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OZET

YUKSEK LiSANS TEZi

INSAN PULMONER FiBROZIiSINDE ETKiLi UZUN KODLANMAYAN
RNA’LARIN
IN VITRO MODELDE BELIRLENMESI

Merve YILDIRIM

istanbul Universitesi
Fen Bilimleri Enstitiisii

Biyoloji Anabilim Dal

Damisman : Prof. Dr.Fiisun OZTAY

Kanonikal Wnt sinyal aracil1 epitelyal mezensimal ge¢is (EMT), alveolar epiteliyal hiicrelerde
pulmoner fibrozise katkida bulunur. Uzun kodlanmayan RNA'lar (LncRNA'lar) hiicre
¢ogalmasini, hiicre gociinii ve EMT'yi diizenler. Bu c¢alismanin amaclari, transforme edici
biiylime faktorii-p (TGF-B) ile EMT aracili miyofibroblast farklilagmasinin uyarildigi ve Wnt
inhibitori  (FH535) ile durduruldugu durumlarda, HOTAIR, CARLo0-5 ve CD99P1
LncRNA'larinin, Wnt sinyali, EMT ve miyofibroblast farklilagsmasi ile iligkili gen ve
proteinlerin ekspresyon profillerini belirlemek ve LncRNA'larin bu siiregteki muhtemel
rollerini agiklamaktir.

Insan A549 hiicrelerinin bir kismi, EMT'nin uyarimi i¢in TGF-B (5Sng/ml) ile muamele edildi.
Diger hiicre grubu, TGF-f ilavesinden 24 saat sonra 20 uM FHS535 ile inkiibe edildi. Tiim
hiicreler, deneylerin 0, 24, 36 ve 48. saatlerinde toplandi. LncRNA'lar ile ACTA2, VIM,
COL1A1, SNAIL, CTNNBL1, TCF4, LEF1, ESRP1 ve ESRP2 genlerinin ekspresyon profili,
QRT-PCR ile alfa-diiz kas aktin (a-SMA), E-kaderin ve aktif -katenin protein diizeyleri ise
Western emdirimi ile belirlendi. Ayrica, HOTAIR, CARLo0-5, CD99P1 LncRNA'larin, Wnt
sinyali, EMT ve idiopatik pulmoner fibrozis ile iliskili kodlanan ve kodlanmayan genler ve
tirtinleri ile olan iligkileri LncTar ve Pathway stiidyo mammalplus analiz programlari ile analiz
edildi.

xii



TGF-p ile muamele edilen hiicrelerde, LncRNA'lar, ACTA2, VIM, COL1A1, SNAIL, CTNNBI,
TCF4, LEF1, ESRP1 ve ESRP2 gen ekspresyonu yani sira a-SMA ve aktif f-katenin proteinleri
artarken, E-kaderin protein miktar1 deneyin 24, 36 ve 48. saatlerinde azaldi. TGF-p tarafindan
uyarilan hiicreler tizerindeki FH535 uygulamalari, deneyin 36.saatinde HOTAIR
ekspresyonunu arttirirken, CARLO0-5 ve geri kalan gen ve proteinlerin ekspresyonunu azaltti
(E-kaderin proteini hari¢). Bununla birlikte, TGF-B ile uyarilan hiicreler tizerindeki FH535
uygulamalari, deneyin 48.saatinde o-SMA ve aktif p-katenin proteinleri ile LncRNA'lar,
ACTA2, VIM, COL1A1, SNAIL, CTNNB1, TCF4, LEF1, ESRP1 ve ESRP2 genlerinin
ekspresyonunu azaltti, ancak E-kaderin protein diizeyini arttirmadi. Biyoinformatik analizler,
HOTAIR, CARLo0-5 ve CD99P1'in, Wnt sinyali ve EMT ile ilgili transkripsiyon faktorleri,
koaktivatorler, diger etkili gen/protein ve en az 13 adet miRNA ile etkileserek EMT aracili
miyofibroblast farklilasmasini ve fibrotik cevabi diizenledigini géstermistir.

LncRNA'lann ekspresyonlari, EMT ve Wnt sinyali varhiginda artarken, A549 hiicrelerinde
azaltilmis Wnt sinyal aktivasyonu ve EMT'nin gerilemesine paralel olarak her ii¢ LncRNA’nin
da ekspresyonu azalmistir. Buna gore, bu LncRNA'lar, TGF- aracili miyofibroblast
farklilasmasi, Wnt sinyali ve EMT'nin uyarilmas: tizerinde etkilidirler. HOTAIR, CARL0-5 ve
CD99P1 LncRNA’lar idiyopatik pulmoner fibroziste EMT nin geriletilmesi i¢in potansiyel
molekiiller olarak dnerilebilir.

Haziran 2018, 80 sayfa.

Anahtar kelimeler:Idiyopatik pulmoner fibrozis, Wnt sinyali, EMT, LncRNA
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SUMMARY

M.Sc. THESIS

THE DETERMINATION OF EFFECTIVE LONG NON-CODING RNA ON

HUMAN PULMONARY FIBROSIS IN AN IN VITRO MODEL

Merve YILDIRIM

Istanbul University
Institute ofGraduate Studies inScience and Engineering

Department of Biology

Supervisor : Prof. Dr.Fusun OZTAY

Canonical Wnt signaling-mediated epithelial-mesenchymal transition (EMT) in alveolar
epithelial cells contributes to pulmonary fibrosis. Long non-coding RNAs (LncRNAS) regulate
cell proliferation, cell migration and EMT. The present study aims to determine the expression
profile of HOTAIR, CARL0-5 and CD99P1 LncRNAs, when EMT mediated-myofibroblast
differentiation was induced by transforming growth factor-p (TGF-B) and reduced by a Wnt
inhibitor (FH535) to investigate the expressions of genes and proteins associated with the Wnt
signaling, EMT and myofibroblast differentiation, and to explain the role of LncRNAs in this
process.

A group of human A549 cells was treated with TGF-$ (5ng/ml) to stimulate of EMT. The other
group of cells was incubated with 20 uM FH535 after 24 hours following TGF-p treatment. All
of cells were collected at the 0™, 24", 36" and 48™ hours of the experiments. Expression profile
of LncRNAs ACTA2, VIM, COL1A1, SNAIL, CTNNB1, TCF4, LEF1, ESRP1 and ESRP2, and
the levels of alpha smooth muscle actin (a-SMA), E-cadherin and active B-catenin were
performed by QRT-PCR and Western blotting, respectively. In addition, the relationships
between of HOTAIR, CARLo0-5, CD99P1 LncRNAs and coding/noncoding genes and their
product related to Wnt signaling, EMT and idiopathic pulmonary fibrosis were analysed by
LncTar and Pathway studio mammalplus analysis programs.
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TGF-p treated cells exhibited the increased expressions of LncRNAs, ACTA2, VIM, COL1A1,
SNAIL, CTNNB1, TCF4, LEF1, ESRP1 and ESRP2 genes as well as a-SMA and active -
catenin proteins and the decreased E-cadherin protein at the 24", 36" and 48" hours. While
FH535 treatments on TGF-B induced cells resulted in the increased HOTAIR expression,
decreased expression of CARL0-5 and the other tested genes 36" hours (except for E-cadherin
protein). However, FH535 treatments on the cells induced by TGF-f resulted in decreased
levels of a-SMA and active -catenin proteins, and LncRNAs, ACTA2, VIM, COL1A1L, SNAIL,
CTNNB1, TCF4, LEF1, ESRP1 and ESRP2 genes at the 48"hours, but it did not increase E-
cadherin protein levels. Bioinformatic analysis showed that HOTAIR, CARLo-5 and CD99P1
regulate EMT-mediated myofibroblast differentiation and fibrotic response by interacting with
transcription factors, coactivators, other effective genes/proteins and at least 13 miRNAs related
to Wnt signaling and EMT.

The expressions of LncRNAs increased in the presence of EMT and Whnt signaling, whereas
their expressions decreased in parallel with decreasing activity of EMT through reduced Wnt
signaling in A549 cells. Accordingly, these LncRNAs can be effective on TGF-Pmediated-
myofibroblast differentiation, and induction of Wnt signaling and EMT. HOTAIR, CARLo0-5
and CD99P1 LncRNAs can be thought as the potential molecules for decreasing of EMT
activity in pulmonary fibrosis.

June 2018,80pages.

Keywords:Idiopathic pulmonary fibrosis, Wnt signalling, Epithelial-mesenchymal transition,
LncRNA
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1. GIRIS

Idiyopatik pulmoner fibrozis (IPF), ilerleyici tipte, kétii prognozlu ve bugiin i¢in kesin tedavisi
olmayan o6liimciil bir kronik akciger hastaligidir. IPF’de gelisen fibrotik odaklar nedeniyle
akciger sertlesir. Fibrotik odak olusumu, akcigerde fibroblast ve miyofibroblastlarin asirt
proliferasyonu, kollagen, fibronektin gibi ekstrasellular matriks (ECM) elemanlarinin asiri
iiretimi ve interstisiyel alanda birikimi sonucunda gerceklesir (Yilmaz ve dig., 2015). IPF
hastalig1, diinyada her 100.000 insanin 27-29’unda gézlenmekte ve 100.000 insanin 7-11’inde
Olimle sonuglanmaktadir (Bouros ve Antoniou, 2005). IPF i¢in yillik insidans, Birlesik
Devletler’de 100.000 kiside 6.8-8.8 ve 100.000 kiside 16.3-17.4 (sirasiyla dar ve genis vaka
tanimlama kriterlerine gore), Avrupa’da 100.000 kiside 0,22-74 araligindadir (Demirdgen-
Cetinoglu, 2014). Turk Solunum Dergisi tarafindan 2011 yilinda yayinlanan bir derlemede, bu
hastaligin insidansierkeklerde 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). Tiirkiye’de intersitisiyel akciger hastaliklarinin epidemiyolojisini ortaya
koyan Abdelaziz ve dig. (2005) tarafindan, bu sayilarin son yillarda arttig1 ve Tiirkiye’de
goriilen interstisiyel akciger hastaliklarinin yiiksek bir kisminin IPF oldugu dile getirilmektedir.
IPF’de yasam siiresi 2-5 yil arasinda degismektedir. Prostat ve meme kanseri gibi kanser
vakalarinda bile yasam omriiniin daha uzun oldugu diisiiniildiiglinde, bu sayisal veriler diinya

ve lilkemiz i¢in IPF’in ciddi, 6liimciil bir risk faktorii oldugunu agik¢a gosterir.

