmasi bakimindan énemlidir.

On dokuz ¢esit Wnt proteini (Wnt reseptor ligandi), Wnt sinyallemede gorev alir. Wnt
ligandlarimin pulmoner fibrozisdeki etkilerinin arastirildigi bir calismada, bleomisin ile
pulmoner fibrozisi uyarilan farelerin akcigerlerinde, fibrotik yanitla birlikte akcigerde aktif 3-
katenin protein miktarinin arttigit ve Wnt3a, Wnt4 ve Wnt7a mRNA seviyelerinin yiikseldigi

belirlenmistir. Bu farelerde D vitaminin uygulamalari ile pulmoner fibrozis geriletildiginde,
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aktif B-katenin protein, Wnt3a, Wnt4 ve Wnt7a ligandlarinin seviyeleri de azalmaktadir (Zhang
ve dig., 2013). Bir diger ¢alismada, normal insan akciger fibroblastlar1 ve 3D insan akciger
doku Kkiiltiirtine eksojen Wnt4 ve Wnt5a ilavesinin bir miyofibroblast belirteci olan S100A4
mRNA seviyelerini arttirdig1 tespit edilmis ve bu Wnt ligandlarinin miyofibroblast
farklilasmasinda rol oynayabilecekleri ileri siiriilmiistiir (Kovacs ve dig., 2014). Wnt4’nin,
renal fibroziste medullar ve interstisiyel miyofibroblastlar tarafindan tiretildigi bildirilmektedir.
Bobrek fibrozisi boyunca Wnt4* miyofibroblastlarin sayisi artmaktadir. Perisit benzeri
hiicrelerde yapilan in vitro deneyler, eksojen Wnt4 uygulamalar1 sonrasinda bu hiicrelerin a-
SMA iiretmeye baslayarak miyofibroblastlara farklilastiklarin1 gostermektedir. Dolayis ile
Wnt4/B-katenin sinyallemenin erigkin insan bobreginde miyofibroblast farklilasmasina neden
olarak fibrozis siirecine katki sagladig: diistiniilmektedir (DiRocco ve dig., 2013). UIP paternli
ve saglikli insan akciger dokularindan izole edilen primer fibroblastlarda gerceklestirilen
mikroarray analizler, kontrol dokulardan elde edilen fibroblastlara kiyasla UIP hastalarin
akcigerlerinden izole edilen fibroblastlarda WntSa ekspresyon profilinin yiiksek oldugunu
gostermektedir. Ayni ¢alismada, UIP hastalarin akcigerlerinden izole edilen primer
fibroblastlar eksojen Wnt5a ile uyarildiklarinda, bu hiicrelerin ¢ogaldiklar1 ve apoptoza karsi
direng gosterdikleri saptanmustir. Arastiricilar, WntSa tarafindan diizenlenen bu etkilerin,
fibroblastlarda aktif B-katenin seviyelerinin azalmasi nedeniyle Wnt/B-katenin sinyal yolundan
bagimsiz oldugu sonucuna varmiglardir. Ancak, saglikli insan akcigerlerinden izole edilen
primer fibroblastlarda eksojen Wnt5a uygulamalarinin bu hiicrelerin ¢ogalmasini uyarmak
yerine bu hiicrelerde fibronektin ve alfa (5)-integrin seviyelerinin artisina neden olmaktadir. Bu
verilere gore, Wnt5a normal ve fibrotik akcigerlerden izole edilen fibroblastlarda farkl: etkiler
gosterebilmektedir. Wnt5a’nin, UIP paternli insan akcigerinde fibroblast ¢ogalmasini uyarma
yolu ile pulmoner fibrozise katki saglayabilecegi diisiiniilmektedir (Vuga ve dig., 2009). iPF’li
insan ve fibrotik hayvan akcigerlerinden elde edilen BAL sivilarindaki eksozomal vezikiiller
icinde Wnt5a varlig1 belirlenmistir. IPF’li insan akcigerlerinden izole edilen primer
fibroblastlarda, TGF-B tarafindan {iretimi uyarilan Wnt5a’nin pulmoner fibroblastlarin
proliferasyonunu uyardig1 tespit edilmistir (Martin-Medina ve dig., 2018). IPF’li hastalarn
akciger dokularinda havayolu epiteli ile alveolar epitelde, diiz kas hiicrelerinde, endotelde,
fibroblastik odaklardaki miyofibroblastlarda Wnt5a’ nin iiretildigi saptanmistir. Bu hastalardan
izole edilen primer fibroblastlar ile diiz kas hiicreleri {izerinde yapilan deneylerde, kiiltiir
kosullarinda ekspresyonu asir1 uyarilmis Wnt7b’nin normal insan diiz kas ve fibroblast