Miyofibroblastlar, pek ¢ok fibrotik hastalikta oldugu gibi IPF’de de fibrotik lezyonlarin
olusumunda etkili olan hiicrelerdir. Bu hiicreler, a-diiz kas aktin (a-SMA) proteini sentez eden
kasilgan hiicreler olarak bilinirler. Miyofibroblastlar, fibrotik sartlarda apoptoza karst direng
gostermelerinin yani sira, Kollagen ve fibronektin gibi ECM elemanlarini ¢ok miktarda tireterek
fibrotik odak olusumuna katki saglarlar (Hinz ve dig.,2012). Patolojik sinyaller akcigerdeki
fibroblastlarin, inaktif fibrositlerin, bazi1 l6kositlerin, kemik 1iligi kokenli mezensimal kok
hiicrelerin, hatta alveolar epitel hiicrelerin miyofibroblastlara farklilasmasina neden olur
(Direkze ve dig., 2003). IPF’li hastalar iizerinde yapilan ¢alismalarda alveolar epitel hiicrelerinin
epitel fenotiplerini kaybedip miyofibroblastlara farklilastiklart ve bu yolun IPF patogenezinin
olusumunda baskin olarak kullanildig: tespit edilmistir (Cholankeril ve dig., 2016). Epiteliyal
mezensimal gegis (EMT), genel olarak, epitel hiicrelerinin epiteliyal fenotiplerini kaybedip


https://www.atsjournals.org/author/Cholankeril%2C+George

mezensimal fenotip kazanmalar1 seklinde tanimlanir. Alveolar epitel hiicrelerinden biri olan tipll
pnémositler, fibrotik sinyaller varliginda EMT araciligiyla miyofibroblastlara farklilasabilirler
(Morbini ve dig., 2011). Bu durum, IPF’li hastalarin akciger biyopsi ornekleri ve deneysel
pulmoner fibrozisli kemirgen akcigerleri iizerinde yapilan ¢alismalarda tespit edilmistir. IPF’li
hastalardan alinan akciger biyopsilerinin immunfloresan boyamalar1 sonrasinda bu dokularda
interstisiyumda zayif reaksiyon veren prosurfaktan C (proSPC, tip II pnomosit belirteci)
immunreaktif hiicrelere rastlanmistir. Ayrica, bu hiicrelerin bir mezensimal hiicre belirteci olan
N-kaderin sentezini gergeklestirdigi belirlenmistir. Arastiricilar bu durumu “alveolar epitel hasari
sonrast bazal membranin yikimi nedeniyle bir grup tip II pndmosit epitel katmandan ayrilarak
interstisiyuma gog ederler, bu hiicreler epitel fenotiplerini kaybederek mezensimal hiicre fenotipi
kazanirlar ve fibrotik lezyon olusumuna dogrudan katki saglarlar” seklinde agiklamiglardir (Kim
ve dig., 2006). Sican akcigerinden izole edilen tip Il pndmositlerin transforme edici biiyiime
faktori-p’ya (TGF-B, 6nemli bir fibrotik ajan) maruz birakildiklarinda, bu hiicrelerin a-SMA ve
kollagen sentezledikleri ve in vitro ’da miyofibroblastlara farklilastiklar tespit edilmistir (Yao ve
dig., 2004). Ayrica insan akciger adenokarsinoma hiicre hatt1 (A549) iizerinde yapilan pek ¢ok
calismada bu hiicrelerin TGF-p varliginda proSPC, E-kaderin, sitokeratin, zonula okludens-1
gibi epiteliyal hiicre belirteclerini sentezlemeyi birakip vimentin, dezmin, N-kaderin, a-SMA,
fibronektin ve kollagen iiretmeye bagladiklari, diger bir ifadeyle epitel fenotiplerini mezensimal
fenotiplere dontistiirdiikleri gosterilmistir (Kim ve dig., 2007; Li ve dig., 2016). Dolayisiyla,
pulmoner fibrozis patogenezinde tip II pnomostlerin EMT-aracili miyofibroblastlara
farklilasmalar1 ve asir1 miktarda kollagen iireterek fibrotik alanlarin olusumuna direkt katki
sagladiklar1 kabul edilmigtir. EMT siirecinin uyarilmast ve bu siirecin pulmoner fibrozise
katkisini ortaya koyan caligmalar, Wingless-Int (Wnt)/B-katenin sinyal yoluna dikkatleri
¢ekmektedir. IPF’li hastalarda Wnt/B-katenin sinyal yolu asir1 aktive olur (Sato ve dig., 2006).
Fibrozisle ilgili olarak hipertorofik insan ve fare skar dokularinda TGF-p tarafindan pB-katenin’in
aktivasyonu araciligryla Wnt/B-katenin sinyal yolu uyarilmaktadir (Kim ve dig., 2009; Zhou ve
dig., 2012).TGF-p ile uyarilan insan A549 hiicrelerinde Wnt/p-katenin sinyal yolunun devreye
girmesiyle EMT aracili-miyofibroblast farklilasmasinin gergeklestigi tespit edilmistir (Checa ve
dig., 2016).

IPF tedavisinde bosentan, pirfenidon, imatinib ve nintedanib gibi ¢esitli terapdtiklerin kullanimi
klinikte devam etmektedir (Daniels ve dig., 2010; Richeldi ve dig., 2014). Ancak, bu ajanlarin

neden oldugu yan etkiler ve bu ilaglara kars1 gelisebilecek muhtemel direng, IPF tedavisinde



yeni terapotik ajan arayisinin devam etmesine neden olmakta ve bu hastalik i¢in kesin etkili bir
ilacin olmadig: fikri bugiin i¢in kabul edilmektedir. Bu nedenle IPF molekiiler patogenezinde
etkili yeni hedef molekiillerin bulunmasi, IPF ile miicadelede yeni ve daha etkili bir tedavi

yaklasiminin olugmasina katki saglayacaktir.

Son 10 yilda dizileme tekniklerinin hizli gelisimi ve ENCODE projesinin tamamlanmasi uzun
kodlanmayan RNA (LNncRNA) olarak bilinen yeni bir grup RNA’nin kesfine yol agmustir.
LncRNA’lar 200 baz ciftinden 1000 kilobaza kadar cesitlilik gdsteren kodlama yapmayan RNA
molekiilleridir (Min ve dig., 2015). LncRNA’larin ekspresyonlart doku tipine, hastalik
durumlarina ve zamana bagh olarak degisebilir. LncRNA’lar hiicre farklilasmasi, biliylimesi,
proliferasyonu, gocli ve apoptozu ile timoér metastazi gibi cesitli hiicresel siireglerin
diizenlenmesinde kritik rol oynarlar. LncRNA’larin normal gelisimde, kanser ve ndrodejeneratif
hastaliklarin patogenezinde etkili olduklar1 ¢esitli ¢alismalarda gosterilmistir (Tong-Hong ve
dig., 2015; Wan ve dig., 2016). LncRNA’larin hastalik tipine gore hiicredeki ekspresyonlar
farklilik gosterdiginden, diagnostik ve prognostik belirte¢ olarak kullanilirlar (Tian ve dig.,
2015). LncRNA’larla ilgili ¢alismalar genellikle kanserli dokularda yapilmistir. Pek ¢ok
calismada LncRNA’larin kanserli dokuda epitel karakterli kanser hiicrelerinin mezensimal
fenotip kazanmalarini saglayarak tiimor metastazina neden olduklari ortaya ¢ikartlmigtir (Xiao
ve dig., 2016). Yukarida bahsedildigi gibi EMT, IPF’de fibrozis patogenezine katki saglayan
onemli bir stirectir. Son 5 yildan beri, pulmoner fibrozisle iligkili LncRNA’larin saptanmasina
yonelik ¢aligsmalar yapilmasina ragmen, bu ¢alismalarda EMT ile iliskili LncRNA’lar {izerinde
durulmamistir. Bu caligsmalarda, insan ve hayvan akcigerlerinde fibrotik sartlarda LncRNA
ekspresyon profilinin degistigi gosterilmektedir (Guohong ve dig., 2013; Huang ve dig., 2015).
Biyoinformatik analizler, fibrotik sartlarda asir1 miktarda anlatimi yapilan bazi LncRNA’larn,
pulmoner fibrozisle iliskili bazi kodlanmayan RNA’lar ile etkilesebilecegini, ayrica A549
hiicreleri ve IPF’li hastalarin akcigerlerinden izole edilen primer fibroblastlarda, LncRNA’larin
EMT ile iliskili baz1 genlerin ekspresyonunu kontrol edebileceklerini gostermektedir (Huang ve
dig., 2015). Diger yandan, sadece, pulmoner fibrozisli fare ve sigan akcigerlerinde LncRNA’larin
ekspresyon profili mikroarray analizlerle tanimlanirken, IPF’li hastalarin akcigerlerinden alinan
biyopsilerde, belirli sayida secgilen LncRNA’larin ekspresyon analizi yapilmis ve bu
LncRNA’lardan sadece 23 tanesinin gen ekspresyonunun degistigi saptanmistir (Huang ve dig.,
2015). Insan genomunda 16.000 LncRNA geni oldugu diisiiniildiigiinde, IPF’de etkili olduklar
ileri stiriilen 23 LncRNA disinda bu siirecte etkili, kesfedilecek yeni LncRNA’larin olabilecegi
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tahmin edilebilir. Bu konuda az sayida yapilan ¢alismalarin sonuglarindan da anlasilacagi tizere,
bilinen ve yeni kesfedilecek LncRNA’larin IPF patogenezindeki rollerinin agiklanmasina ihtiyag

vardir.