hiicrelerinde Wnt5a protein ekspresyonunu dnemli diizeylerde arttirdigi, ancak bu kosullarin
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Wnt5a nin hali hazirda yiiksek seviyelerde oldugu IPF miyofibroblastlarinda Wnt5a seviyelerin
etkilemedigi belirlenmistir. Sonug olarak, Wnt5a IPF’li akcigerin pek ¢ok hiicresi tarafindan
iiretilebilmektedir ve ekspresyonu TGF-B1 ve Wnt7b ile arttirllmaktadir (Newman ve dig.,
2016). TGF-B ve Wnt sinyal yolu iliskisinin saptandig1 bir diger in vitro ¢alismada, TGF-B1 ile
uyarilan insan akciger fibroblastlarinda Wnt reseptorlerinden Frizzled-7 (FZD-7)’nin
ekspresyonunun arttigi belirlenmistir. FZD-7, Wnt5a ile etkilesen bir ko-reseptordiir. Bu
calismada ayrica FZD-7’nin ekspresyonunun, TGF-B ile pulmoner fibrozisi uyarilan fare
akcigerlerinde de arttig1 belirlenmistir. TGF-f’nin FZD-7 ekspresyonunu Smad3 bagimli sinyal
yolu araciligi ile arttirdigi saptanmistir. Ek olarak FZD-7’nin kalici olarak sessizlestirildiginde
ise TGF-B1 ile uyarilan a-SMA, kollajen-1, fibronektin ve CTGF ekspresyonunun inhibe
edildigi belirlenmistir. FZD7°nin inhibisyonu TGF-f ile wuyarilan fibrozisi tersine
cevirmektedir. Sonu¢ olarak, TGF-f tarafindan ekspresyonu uyarilan FZD7, ECM
elemanlariin iretimini, Wnt5a ile etkileserek kanonikal olmayan Wnt sinyal yolu ile
uyarmaktadir (Guan ve Zhou, 2017). Fetal ve postnatal yara onarim siirecinde ve TGF-f ile
uyarilan fetal akciger fibroblastlarinda Wnt4 ekspresyonunun arttig1 raporlanmistir (Colwell ve
dig., 2006). IPF’li hastalarm akcigerlerinde fibroblastik odaklarda Wnt7b varlig
immunohistokimyasal olarak belirlenmistir (Meuten ve dig., 2012). Gen ekspresyon analizleri,
bu bolgelerde Wnt7b mRNA miktarinin arttigin1 géstermektedir.  Wnt7b’nin ¢ok miktarda
tretiminin akciger fibroblastlarinda prokollajen tiretiminin arttirilmasinda etkili oldugunu
bulmuslardir (Salazar ve dig., 2009). Yukaridaki ¢aligmalarin sonuglari, Wnt4 ve Wnt5a
ekspresyonunun TGF-f tarafindan uyarilabilecegini gostermektedir. Ayrica, Wnt7b/f-katenin
sinyalleme Wnt5a ekspresyonunu da uyarabilmektedir. Wnt4 bobrekte miyofibroblast
farklilagsmasin1 saglarken, WntSa insan akciger fibroblastlarinda proliferasyonu ve ECM
tiretimini uyarmaktadir. Wnt7a’nin miyofibroblast farklilagmas1 tizerindeki etkisi hakkinda
herhangi bir veri bulunmamaktadir. Sadece fibrotik fare akcigerlerinde varligi saptanmistir.
GRP ve CGRP’nin Wnt ligandlar1 tizerindeki etkilerini agiklayan herhangi bir calisma
bulunmamaktadir. Calismamizda, GRP ile uyarilan MRCS5 fibroblast hiicrelerinde, uyarimi
takip eden ilk 24 saatte Wnt5a, Wnt7a ve aktif B-katenin seviyeleri azalirken, 72. saatte bu
proteinlerin seviyesi anlamli diizeylerde artmaktadir. Wnt4 protein miktar1 ise 24. saatten
itibaren 72. saate kadar diizenli bir artis gostermektedir. Ilave olarak, ¢alismamizda, 10° M
CGRP uygulamalar1 Wnt4 ligandi iizerinde 10°M GRP uygulamalarinin yarattig1 etkiye benzer
bir etki gostermistir. CGRP uygulamalari sonrasinda, Wnt5a miktar ilk 48 satte degismezken,
72. saatte pik yapmaktadir, Wnt7a ise ilk 24. saatten itibaren artis gosterir. Buna gére GRP ve
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CGRP, MRCS5 hiicrelerinde Wnt4, Wnt5a ve Wnt7a ligandlar1 araciligiyla miyofibroblast
farklilagsmasini kontrol ettikleri sdylenebilir. Bu diisiincemiz GRP uyarimiin deneyin 72.
saatinde miyofibroblast farklilagsmasinin ve ECM {iretiminin pik yaptig1 zaman diliminde TGF-
B sinyalinin ve B-katenin aktivasyonunun yiiksek olarak bulunmasi ile desteklenmektedir. GRP
ve CGRP, TGF-B ve Wnt sinyal yollarinin aktivasyonu ile fibroblastlarin miyofibroblastlara

farklilagmasini ve ECM {iretimi uyarmaktadir.

Caligmamizin orijinal bulgularindan birisi de GRP ve CGRP’nin MRCS5 fibroblast hiicrelerini
parakrin  sinyallenmenin yanisira otokrin siyallenme ile de etkileyebileceklerinin
gosterilmesidir. GRP ve CGRP, MRCS5 fibroblast hiicrelerinde bu peptidleri kodlayan GRP ve
CALCA genlerinin ekspresyonunu uyarmaktadir. GRP, MRCS hiicrelerinde kendi reseptoriiniin
gen ekspresyonunu uyarmada etkili olmazken, CGRP kendi reseptoriiniin gen ekspresyonunu
arttirmaktadir. GRP ve CGRP peptidleri PNEC’lerden salindiktan sonra hedef hiicrelerinin
hiicre zarinda yerlesen reseptorlerine baglanarak hiicrede G protein aracili sinyalleme
baslatirlar. GRP ve CGRP tarafindan baslatilan sinyallemede aktive olan G protein, fosfolipaz
C’yi veya adenilat siklazi uyarabilir. Daha sonra sitoplazmada artan Ca*" veya cAMP
konsantrasyonu protein kinaz A veya C’yi aktifler ve bdylece hiicredeki hedef
proteinlerin/enzimlerin aktivasyonu uyarilir (Bihlmayer ve dig., 2001; Rozengurt ve dig., 2002;
Matsui ve dig., 2014). Calismamizda GRP uyarimmin MRCS5 hiicrelerinde PKA gen
ekspresyonunu azaltirken, PKCD ve PKCZ gen ekspresyonlarini anlamli diizeylerde arttirdigi
saptanmistir. CGRP uyarimi ise bu hiicrelerde PKCD gen ekspresyonunu 72. saatte anlamli
diizeyde arttirirken PKA ve PKCZ gen ekspresyonlarini anlamli 6lgiide etkilememistir. Ayrica,
GRP, CGRP ve TGF- uygulamalari, MRCS5 hiicrelerinde CREB1 gen ekspresyonunu anlamli
diizeylerde etkilememistir. Protein kinazlar, kanonikal olmayan TGF-p ve Wnt sinyallemede
gorev alabilirler. Ornegin, bir¢ok hiicrede TGF-p aracili hedef genlerinin aktivasyonu Smadlara
ek olarak aktif PKCD’y1 gerektirir. IPF’li ve normal akciger dokularmdan elde edilen primer
fibroblastlarda TGF-B’nin PKCD aktivitesini uyardigi ve PKCD inhibisyonunun TGF-f aracili
kollajen ekspresyonunu azalttig1 belirlenmistir (Zhang ve dig., 2004). Bir diger ¢aligmada, insan
fetal akciger fibroblast hiicrelerinde TGF-B1 araciligi ile fibronektin ekspresyonunun 4 kat
arttirtlmasinda PKCD, fosfotidilkolin spesifik fosfolipaz C, tirozin kinaz ve protein kinaz
p38’in etkili oldugu bildirilmistir (Kucich ve dig., 2000). Bu sonuglar, PKCD ve TGF-f sinyali
arasinda karsilikli bir etkilesimin oldugunu gostermektedir. Calismamizda eksojen TGF-f ile