Calisgmamizda, Wnt/EMT-aracili miyofibroblast farklilagmasinda etkili olabilecegini
diistindiigimiiz, bu siirecle iliskisi daha 6nce test edilmeyen HOTAIR, CARLo0-5 ve CD99P1
LncRNA’larmin  etkili olup olmadiklari ve bu siiregteki rollerinin arastirilmasi
amaclanmaktadir. Bu LncRNA’lardan HOTAIR ve CARLo-5, ¢esitli kanser hiicre hatlarinda
yapilan ¢aligmalarda kanser hiicrelerinin EMT sinde etkili olduklar1 belirlenmesine ragmen, bu
LncRNA’larin pulmoner fibrozis patogenezi ve pulmoner fibrozisde etkili EMT aracili
miyofibroblast farklilagsmasindaki rolleri arastirilmamistir. Sectigimiz iic LncRNA ig¢inden
sadece CD99P1’in IPF’li hastalarin akcigerlerinde miktarinin arttigi bulunmus ve IPF
patogenezinde etkili olabilecegi One siiriilmiistiir, ancak etki mekanizmasi agiklanmamustir.
Arastiricilar, insan LL29 akciger fibroblast hiicre hattinda, CD99P1’in susturulmasiyla a-SMA
ve kollagen miktarinin azaldigmi belirlemislerdir (Huang ve dig., 2015).Ancak IPF
patogenezinde, Wnt/p-katenin sinyal yolu ve EMT-aracili miyofibroblast farklilagsmasindaki
etkisi ve hangi molekiillerle etkilesime gectigi bilinmemektedir. Calismamizda HOTAIR,
CARL0-5 ve CD99P1’in  A549 hiicrelerinde ~ Wnt/EMT-aracili  miyofibroblast
farklilagsmasindaki etkileri ilk kez gosterilmistir. Calisma kapsaminda HOTAIR, CARLo-5 ve
CD99P1’in  Wnt/EMT aracili-miyofibroblast farklilasmasinda etkili olup olmadiklari
gosterilmistir. Wnt/p-katenin sinyal yolunun uyarildigi ve durduruldugu durumlarda, g
LncRNA’nin ekspresyon prolifillerindeki degisimler Wnt sinyal yolu, EMT ve miyofibroblast
farklilasmasiyla iliskili gen ve proteinlerin ekspresyonundaki degisimlerle iliskilendirilerek

siirecteki rolleri agiklanmastir.



2. GENEL KISIMLAR

2.1. IDIYOPATIK PULMONER FiBROZIiS PATOGENEZI

IPF baskin olarak orta yas ve yaslh bireylerde goriilen ilerleyici bir hastaliktir. IPF, koti bir
seyir gostermesi ve geleneksel tedavilere cevap vermemesinden dolayr agresif bir hastalik
olarak kabul edilir ve genellikle ilerleyici tipte olup solunum yetersizligi sonrasinda 6liim ile
sonuglanir. IPF patogenezinde kronik inflamasyon, agir alveolar epitel hasari, dokuda bozulan
onarim ve gelisen asir1 fibroproliferatif yanit oldukca Onemlidir. Ancak, yiiksek doz
kortikosteroidler gibi anti-inflamatuvar terapilerin bir yararinin olmamasi, IPF tedavisinde
kronik inflamasyonun roliinii siipheye diisiirmektedir. Dolayistyla tekrarli ya da kalici alveolar
epitel/endotel hasari ile dokunun hatali onarim yanit1 pulmoner fibrozisin ilerlemesine yol agan

en 6nemli mekanizmalar olarak karsimiza ¢ikmaktadir (Blackwell ve dig., 2014).

Yash fareler iizerinde yapilan ¢alismalar, endoplazmik retikulum stresine bagl olarak tip 11
pnomositlerde apoptozun arttigin1 (Torres-Gonzalez ve dig., 2012), akciger fibroblastlarinda
ise apoptoza karsi direng gelistigini gostermektedir (Naik ve dig., 2012). Apoptoz paradoksu
olarak adlandirilan epitel hiicrelerin apoptoza yatkinligi, fakat mezensimal hiicrelerin apoptoza
kars1 gosterdikleri direng, IPF’in karakteristik 6zelliklerinden biridir (Thannickal ve Horowitz,
2006). Diger yandan, pulmoner fibrozisde endoplazmik retikulum stresine bagh gelisen
alveolar epitel hasar1 yani sira, ¢esitli etmenlerden kaynaklanan alveolar epitel ve endotel hasar1
da gergeklesir. Solunum epitelinde baslayan/tekrarlayan hasar alveolar yiizeyin biiyiik bir
kismini kapsayan tip I pnomositlerin kaybi ile sonuglanir (Gunther ve dig., 2012). Normal
kosullar altinda, tip I pnOmositlerin hiicre-hiicre etkilesimleri ve salgiladiklar1 cesitli
mediatorlerle mezensimal hiicre gruplarii kontrol altinda tuttuklari bilinir. Tip I pnomositlerde
hasar veya kayip durumunda, tip II pnomositlerin bir kismi cogalarak alveolar epitel
biitiinliiglinli korumaya calisir ve alveolar epitelde azalan tip [ pndmositlere farklilagir (Kayalar
ve Oztay, 2014). Eger bu siire¢ yeterli olmazsa alveol biitiinliigii bozularak alveoller kollabe
olabilir. IPF’in patolojisine bakildiginda, alveolar ylizeye paralel olarak diizenlenmis,
fibroblastlarin ve miyofibroblastlarin olusturdugu, fibrotik odak denilen ¢ok sayida diagnostik
lezyonun varlig1 gozlenir. Bu fibrotik odaklarin yakinindaki tip II pndmositler, normal onarim
kosullarindaki durumlarindan ¢ikarak ¢ok hizli bir sekilde ¢ogalirlar ve anormal onarim

durumuna katki saglarlar (Noble ve dig., 2012). Hasar durumunda epitel hiicrelerinden salinan



niiklear faktor kappa-B, timor nekroz faktor-a (TNF-a) ve TGF-B gibi inflamatuvar ajanlar
dokuda inflamasyonu, hiicre apoptozunu ve ECM elemanlarinin iiretimini arttirir. Inflamatuvar
hiicrelerle birlikte dokunun epitel ve mezensimal hiicrelerinden salinan cesitli sitokinler,
kemokinler, biiyiime faktorleri, fibrogenik faktorler, koagiilant proteinler ve oksidantlar direkt
veya dolayli olarak fibroblastlarin yara bolgesine gogiine neden olur (van Moorsel ve dig.,
2010). Dokuda sayica artan fibroblastlar ve ¢esitli hiicrelerin miyofibroblastlara farklilagmasi
ile akcigerde ECM elemanlarinin agir1 liretimi baslar. Matriks doniisiimiinde gorevli matriks
metalloproteinazlari ve onlarin diizenleyici proteinleri, asir1 {iretilen ve interstisiyel alanda
biriken kollagen, fibronektin, matriks glikozaminoglikanlar1 gibi ECM elemanlarimi yeterli

miktarda ortadan kaldiramaz. Bu nedenlere bagli olarak da dokuda fibrotik odaklar olusur.

IPF patogenezinde rol oynayan en 6nemli mekanizmalardan biri de tip I pndmositlerin fibrotik
sinyaller varliginda miyofibroblastlara farklilasmasidir. EMT’ye ugrayan tip II pnomositler,
ECM elemanlarinin iiretimine katki saglar. TGF-B1’in akcigeri de igeren bircok organ
sisteminde EMT nin diizenleyicisi ve indiikleyicisi oldugu gosterilmistir (Willis ve dig., 2005
ve 2006). TGF-B1’in in vitro da insan ve hayvan tip Il pndmositlerinde (Kim ve dig., 2007; Xu
ve dig., 2007) ve in vivo 'da transgenik farelerde (Kim ve dig., 2006) EMT indiikleyicisi oldugu
saptanmistir. EMT nin ayirict 6zelliklerinden biri E-kaderin ekspresyonunun azalmasi ile
hiicre-hiicre adhezyonunun kaybidir. TGF-, Wnt ve Notch gibi ¢esitli sinyal yolaklar: araciligi
ile snail/slug, zeb1/zeb2 ve twist gibi transkripsiyon faktorleri tarafindan tip II pnomositlerde
E-kaderin sentezinin azaldigi gosterilmistir (Matsuno ve dig., 2012). Fibrotik sinyaller
varliginda tip II pndmositler proSPC, E-kaderin, sitokeratin, zonula okludens-1 gibi epiteliyal
hiicre belirteglerini sentezlemeyi birakip vimentin, dezmin, N-kaderin, a-SMA, fibronektin ve
kollagen iiretmeye baslamakta, diger bir ifadeyle miyofibroblastlara farklilasmaktadirlar (Kim

ve dig., 2007; Li ve dig., 2016).
2.2. KANONIKAL WNT/B-KATENIN SINYAL YOLU

Wnt sinyallenmesi, gelisimsel bir sinyal yolu olmasina ragmen, IPF patogenezinde etkili
spesifik bir sinyal yolu olarak karsimiza ¢ikar. IPF’1i akciger biyopsilerinde yapilan mikroarray
analizler Wnt sinyal yolunda etkili ¢esitli Wnt ligandlarinin, reseptorlerinin, transkripsiyon
faktorlerinin ve hedef genlerinin ekspresyonunun arttigini géstermektedir (Konigshoff ve dig.,
2008). Wnt sinyallenmesi, bir Wnt ligandinin Frizzled (FZD) olarak adlandirilan bir

transmembran proteini ve onun diislik yogunluklu lipoprotein koreseptoriiyle iligkili proteinlere



(LRP) baglanmasiyla aktiflesir. Aktiflesen FZD reseptoriic LRP5/6’nin fosforilasyonuyla
birlikte Dishevelled proteinlerini aktive ederek hiicre i¢i sinyallenmeyi baslatir. Hiicre igi
sinyallemenin baglatilmasi adenomatosis poliposis coli (APC), axin, glikojen sentaz kinaz-3f3
(GSK-3p), kazein kinaz-1 (CK-1) ve protein fosfatazlardan olusan “B-katenin yikim
kompleksinin” inaktivasyonuyla sonuglanir (Logan ve Nusse, 2004; Clevers, 2006; MacDonald
ve dig., 2009). Wnt ligandlarinin bulunmadig1 durumda, yikim kompleksi aktiftir ve yikim
kompleksi, kanonikal Wnt sinyallenmesinin kilit efektorii olan sitozolik B-katenini
fosforilleyerek proteozomal yikima yonlendirir. Ancak, Wnt sinyallenmesi aktiflesirse, yikim
kompleksinin fonksiyonu inhibe edilir ve serbest, fosforillenmemis ve stabilize B-katenin
sitozolde birikerek ardindan nukleusa geger. Bir transkripsiyon ko-aktivatorii olan f-katenin,
nukleusta, bir transkripsiyon faktor kompleksi olan T-hiicre faktori/lemfoid arttirict faktor
(TCF/LEF) ile gesitli hiicresel siireglerde rol oynayan hedef genlerinin promotor bolgelerinde
iligki kurarak ilgili genin ekspresyonunu arttirir ya da azaltir (Logan ve Nusse, 2004; Angers
ve Moon, 2009; MacDonald ve dig., 2009). Kanonikal Wnt sinyal yolunun ko-aktivatdrii olan
B-katenin, nukleus zarinda yer alan importin-o/p reseptorii araciligiyla nukleusa tasinir. [3-
katenin ve TCF/LEF-1 transkripsiyon faktorlerinin asir1 ekspresyonu B-kateninin nukleusa
gecisini arttirir. Buna gore, fizyolojik kosullar altinda, B-kateninin nukleusa taginmasi ek bir
Wnt bagimli sinyal iceren LEF-1 araciligiyla yonetilmektedir (Hsu ve dig., 1998). TCF/LEF-1
transkripsiyon faktorleri ailesi P-kateninin nukleus disina ¢ikmasini inhibe ederek onun
nukleusta kalmasini saglar (Krieghoff ve dig., 2006). B-kateninin TCF/LEF-1 kompleksiyle
iligkisini 6nleyen molekiiller, ayn1 zamanda B-kateninin nukleusta kalmasini1 6nlemektedir (Shi
ve dig., 2012). Wnt hedef genlerinin sayis1 bu alanda yapilan hemen hemen her ¢aligmayla
artmaktadir ve sayilart 100’leri asmustir. Bircogu p-katenin bagimlidir ve TCF/LEF-1
etkilesimini gerektirir. IPF’de B-katenin bagimli gerceklesen hedef gen transkripsiyonu ile
tiretilen transkripsiyon faktorleri (snail, twist ve zeb2 gibi) araciligiyla EMT uyarim ile

alveolar epitel hiicrelerinin miyofibroblastlara farklilagmasi uyarilir (Kim ve dig., 2007).
2.3. LNCRNA’LAR VE GOREVLERI

Son dénemde, yiiksek ¢iktili dizileme tekniklerinin hizla gelismesi ve uygulanmasi, bilinen
klasik RNA cesitlerine ilaveten pek c¢ok kodlanmayan RNA c¢esidinin varligmmi ortaya
koymaktadir (Rabani ve dig., 2014). Insan genomunda bulunan yaklasik 20.000 protein



kodlayan gen, total genom dizisinin % 2’sinden azini olusturur. Genomun en az %901 ise aktif

olarak kodlanmayan RNA’lara transkripte olur.

Kodlanmayan RNA’lar, gorevleri dikkate alinarak yapilan simiflamada iki grup altinda
toplanirlar. Bu gruplardan ilki, yapiya katilan RN A’lardir ve bu kodlanmayan RNA’lar arasinda
ribozomal RNA (rRNA), tasiyict RNA (tRNA), kiiciik nuklear RNA (snRNA) ve kiiciik
nukleolar RNA (snoRNA)’lar yer alir. Ikinci grubu olusturan RNA’larda, diizenleyici RNA’lar
olarak adlandirilir. Bu grupta mikroRNA’lar (miRNA), piwi iligkili RNA (piRNA), kii¢iik
interferens RNA (siRNA) ve uzun kodlanmayan RNA (LncRNA)’lar yer alir. Son yillarda
diizenleyici RNA’lara, promotor ile iliskili RNA’lar ve kuvvetlendirici (enhancer) RNA’lar
olmak iizere iki yeni liye daha eklenmistir. Kodlanmayan RNA’larin kayithh oldugu
veritabanlarinda 1229 organizmada 73.370 LncRNAnin oldugu ve giin gegtikge de sayilarinin
arttigr bilinmektedir (Bu ve dig., 2012). LncRNA’lar uzunluklar1 200 nukleotid ve yaklasik
1000 baz arasinda degisen ve evrimsel acidan 1iyi korunmamis transkriptlerdir.
Siniflandirilirken genomik boélgedeki protein kodlayan genlere yakinliklarima gore 5°e
ayrilirlar: (1) sense, (2) antisense, (3) bidirectional, (4) intronic ve (5) intergenik (Mattick,
2009). DNA ile iliskilerine goére de kuvvetlendirici ve promotor ile iligkili LnRNA’lar,
upstream antisense RNA ve telomerik tekrarli RNA olarak farkli gruplandirilabilirler (St
Laurent ve dig., 2015).

LncRNA’lar RNA polimeraz II tarafindan transkripte edilen, ¢ogunlukla mRNA ile benzer
olarak 5’ucunda 7-metilguanozin sapkast ve 3’ucunda poli-A kuyrugu bulunduran, ancak
kodlama kapasitesini kaybetmis RNA molekiilleridir. “ENCODE Projesi” kapsaminda insan
genomunda bulunan 16.000’e yakin LncRNA genin yaklasik 40.000 farkli LncRNA’y1
olusturdugu ac¢iklanmistir. Ancak bu say1 her gecen giin yeni bulunan LncRNA’lar ile birlikte
artmaktadir. LncRNA’lar siklikla stabil ikincil ve daha yiiksek yapilar olusturarak, gen
ekspresyonunu farkli mekanizmalar yoluyla kromatin modifiye edici komplekslerle etkilesime
gecerek, hedef genlerin transkripsiyonunu cis ya da trans etkili faktorler olarak diizenlerler.
Ayrica, transkripsiyon sonrasi mRNA’nin alternatif kesimi, RNA editing, translasyon ve
mRNA yikimi gibi siiregleri de kontrol ederek gen anlatiminin g¢esitli basamaklarinda etkili
olduklar1 bilinmektedir (Tripathi ve dig., 2010; Gong ve Maquat, 2011; Yoon ve dig., 2013)
(Sekil 2.1:).
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Sekil 2.1:LncRNA’nin gorevleri (Alverez-Dominguez ve dig., 2013). (a) Birgok LncRNA
transkripsiyon faktorlerinin DNA’ya baglanma boélgelerini taklit ederek, ilgili transkripsiyon
faktortiniin DNA’ya baglanmasini engeller. (b) Posttranskripsiyonal diizeyde miRNA’lara
baglanarak, miRNA’larin mRNA’daki hedef bolgelerine baglanmalarini engellerler. Bu sekilde
bir LncRNA’nin miRNA ile yarigarak onun mRNA’ya baglanma kapasitesini degistirmesine
yarismali endojen RNA hipotezi (ceRNA) denir (Salmena ve dig., 2011). (¢) LncRNA’lar
kromatin modifiye edici ya da transkripsiyon faktorli gibi spesifik proteinlere baglanarak
ribonukleprotein kompleksini olustururlar. (d) Kromatin modifiye edici enzimlerin DNA’nin
hedef bolgesine baglanmasina aracilik ederek, baglanmanin ger¢eklesmesini saglar. Kromatin
modifiye edici enzimlerin RNA baglanma bdlgeleri igerdikleri bilinmektedir. Ortamda ilgili
LncRNA’nin olmamasinin kromatin modifiye edici enzimin DNA’daki hedefine baglanmasini
engelledigi bulunmustur. (€) mRNA’nin translasyonunu (f) mRNA’nin alternatif kesimi ve (g)
mRNA’nin yikimini diizenlerler.

LncRNA’lar gen anlattminin kontroliinii farkli basamaklar {izerinden gergeklestirir. Gen
anlatiminin diizenlenmesindeki ilk basamak olan kromotin remodellenmesinde LncRNA’larin
etkili oldugunu gosteren calismalar vardir. LncRNA’lar ¢ogunlukla nukleusta kromatin
fraksiyonunda bulunurlar; enzimatik modifikasyonlarla kromatin remodellenmesini diizenlerler
(Derrien ve dig., 2012; Djebali ve dig., 2012) ve bodylece cesitli gen bolgelerinin
transkripsiyonunun agik veya kapali hale getirilmesinde gorev alirlar (Ponting ve dig., 2009).
Kromatin modifiye edici enzimlerin de spesifik genomik bolgeye ve diger efektor proteinlere
hedeflenebilmeleri i¢in LncRNA’lara ihtiyaglar1 vardir. Ornegin H3K27 nin trimetilasyonunu

katalizleyen proteine LncRNA nin baglanmasi, ilgili gen bdlgesinin transkripsiyona kapali hale
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gelmesine neden olur (Rada-Iglesias ve dig., 2012). ilaveten, HOTAIR esas olarak iki farkli
baskilayic1 kompleksi kromatine baglayarak H3K27 metilasyonunu ve H3K4 demetilasyonunu
saglar (Tsai ve dig., 2010) ve kromatinin durumunu epigenetik olarak diizenler (Rinn ve dig.,
2007; Gupta ve dig., 2010). LncRNA’nin DNA ile hibridizasyonu kromozomal DNA igin
transkripsiyon boyunca kritik bir rol oynar; tripleks LncRNA:DNA yapis1 6zellikle DNA
metiltransferaz DNMT?3B tarafindan taninmay1 ve de novo DNA metilasyonunu saglayabilir ve

epigenetik diizenlemeye katki saglar (Schmitz ve dig., 2010).