uyarilan MRCS5 hiicrelerinde GRP, CGRP ve onlarin reseptorlerini kodlayan genlerin
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ekspresyonunda bir artis belirlenmesi, TGF-3 ve GRP/CGRP sinyallerin birbirlerini sinerjistik
olarak etkileyebileceklerini isaret etmektedir. Aragtirmalar, PKCD ve TGF- sinyali arasinda
karsilikli sinergistik bir etkilesimin oldugunu, PKAve TGF-f sinyali arasinda ise antogonist bir
etkilesim oldugunu gostermektedir. Karaciger kanser hiicre hattt olan Hep2G2 hiicrelerine
CGRP uygulamasindan sonraki 4. saatte cAMP/PKA aktivasyonun uyarildigi, TGF-f1/MAPK
sinyal aktivasyonunun baskilandigi tespit edilmistir (Matsui ve dig., 2014). Calismamizda GRP
ve CGRP ile uyarilan MRCS5 hiicrelerinde PKA ve PKCZ gen ekspresyonunda anlamli bir artis
goriilmezken PKCD gen ekspresyonunda anlamli artislar, GRP ve CGRP ile uyarilan MRC5
hiicrelerinde TGF- sinyalinin aktivasyonuna katki saglamig olabilir. Diger yandan, PKCZ ve
PKA ile Wnt sinyalleme arasinda bir etkilesim oldugu cesitli ¢aligmalarla ortaya konmustur.
PKCZ ve Wnt sinyal yolag: arasindaki iligkinin arastirildigi bir ¢alismada, PKCZ’nin kolon
kanseri hiicre hatlarinda kanonikal Wnt sinyal yolagmin pozitif diizenleyicisi oldugu
saptanmistir. PKCZ’ nin siRNA ile inhibe edildigi durumda nukleusdan sitoplazmaya hizli bir
B-katenin kagisi oldugu, dolayisiyla PKCZ’nin f-kateninin nuklear lokalizasyonunu
diizenledigi belirlenmistir (Luna-Ulloa ve dig., 2011). Bu veriler, PKCZ’nin kanonikal Wnt
sinyal yolaginin pozitif diizenlenmesinde 6nemli rol oynadigini gostermektedir. Diger bir
calismada, malignat olmayan hiicrelerin Wnt agonistleri ile uyarilmasi sonrasinda PKCZ aracili
GSK-3p fosforilasyonunun azaldigi ve Wnt/B-katenin sinyalinin uyarildig: ortaya ¢ikarilmistir
(Tejeda-Muiioz ve dig., 2015). Calismamizda GRP ile uyarilan MRCS5 hiicrelerinde PKCZ gen
ekspresyonunda anlamli artiglar, bu hiicrelerde Wnt/B-katenin sinyalinin aktivasyonuna katki
saglamis olabilir. Calismamiz sonuglarina gére, GRP/CGRP, TGF-f ve Wnt sinyal yollari
arasinda karsilikli etkilesimler, MRCS5 hiicrelerinin miyofibroblastlara farklilagsmasinda ve
ECM elemanlarinin iiretiminde etkin rol oynamaktadirlar. Boylece, MRCS5 hiicrelerinin
miyofibroblastlara farklilasmasinda ii¢ sinyal yolu arasindaki bu karsilikli etkilesim ilk kez

ortaya ¢ikarilmistir.

PNEC’ler, tiim omurgali hayvan ve insan akcigerlerinde solunum yollarinin i¢ yiiziinii déseyen
epitel icinde bulunan hiicrelerdir. Bu hiicreler, lirettikleri ¢esitli peptidler ile akcigerdeki ¢esitli
tip hticrelerin biyolojik davraniglarini parakrin ya da endokrin yol ile diizenlerler (Oztay, 2000).
PNEC’ler, memeli akcigerlerindeki GRP ve CGRP’nin hiicresel kaynaklarindan biridir. Bu
hiicreler, GRP ve CGRP yanisira bombesin, Kkolesistokinin, kalsitonin, somatostatin ve P
maddesi gibi peptidleri de tiretmektedirler. Yapilan ¢alismalar, PNEC’lerin {iretip salgiladiklar