LncRNA’lar, gen ekspresyonunu epigenetik mekanizmalarla kontrol edebildikleri gibi, gen
anlatiminin ikinci ve Onemli bir kontrol basamagi olan transkripsiyon asamasinda da
etkilidirler. Bircok LncRNA’nin, transkripsiyonun negatif diizenleyicisi oldugu gosterilmistir.
LncRNA’larin gen promotorleri ve transkripsiyon faktérleriyle dogrudan etkilesime gecerek
kromatin modifiye edici kompleksleri ilgili bolgeye bagladiklar1 ve transkripsiyon faktorii ile
kompleks olusturarak gen anlatiminin uyarilmasina neden olduklar1 gosterilmistir (Feng ve
dig., 2006). Diger yandan baz1 LncRNA’lar bazal transkripsiyon ve diizenleyici faktdrlerinin
baglanma noktalarinda DNA ile etkilesime gegebilirler. Bu etkilesim genin transkripsiyonunun
durdurulmasi ile sonuglanabilir. Ornegin, insan dihidrofolat rediiktaz geninin minor
promotoriinden transkripte olan LncRNA’larin bu geninin major promotériic ve TFIIB
transkripsiyon faktoriine baglanarak triplex bir yapt1 olusturarak gen lokusundan
transkripsiyonu baslatict kompleksi uzaklastirdigi bulunmustur (Martianov ve dig., 2007).
Diger bazi LncRNA’lar transkripsiyon faktorlerinin hiicresel lokalizasyonlarini kontrol ederek

transkripsiyonu diizenler (Zeini ve dig., 2009).

Intronik LncRNA’lar, mRNA transkriptlerinin alternatif kesimi ve editing islevinde gérev
alabilirler (Gong ve dig., 2011). LncRNA’lar mRNA transkriptlerinin nukleustan sitoplazmaya
taginmasi, translasyonu ve degradasyonu gibi posttranskripsiyonal siireclerin diizenlenmesi ile
de iligkilidir. Transkripsiyon faktorii Zeb2’nin translasyonunun Zeb2 geninin antisensinden
transkripte edilen bir LncRNA ile uyarildigi belirlenmistir (Beltran ve dig., 2008). Yapilan
calismalar miRNA’larin fonksiyonunun LncRNA’lar tarafindan diizenlendigini gostermektedir
(Salmena ve dig., 2011). Bazt LncRNA’lar miRNA’larin fonksiyonunu zayiflatabilir ve dolaylt
olarak mRNAnin stabilitesini arttirarak translasyonun devamini saglar (Cesana ve dig., 2011;

Karreth ve dig., 2011).
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LncRNA genlerinin anlatimlarindaki anormal degisimler, kanser, kardiovaskular hastaliklar ve
Alzheimer gibi nérodejeneratif hastaliklarda saptanmustir (Wapinski ve Chang, 2011).
LncRNA’lar gesitli genlerin anlatimin1 diizenlediklerinden, normal fizyolojik ve patolojik
durumlarda meydana gelen farkli hiicresel yanitlarin olusumunda direkt etkili molekiiller olarak
kabul edilirler (Pauli ve dig., 2011). LncRNA’lar hiicre boliinmesi, farklilagsmasi, gocli ve
Oliimii, gelisim, metastaz gibi birgok hiicresel siirece etki ederler (Moran ve dig., 2012). EMT
hem embriyonik gelisim ve timoOr metastazi hem de pulmoner fibrozisde goriiliir. Birgok
LncRNA transkripsiyonu indiikleyerek ya da RNA-protein komplekslerinin olusumuna etki
ederek EMT ile iliskili genlerin transkripsiyonal ya da posttranskripsiyonal olarak
ekspresyonunu diizenler (Yuan ve dig., 2014). ZEBI1-AS1 LncRNA, cesitli kanser hiicre
hatlarinda zebl promotdor aktivitesini bilinmeyen bir mekanizmayla arttirir. Zeb1, E- kaderin,
okludin ve zonula okludens’in ekspresyonunu baskilayarak epiteliyal fenotipi azaltir; boylece

ZEB1-AS1 LncRNA, zebl araciligi ile EMT’yi engelleyebilir (Su ve dig., 2017).
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3. MALZEME VE YONTEM

3.1. IN VITRO DENEYLER

Insan A549 hiicreleri Amerikan Tipi Kiiltiir Koleksiyonundan temin edildi. Hiicreler % 10 fotal
sigir serumu (FBS), 50 U/ml penisilin ve 50 pg/ml streptomisin (Gibco) igeren Dulbeco’nun
modifiye edilmis medyumu ve Ham’in F12 (DMEM/F12) medyumunda (Gibco), 37°C
sicaklikta ve %5 CO2’de inkiibe edildi. Cogalan hiicreler pasajlandi ve 6 kuyulu kiiltiir kaplarina
ekildi (400.000 hiicre/kuyu). Hiicrelerin ortama tutunmasi ve yayilmasi beklendikten sonra,
hiicreler 2. giin serumu azaltilmig medyumda kiiltiire edildi. Bir giin sonra medyum degistirildi
ve medyuma 5ng/ml TGF-p ilave edildi. Hiicreler, TGF-p uygulamasini takip eden 24, 36 ve
48. saatlerde toplandi. TGF-B uygulanmasindan dnce toplanan hiicreler (0.saat) kontrol olarak
kabul edildiler. Diger deney grubundaki hiicreler, TGF-p ile uyarildiktan 24 saat sonra Wnt
sinyal yolu inhibitérii olan FH535 (20 puM) ile muamele edildi ve hiicreler inhibitor
uygulamasini takip eden 12 ve 24. saatlerde (TGF-B uygulamasini takip eden 36 ve 48.

saatlerde) toplandilar. Deneyler ve 6l¢iimler 3 kez tekrarlandi.
3.2. HUCRE CANLILIK TESTLERI
3.21. MTT Testi

Yontemin esasi, sari renkli ve suda ¢oziiniir boya olan 3-(4, 5-dimetiltiazolil-2)-2, 5-
difeniltetrazolyum bromid (MTT)’nin mitokondriyal dehidrogenazlar tarafindan mor renkli
formazan kristallerine indirgenmesine ve olusan renk reaksiyonunun kolorimetrik olarak

oOl¢lilmesine dayanmaktadir (Mosmann, 1983).

AS549 hiicreleri 96 kuyucuklu kiiltiir kabi1 i¢ine her kuyucukta 100 pl’de 10.000 hiicre olacak
sekilde ekildi ve uygun inkiibasyon sartlarinda DMEM/F12 i¢inde kiiltiire edildiler. TGF-f ile
uyarilan ve uyarilmayan hiicrelerde, farkli konsantrasyonlardaki (1 puM, 5 uM, 10 uM ve 20
uM) FHS535%in sitotoksitesi belirlendi. Deneyin son 4. saatinde medyuma 30ul fosfatla
tamponlanan steril tuzlu su (PBS) iginde hazirlanmis MTT (5mg/ml) ilave edildi. Hiicreler 4
saat 37°C’lik inkiibatorde bekletildiler ve 4. saatin sonunda medyum kuyucuklardan
uzaklagtirildi. Daha sonra her kuyucuga 100ul dimetilsiilfoksit ilave edildi. Kiiltiir kab1
calkalayicida 3 dakika siiresince 270 rpm’de ¢alkalandi. Olusan formazan miktari, mikroplaka
okuyucuda (BioTek pQuant) 550 nm dalga boyunda 6l¢iildii.
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3.2.2. Akridin Oranj-Etidyum Bromiir Boyama Y éntemi

MTT deneyi sonuglarina gore, hiicre canliliginin % 50’nin altina diistiigii deney saatinde (TGF-
B uygulamasini takip eden 72. saat) hiicrelerin hangi yolla 6ldiiklerini belirlemek amaciyla,

hiicreler akridin oranj (AQO)/etidyum bromiir (EB) ile boyandilar.

AO, niikleik asitlere afinitesi olan katyonik floresan bir boyadir. Hiicre zar1 gegirgen olan
hiicrelerde RNA ve DNA ile interkalasyon yapar ya da elektrostatik olarak etkilesir. Canli
hiicrelerde DNA’ya baglandiginda yesil renkte floresan 1sima verir. EB, yalnizca hiicre
membrani biitiinligiinii kaybetmis hiicrelerin DNA’s1 ile etkileserek turuncu-kirmizi floresan
1s1ma verir. Membran biitiinliigii bozulmamis canli hiicreler EB ile boyanmaz. Oysa membran
gecirgenligi bozulan ve apoptozun son asamasindaki hiicreler (ge¢ apoptotik hiicreler) ve
membran biitiinliglinii tamamen kaybetmis nekrotik hiicreler kirmizi renkte boyanirlar

(Kasibhatla ve dig., 2006).

A549 hiicreleri 6 kuyulu kiiltiir kaplarina ekildiler (30.000 hiicre/kuyu) ve uygun inkiibasyon
sartlarinda DMEM/F12 i¢inde kiiltiire edildiler. TGF-f ile uyarimindan 24 saat sonra 10 ve 20
uM FHS535 ile muamale edilen hiicreler, inhibitor uygulamasini takip eden 24. ve 48. saatin
sonunda, medyumun uzaklastirilmasindan sonra, PBS iginde hazirlanan 1mg/ml AO ve
10mg/ml EB karisimi (1:1) ile boyandilar. Boyanin ortamdan uzaklastirilmasindan sonra
hiicreler, floresan mikroskopta incelendi ve fotograflar1 ¢ekildi (Nikon Eclips HGOOL). Canli,
erken apoptotik, ge¢ apoptotik ve nekrotik hiicreler sayilarak yiizdeleri hesapland.

3.3. GERCEK ZAMANLI POLIMERAZ ZINCIiR REAKSIYONU (QRT-PCR)

Hiicreler (400.000 hiicre/kuyu), 350 pl soguk lizis tamponunda homojenize edildi ve lizat steril
bir tiipe aktarildi. Tiip 13.000 x g’de 1 dakika santrifiij edildikten sonra, slipernatant total RNA
izolasyonu ig¢in ayrildi. Total RNA izolasyonu, trizol/kloroform ve kit kullanilarak

gerceklestirildi. Izole edilen RNA’lar tamamlayict DNA (CDNA) sentezinde kullanildi.

RNA’nin cDNA’ya ¢evrilmesinde 20 pl’lik kalip RNA karisimi hazirlanarak bu karigim 200
ul’lik reaksiyon tiiplerine aktarild1 ve 10 dakika siireyle 70°C’de inkiibe edildikten sonra tiipler
1 dakika buzda bekletildi. Daha sonra 10 saniye siireyle spin yapildiktan sonra tiipler tekrar

buza alinip karigima ters transkriptaz enzimi ilave edildi ve 40 pl son hacimli cDNA reaksiyon
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tiipleri hazir hale getirildi. Tiipler nazikge karistirildiktan sonra 20°C’de 10; 43°C’de 75 dakika;
99°C’de 5 dakikaya programlanmuis ters transkriptaz programiyla PCR cihazinda cDNA sentez
islemi gergeklestirildi. ¢cDNA kaliplarinin eldesinin kontrolii ise %]1°lik agaroz jel
elektroforezinde yapildi. c¢cDNA kaliplar1 bir siire +4°C’de birakildiktan sonra QRT-PCR
yapilincaya kadar -20°C’de saklandi. HOTAIR, CARL0-5 ve CD99P1 LncRNA’larinin ve
ACTA2 (0-SMA), COL1A (kollagenla), VIM (vimentin), ESRP1 (epiteliyal splysing
diizenleyici proteinl), ESRP2 (epiteliyal splysing diizenleyici protein2), CTNNB (B-katenin),
SNAIL, TCF4, LEF1 ve GAPDH (gliseraldehit 3-fosfat dehidrogenaz) genlerinin ve QRT-PCR
reaksiyonu gergeklestirildi (Tablo 3.1:).
Tablo 3.1: QRT-PCR yo6nteminde kullanilan primerler.

PRIMER FORWARD REVERSE
HOTAIR | 5’-CAGTGGGGAACTCTGACTCG-3’ 5-GTGCCTGGTGCTCTCTTACC-3’
CARL0-5 | 5-GCCACAAATCAACAACAACAAC 5’-AGAGTGATGCCAAGGCTGTTATTG
AACAA-3’ TCAA-3’
CD99P1 | 5’-CAAGACCCCCTACAGAAGCC-3’ 5’-TTTTGGTGGGGAAAGCGACT-3’
ACTA2 | 5-CGAGATCTCACTGACTACCTCATGA-3’ | 5-AGAGCTACATAACACAGTTTC
TCCTTGA-3’

COL1Al | 5°- CAAGAGGAAGGCCAAGTCGAG-3’ 5-TTGTCGCAGACGCAGATCC-3’
VIM 5’-GGACCAGCTAACCAACGACA-3’ 5’-~AAGGTCAAGACGTGCCAGAG-3’
CTNNB1 | 5°- AAGTGGGTGGTATAGAGGCTCTTG-3’ | 5-GATGGCAGGCTCAGTGATGTC-3’

TCF4 5’-CGAGGGTGATGAGAACCTGC-3’ 5’-CCCATGTGATTCGATGCGT-3’
LEF1 5’-CATCAGGTACAGGTCCAAGAATGA-3’ | 5°- GTCGCTGCCTTGGCTTTG-3’
SNAIL | O "CCACATCAGCCCCACAGGACTTT-3 5’-GCAGACAGGCCAGCTCAGGAATC-
3
ESRP1 S-TTGCAGCAAGATGGAACTTATTG-3 5-TTGATCTGAAGACTGCCATGGT-3’
ESRP2 5-CAAATCGCTGGTTCGTGCC-3’ 5’- ATAGCTGCTGCCCATCAGTG-3’
GAPDH | 5-ATGACATCAAGAAGGGGTG-3’ 5’-CTACCAGGAAATGAGCTTG-3’

PCR reaksiyonu, iiretici firmanin Syber Green Master mix karisimi ile tamamlandi. Ornek
sayisina gore 1x PCR karigimi hazirlandi ve hazirlanan karisim 15ul hacimler ile 96 kuyucuklu
playtlere eklendi. Pleyt kuyucuklarinin igerisindeki bu karigima 5 pl kalip cDNA eklenerek

son hacim 20 pl’ye tamamlandi. Reaksiyon karisimi pleytlere eklendikten sonra pleytlerin tizeri
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seffaf yapiskan bir film ile kapatildi. Hazirlanan bu pleytler, 96 kuyucuklu pleytlere uygun
adaptor yerlestirilmis santrifiijde 700 x g’de 5 saniye santrifiijlendikten sonra, pleytler Onestep

one plus applied biosystem cihazina yerlestirilerek QRT-PCR reaksiyonu gerceklestirildi.

Oncelikle ilgili genin bilinen miktarlar1 ve titrasyonlar1 kullanilarak standart egri saptandi ve
her grubun hiicrelerinde, ilgili genlerin ekspresyonunun kantitatif miktari, her gen i¢in referans
gene gore belirlenen siklus esik degeri (ACt, cycling threshold) degeri (ACt =Ctreferansgen _ Chedef
%M ’ne gore belirlenen transkript seviyesindeki relatif degisiklikler kontrol gen (GAPDH) ile

normalize edildi
3.4. PROTEIN iZOLASYONU VE ELEKTROFOREZ

Medyum uzaklastirildiktan sonra hiicreler tizerine lizis tamponu ilave edildi. Hiicreler
kazindiktan sonra toplandi ve ultrasonikatorde tekrar parcalandilar. Lizat 13.000 x g’de 15 dk
+4°C’de santriflij edildi. Elde edilen silipernatantlarda Bradford yontemi kullanilarak total
protein Sl¢iimii yapildi (Bradford, 1976). Ornekler -20°C’de sakland1. Esit miktardaki protein
ornekleri (40 pg) % 5-10 sodyum dodesil siilfat-poliakrilamid jele yiiklendi ve kademeli olarak
70, 100 ve 120 Volt’da ortalama 2 saat yiiriitiildii.

3.5. WESTERN EMDIiRIiMi

Elektroforez ile yiiriitiilen protein 6rnekleri yart 1slak aktarim ile (Biorad Transblot-Turbo)
jelden nitroseliiloz membrana aktarildi. Aktarimin etkinligini kontrol etmek i¢in membranlar
Ponceau S ile boyandi. Membranlar antikor uygulamasi yapilmadan 6nce yagsiz siit tozu ile
hazirlanan blocklama solusyonu ile 1 saat oda sicaklifinda muamele edildi. Bu islemden sonra
membranlar uygun diliisyonlarda hazirlanmis a-SMA, E-kaderin ve aktif B-katenin primer
antikorlar1 ile bir gece +4°C’de inkiibe edildi (Tablo 3.2). Islem sonrasinda Tween-20 iceren
Tris tamponu (pH:7,6; 0.5 M) ile yikanan membranlar uygun sekonder antikorlar ile 1 saat oda
sicakliginda muamele edildi. Bu uygulamayi takiben membranlar Tris tamponu ve Tween-20
igeren Tris tamponu soliisyonlar1 ile yikandi. Kemiliiminesan solusyonu uygulamasindan sonra
protein bantlar1 Kodak GL 1500 jel goriintiileme sisteminde goriintiilendi ve densitometrik
analizleri yapildi. Bant yogunluklari, Gapdh proteininin yogunlugu ile normalize edilerek

protein miktarindaki degisimler gruplar arasinda analiz edildi.
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Tablo 3.2: Western emdirim (WB) ve immunfloresan (IF) isaretleme kullanilan
antikorlar ve kullanim sekilleri.

Primer Antikorlar Diliisyon orani Inkiibasyon Siiresi ve Kosul Firma

Fare anti-a-SMA 1:200 (WB) Gece boyunca, +4°C Novus
1:100 IF Gece boyunca, +4°C

Tavsan anti-E-kaderin 1:500 (WB) Gece boyunca, +4°C Santa Cruz
1:100 (IF) Gece boyunca, +4°C

Fare anti aktif-B-katenin 1:500 (WB) Gece boyunca, +4°C Millipore

Gapdh 1:500 (WB) 1 saat, oda sicaklig1 Santa Cruz

3.6. IMMUNFLORESAN YONTEMIi

Hiicreler, 24 kuyucuklu pleytler i¢ine yerlestirilen lameller tizerine ekildi (60.000 hiicre/kuyu)
ve kuyucuklara 1’er ml biliylime medyumu konuldu. Ertesi giin biiylime medyumu ortamdan
uzaklastirildi ve serumu azaltilmis medyum konuldu. Bir giin sonra 5 ng/ml TGF-p ve 20 uM
FH535 ile muamele edilen hiicreler, TGF-$ uygulamasini takip eden 48 saatin sonunda soguk
(+4°C) aseton-metanol karisimi (1:1) ile 10 dk siiresince fikse edildi. Lameller % 0.1 sigir serum
albumin iceren PBS ile 3 kez yikandi. Sonrasinda % 5 sigir serum albumin igeren PBS ile 30
dakika bloklama islemi yapildi. Ardindan tavsan anti-E-kaderin ve fare anti-a-SMA primer
antikor uygulamalar1 1:100 konsantrasyonlarda gerceklestirildi ve +4°C’de gece boyunca
inkiibasyona birakildi. Inkiibasyon sonrasinda, hiicreler % 0.1 sigir serum albumin ve Tween
20 iceren PBS solusyonu ile 3 kez yikandi. Daha sonra hiicreler, kegi anti-tavsan IgG-FITC ve
kegi anti-fare 1gG-Cy3 sekonder antikorlari ile 1 saat karanlikta, oda sicakliginda inkiibe
edildiler. Yikamalardan sonra hiicrelerin nukleuslart DAPI (4',6-diamidino-2-fenilindol, 1uM)
ile isaretlendi (karanlikta 10 dk) ve %4 paraformaldehit ile postfiksasyon islemi gergeklestirildi.
Son yikamadan sonra immunfloresan kapatici ile lameller kapatildi ve kurumaya birakildi.
Kuruma isleminden sonra goriintiileme yapilip, hiicrelerin fotograflart Nikon floresan

mikroskopta ¢ekildi.
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3.7. BiYOINFORMATIK ANALiZ