bu peptidler ile saglikli akcigerde ve ¢esitli hastalik durumlarinda akcigerlerin metabolik
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islevlerinde, solunum fizyolojisinde, hiicre proliferasyonu ve farklilagmasi gibi hiicresel
stireclerde aktif gorevler iistlenebileceklerini agik¢a gostermektedir. UIP ve NSIP gibi ¢esitli
interstisiyel pnomoni formlarinda PNEC sayisinda veya hiperplazisinde bir artis rapor
edilmekte ve fibrotik insan akcigerlerinde bronsiyollerde hiperplastik odaklarda GRP’nin
varligi bildirilmektedir (Tsutsumi ve dig., 1983; Gosney ve dig., 1989). Deneysel ¢alismalarda
da fibrotik fare akcigerlerinde GRP ve CGRP igeren PNEC sayisinda artiglar tespit edilmistir
(Zhou ve dig., 2013; Liu ve dig., 2014). Ancak, PNEC’lerden salinan peptidlerin pulmoner
fibrozisle iliskili olabilecegini gdsteren bu deneysel ¢alismalar, fibrotik yanit olusumunda rol
oynayan molekiiler mekanizmalar1 agiklamada yetersiz kalmistir. Calismamizda GRP ve CGRP
peptidlerinin hiicre proliferasyonu, miyofibroblast farklilasmasi ve EMT gibi pulmoner
fibrozise katki saglayan siireclerde etkili olup olmadiklari ilk kez detayli olarak arastirilmis ve
TGF-B ve Wnt sinyal yollar1 gibi pulmoner fibrozisde etkili sinyal yollar1 ile karsilikli
etklesimleri incelenmistir. Calismamizin verilerine dayanarak, ulasilan sonuglar ve ¢iktilar

sOyle siralanabilir:

1. GRP ve CGRP, MRCS fibroblast hiicrelerinde doza bagli olarak hiicre
proliferasyonu ve bu hiicrelerin miyofibroblastlara farklilagmasini uyarirken,
A549 hiicrelerinde sadece hiicre proliferasyonu uyarma yoniinde etki gosterirler.

2. GRP ve CGRP, MRCS5 fibroblast hiicrelerinin miyofibroblastlara farklilagmasin
saglarken, A549 hiicrelerinin EMT araciligi ile miyofibroblastlara
farklilagsmasinda etkili degillerdir.

3. Insan akciger fibroblastlart bu peptidlerin fibrotik yamt olusturmada etkili
olduklar1 baslica hedef hiicrelerdir. GRP ve CGRP, MRCS5 fibroblast
hiicrelerinde doza bagli olarak erken donemde hiicre proliferasyonu ve geg
donemde bu hiicrelerin miyofibroblastlara farklilagsmasini uyararak pulmoner
fibrozis patogenezine katki saglar.

4. GRP ve CGRP, MRCS5 fibroblast hiicrelerinde miyofibroblast farklilagmasi
yanisira, zamana bagli olarak kollajen (gen ve protein) ve fibronektin protein
sentezini de uyarir.

5. GRP ve CGRP, MRCS fibroblast hiicrelerinde miyofibroblast farklilasmasinin
ve ECM elemanlarmin {iretimini Smad bagimli TGF-f sinyal aktivasyonu
araciligi ile uyarmaktadir.

6. GRP ozellikle Smad3, CGRP ise Smad2/3 araciligi ile TGF-f sinyalini diizenler.



7.

10.
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GRP ve CGRP, MRCS5 fibroblast hiicrelerinde Wnt/p-katenin sinyalini uyararak
miyofibroblast farklilagmasi ve ECM elemanlarinin iiretimini saglar.

GRP ve CGRP, MRCS5 hiicrelerinde Wnt4, WntSa ve Wnt7a ligandlar
araciligiyla miyofibroblast farklilasmasini kontrol ederler.

GRP ile uyarilan MRCS5 hiicrelerinde PKCD ve PKCZ gen ekspresyonunda
anlaml artislar, bu hiicrelerde TGF-f3 ve Wnt sinyallerinin aktivasyonuna katk1
saglar.

GRP ve CGRP pulmoner fibrozisin tedavisinde hedef molekiillerdir. GRP ve
CGRP sinyallerinin inhalasyon yoluyla verilen ¢esitli spesifik inhibitorler,
antagonistler ve siRNA uygulamalar1 tarafindan azaltilmasi pulmoner fibrozisin
geriletilmesinde denenebilir. In vitro deneylerden elde ettigimiz sonuglarin in
vivo deneyler ile dogrulanmasi bu molekiillerin terapotik olarak kullanilma

sansin1 arttiracaktir.
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