LncRNA’lar bir RNA hedefine baglandiginda, muhtemelen eslestirilmemis bir konformasyona
sahiptir. Bununla birlikte, mevcut RNA-RNA etkilesim tahmin yoOntemlerinin g¢ogu,
eslestirilmemis konformasyonu degerlendirilirken ¢oklu baglanma alanlarin1 hesaba katmaz.
LncTar analiz programi, LnCRNA-RNA etkilesim tahmini i¢in hassas erime sicakligi ve
primer-dimer eslesmesini temel alan bir algoritma temel alimmustir. LncTar, iki RNA
molekiiliiniin birbiriyle etkilesip etkilesmedigini otomatik olarak belirlemek i¢in kantitatif bir
standart saglar. Onemli olarak da, LncTar programinin dogrulugu 10 deneysel destekli calisma
ile LncRNA-mRNA etkilesimlerine bakilmis ve LncTar sonuglart deneysel sonuglar ile % 80
olarak eslesmis ve basar1 saglamistir (Li ve dig., 2014). HOTAIR, CARLo-5 ve CD99P1
LncRNA’larimin Wnt, EMT ve pulmoner fibroziste énemli oldugu bilinen miRNA’lar ile
iligkileri 2 ve tizeri kath artis ve 0.5 ve asagis1 katli azalis gosterenler Pubmed GEO Data

setlerindensaglanan veriler kullanilarak LncTar analiz programu ile analiz edildi.

HOTAIR, CARL0-5 ve CD99P1 LncRNA’larimin ACTA2, COL1AL, VIM, CTNNB1, CDH1,
SNAIL, SNAI2, ZEB1, TCF4, LEF1, ESRP1 ve ESRP2 genleri, onlarin triinleri ve mirl48b,
mir218-1 miRNA’lar1 ile muhtemel iligkileri Pathway Studio Mammalplus v12.0 analiz
programi ile analiz edildi. Bu analizde LncRNA’larin Wnt ve EMT ile iligkili proteinler ile
kodlanan ve kodlanmayan genler arasindaki iligkiler, fiziksel baglanma, dogrudan diizenlenme,
ekspresyon kontrolii, promotdre baglanma ve miRNA ile etkilesimleri belirlendi. Ilgili

molekiiller i¢in ag ve yolak haritasi ¢ikarildi.
3.8.ISTATISTIKSEL ANALIZ

MTT, AO/EB boyama, QRT-PCR ve Western emdirimi bulgularinin istatistiksel olarak
anlamliligi Graphpad Prism 5.0 programu ile yapildi. Istatistiksel anlamliligina bakilan gruplar
arasindaki karsilastirmalar One way Anova ve Student T-testi kullanilarak yapildi. Istatistiksel
olarak degeri 0.05’ten kiigiik olan farkliliklar (p<0.05; p<0.01 ve p<0.001) anlaml1 olarak kabul
edildi.



18

4. BULGULAR

4.1.HUCRE CANLILIGI BULGULARI
4.1.1. MTT Bulgulan

Farkli konsantrasyonlarda (1, 5 ve 10 uM) FH535 uygulamalarini takip eden 24 saat sonunda
A549 hiicrelerinin canliliginda kontrole (0. saat) kiyaslandiginda olumsuz bir etkinin olmadig;,
sadece 20uM konsantrasyonda FH535 uygulamalarinin 24.saatin sonunda hiicre canliligin1 %
87,5’e diislirdligli saptandi. TGF-f ile uyarilan A549 hiicrelerinde ise 1 ve 5 uM FH535
uygulamalarini takip eden 24 saat sonunda hiicre canliliginin kontrolle kiyaslandiginda %
70’lere; 20 uM FHS535 uygulamasinda ise kontrole kiyasla hiicre canliliginin % 81’e diistiigii
belirlendi (Sekil 4.1:).

FH535 24 Saatlik Etki
. — * % i
1504 ™ — ’ —_
g ' ] Bl Kontrol
S T £ X [ 1uM FH535
3 100- ' — ] 5uM FH535
= - = _ [ 10uM FH535
S (3 20uM FH535
L  50-
()
=
= =
0- T T T T T T T T T T T T Konsantrasyon
TGF-B - - + - + -+ -
FH535 - + + + + + + + +

Sekil 4.1:1uM, 5uM, 10 uM ve 20 uM konsantrasyonlardaki FH535’in hiicre canliligi tizerindeki 24
saatlik etkisi. Anlamlilik p degerleri: *p<0.05, ** p<0.01 ve *** p<0.001.

TGF-B ile uyarilan A549 hiicrelerinde, farkli konsantrasyonlardaki FH535 uygulamalari,
48.saatin sonunda, hiicre canliliginin kontrolle kiyaslandiginda %50°nin altina diisiirdi (Sekil
4.2:). Bu nedenle, denecyde FH535’in 24 saatlik inhibitor etkisinin degerlendirilmesine karar

verildi.
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FH535 48 Saatlik Etki
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Sekil 4.2:1uM, 5 uM, 10 uM ve 20 uM konsantrasyonlardaki FH535’in canlilik izerine 48 saatlik etkisi.
Anlamlilik p degerleri: **p<0.01 ve *** p<0.001.

4.1.2. AO/EB Boyama Yontemi Bulgulari

AO/EB boyamalari ile hiicre biitlinliigii bozulmamis canli hiicreler ve apoptotik blebler i¢eren
erken apoptotik hiicreler AO ile yesil renk 1s1ma verirken; apoptotik blebler iceren gec apoptotik
hiicreler ve hiicre biitiinliigli bozulmamis nekrotik hiicreler EB ile kirmizi renkte 1s1ma verir.
20uM FH535’in 24 saatlik etkisinde, hiicrelerin % 85.9’unun canli, % 9.89’unun nekrotik ve
geri kalanmin apoptotik siireclerde oldugu belirlendi. Olmekte olan hiicrelerde nekrotik &liim
tipi baskindi. Ancak, TGF-f ile uyarilan A549 hiicrelerinde 10 ve 20 uM FH535’in 48 saatlik
etkisi, FH535’1in 24 saatlik etkisiyle kiyaslandiginda canli hiicre oraninin % 55-45’¢ diistiigii,
% 51-71 oranda da nekrotik ve daha az olmak iizere apoptotik hiicrelerin varligi saptandi. Sonug
olarak hiicreler, TGF-f ile uyarilan A549 hiicrelerinde FH535 uygulamalari sonrasi uygulamay1
takip eden 48 saatte hiicre canliliklarini biiyiik dl¢iide kaybetmekte, baskin olarak nekroz ile

Olmektedirler (Sekil 4.3- 9:).
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20 uM FH535 24 Saatlik Etki
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Sekil4.3: A549 hiicrelerinde 10 ve 20 uM FH535 uygulamalarinin hiicre canliligi tizerindeki etkileri.
Anlamlilik p degerleri: * p<0.05 ve *** p<0.001.
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Sekil 4.4: A549 hiicrelerinde 10 uM FHS535 uygulamasinin 48. saatinde AO/EB boyamasi ile canli
(yesil ok) ve nekrotik (kirmizi ok) hiicrelerin gosterilmesi (100 pm bar biiyiikligii).

Sekil 4.5: TGF-f ile uyarilan A549 hiicrelerinde 10 uM FH535 uygulamasinin 48. saatinde AO/EB
boyamasi ile canli (yesil ok) ve nekrotik (kirmizi ok) hiicrelerin gosterilmesi (100 pm bar
biyiikliigi).
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Sekil 4.6: A549 hiicrelerinde 20 uM FH535 uygulamasinin 24. saatinde AO/EB boyamasi ile canli (yesil
ok) ve nekrotik (kirmizi ok) hiicrelerin gosterilmesi (100 pm bar biliyiikligii).

Sekil 4.7: TGF-f ile uyarilan A549 hiicrelerinde 20 pM FH535 uygulamasinin 24. saatinde AO/EB
boyamasi ile canli (yesil ok) ve nekrotik (kirmizi ok) hiicrelerin gosterilmesi (100 um bar

biiytikliigii).
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Sekil 4.8: A549 hiicrelerinde 20 pM FHS535 uygulamasinin 48. saatinde AO/EB boyamasi ile canli
(yesil ok), erken apoptotik (beyaz ok) ve nekrotik (kirmizi ok) hiicrelerin gosterilmesi (100 um
bar biiytkligi).

Sekil 4.9: TGF-f ile uyarilan A549 hiicrelerinde 20 uM FH535 uygulamasinin 48. saatinde AO/EB
boyamasi ile canli (yesil ok) ve nekrotik (kirmizi ok) hiicrelerin gosterilmesi (100 um bar

biiytikliigii).

4.2. QRT-PCR BULGULARI

TGF-B uygulamalart A549 hiicrelerinde, zamana bagli olarak deneyin 36. saatine kadar
HOTAIR ekspresyonunu arttirirken, deneyin 48. saatinde HOTAIR ekspresyonu azaltti; bu
azalma 36. saate gore anlamliyken 0 ve 24. saatlerle karsilastirildiginda herhangi bir anlamlilik
tasimadigr belirlendi. FH535 uygulamalari, TGF-p tarafindan uyarilan A549 hiicrelerinde

HOTAIR ekspresyonunun 36. saatte 6nemli ve anlamli miktarlarda artmasina neden olurken



24

deneyin 48. saatinde ise, FH535 inhibitoriiniin 24 saatlik etkisinde, HOTAIR ekspresyonunun
azaldig: tespit edildi. FH535 uygulamasiyla beraber inhibitoriin 12 saatlik etkisinde HOTAIR
ekpresyonunun arttigi, FH535%in 24 saatlik etkisinde ise artan bu ekspresyonun anlamli

derecede diistiigii goriildii (Sekil 4.10a:).

TGF-B ile uyarilan A549 hiicrelerinde deneyin 24. ve 36. saatlerinde CARL0-5 ekspresyon
seviyesinin kontrolle kiyaslandiginda azaldigi, ancak deneyin 48.saatinde bu azalmanin tam
tersi ekspresyonunda anlamli bir artis oldugu gorildi. TGF-f uyariminin 24. saatinde
gerceklestirilen FH535 uygulamasinin ise 12 saatlik etkisinin CARL0-5 ekspresyonunu
degistirmedigi, ancak 24 saatlik etkisinin inhibisyona bagli olarak CARL0-5 ekspresyonunu
onemli derecede azalttigi bulundu (Sekil 4.10b:).

A549 hiicrelerinde TGF-B uyarmmiyla birlikte CD99P1 ekspresyonu zamana bagli olarak
artarken, FH535 uygulamasinin ardindan inhibisyona paralel olarak zamana bagli artmis olan

CD99P1 ekspresyonu anlamli bir bi¢imde azald: (Sekil 4.10c:).

Tek bagina TGF-f uygulamasinda HOTAIR ekspresyonu 24 ve 36.saatlerde artis gosterirken
48.saatte azaldi; CARL0-5 ekspresyonu deneyin 48. saatinde, CD99P1 ekspresyonu ise deneyin
24, 36 ve 48. saatlerinde zamana bagli olarak anlamli bir sekilde artt1 (Sekil 4.11a:). TGF-
uyarimini takip eden 24. saatteki FH535 uygulamasi sonrasinda, FH535’in 12 saatlik etkisinde,
HOTAIR ekspresyonu pik yaparken, CARL0-5 ekspresyonu degismemis ve CD99P1
ekspresyonu ise anlamli bir sekilde diistii. FH535’in 24 saatlik etkisinde ise tiim LncRNA’larin

ekspresyonlarinda anlamli bir azalma goriildi (Sekil 4.11b:).
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Sekil 4.10: A549 hiicrelerinde HOTAIR (a), CARL0-5 (b) ve CD99P1 (c)gen ekspresyonlarindaki
degisimler. Anlamlilik p degerleri:*p<0.05, ** p<0.01 ve ***p<0.001.
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TGF-B Uygulamasi Sonrasi LncRNA Ekspresyonu FH535 Uygulamasi Sonrasi LncRNA Ekspresyonu
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Sekil 4.11: A549 hiicrelerinde TGF-§ (a) ve 20uM FH535 (b) uygulamalari1 sonrast HOTAIR, CARLo-

5 ve CD99P1 ekspresyonlarinin zamana bagli degisimleri. Anlamlilik p degerleri:*p<0.05, **
p<0.01 ve ***p<0.001.

TGF-B uygulamalarinin A549 hiicrelerinde ACTA2, COL1A1, VIM, ESRP1, ESRP2, CTNNB1,
SNAIL, TCF4 ve LEF1 genlerinin ekspresyonlarini uyardigi bulundu. Bu uyarimin deneyin 48.
saatinde maksimuma ulastig1 saptandi. TGF-B ile uyarilan A549 hiicrelerinde FH535
uygulamalarinin, artan gen ekspresyonlarini genel olarak anlamli dl¢lide azalttigi belirlendi.
FH535’in 12 saatlik inhibitor etkisinde TGF-f tarafindan uyarilan COL1A1, ESRP1 ve SNAIL
gen ekspresyonlarinin azaldigi, CTNNB1, VIM, ESRP2 ve LEF1 gen ekspresyonunun arttigi,
ACTA2 ve TCF4 gen ekspresyonunun ise degismedigi goriildii. FH535’in 24 saatlik inhibitor
etkisinde ise ACTA2, COL1A1, VIM, ESRP1, ESRP2, CTNNB1, SNAIL, TCF4 ve LEF1 gen
ekspresyonlarinin  anlamli  bir sekilde azaldigi tespit edildi (Sekil 4.12-15:).
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Sekil 4.12: A549 hiicrelerinde ACTA2 (a), COL1A1 (b) ve VIM (c)genlerinin ekspresyonundaki
degisimler. Anlamlilik p degerleri: *p<0.05, ** p<0.01 ve ***p<0.001.
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Sekil 4.13: A549 hiicrelerinde ESRP1 (a) ve ESRP2 (b)gen ekspresyonundaki degisimler. Anlamlilik p

degerleri:*p<0.05, ** p<0.01 ve ***p<0.001.
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Sekil 4.14: A549 hiicrelerinde CTNNB1 (a) ve SNAIL (b) gen ekspresyonundaki degisimler.
Anlamlilik p degerleri: *p<0.05, ** p<0.01 ve ***p<0.001.
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Sekil 4.15: A549 hiicrelerinde TCF4 (a) ve LEF1 (b)gen ekspresyonundaki degisimler. Anlamlilik p
degerleri: *p<0.05, ** p<0.01 ve ***p<0.001.
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4.3. WESTERN EMDIiRiMi BULGULARI

TGF-B ile uyarimin 24, 36 ve 48. saatlerinde zamana bagli olarak a-SMA protein miktarinda 0.
saate kiyasla bir artma gozlemlenirken, inhibitérlii grubun 36 ve 48. saatlerinde a-SMA

miktarinda azalma oldugu bulundu (Sekil 4.16:).

A
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Sekil 4.16: TGF-p ve FH535 uygulamalar1 sonrasi A549 hiicrelerinde a-SMA protein miktarlarindaki
degisiklikler ve a-SMA protein bandlar1 gosterilmistir. Anlamlilik p degerleri:*p<0.05 ve **
p<0.01.

A549 hiicrelerinin TGF-p ile uyarim1 sonras1 zamana bagli olarak E-kaderin protein miktarinin
azaldig tespit edildi. FH535’in 12 saatlik etkisinde TGF-f tarafindan azaltilmis olan E-kaderin
miktarinin anlamli sekilde arttig1, ancak FH535’1in 24 saatlik etkisinde ise E-kaderin miktarinin

azaldig1 belirlendi (Sekil 4.17:).
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Sekil 4.17: TGF-B ve FH535 uygulamalari sonrast A549 hiicrelerinde E-kaderin protein miktarlarindaki
degisiklikler ve E-kaderin protein bandlar1 gosterilmistir. Anlamlilik p degerleri:*p<0.05, **
p<0.01 ve ***p<0.001.

TGF-B ile uyarilan A549 hiicrelerinde uyarimin 24, 36 ve 48. saatlerinde aktif B-katenin
proteininin miktart artarken, FH535 uygulamasi ile inhibitdriin 24 saatlik etkilerinde aktif -

katenin protein miktarinin azaldig tespit edildi (Sekil 4.18:).
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Sekil 4.18: TGF-f ve FH535 uygulamalar1 sonrasi A549 hiicrelerinde aktif B-katenin protein
miktarlarindaki degisiklikler ve aktif B-katenin protein bandlari gosterilmistir. Anlamhilik p
degeri: *** p<0.001.

44. IF BULGULARI

A549 hiicrelerinde TGF-B ile uyarim sonrasinda a-SMA miktarinin zamana bagh arttigi,
FHS535’1n ise artan a-SMA miktariiinhibitér uygulamalarinin 12 ve 24.saatlerinde azalttig
immunfloresan boyama ile gosterilmistir. E-kaderin miktar1 TGF-p uygulamasinin 24, 36 ve
48.saatlerini takiben azalirken, FH535 uygulamas: da 48.saat de E-kaderin miktarmi azaltti

(Sekil 4.19:).
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DAPI CY3/E-kaderin FITC/a-SMA MERGE
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Sekil 4.19: TGF-B ve FH535 uygulamalar1 sonrast A549 hiicrelerinde a-SMA (FITC) ve E-kaderin
(Cy3) proteinlerinin immiinfleurosan isretlenmesi (100pum bar biiytikligii).
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4.5. BIYOINFORMATIK ANALiZ BULGULARI

LncRNA-miRNA etkilesimleri LncTar analiz programinda yapilarak, HOTAIR, CARLo-5 ve
CD99P1 LncRNA’larmnin Wnt, EMT ve pulmoner fibroziste etkili oldugu bilinen miRNA’lar
ile iliskileri arastirilmistir. Asagidaki tabloda (Tablo 4.1:) LncTar programinda kullanilan

LncRNA ve miRNA erisim numaralar1 bulunmaktadir.

Tablo 4.1:LncRNA ve miRNA erisim numaralart.

HOTAIR | NR_047517.1 mir218-1 NR_029631.1
CARLo0-5 | NR_108049.1 mir218-2 NR_029632.1
CD99P1 NR_033380.1 mir29b-1 NR_029517.1
mirl43 NR_029684.1 mir326 NR_029891.1
mirl48a NR_029597.1 mir34a NR_029610.1
mir205 NR_029622.1 mir454 NR_030411.1
mir206 NR_029713.1 mir613 NR_030344.1
mir214 NR_029627.1 mir663b NR_031608.1
mir217 NR_029630.1 mir7-1 NR_029605.1

LncTar programi kullanilarak yapilan analize gore HOTAIR’in, mir29b-1, mir218-1, mir218-
2, mir206, mir663b, mir217, mir326, mir214, mirl43, mir205, mirl48a ve mir7-1 ile baglanma
bolgelerinin oldugu bulundu (Tablo 4.2:).

CARLO-5’in, mir29b-1, mir218-1, mir218-2, mir206, mir663b, mir217, mir326, mir214,
mirl48a, mir7-1, mir143, mir205 ve mir214 ile fiziksel etkilesimi vardir (Tablo 4.3:).

LncTar program analizi ile CD99P1’in mir29b-1, mir218-1, mir218-2, mir206, mir663b,
mir217, mir326, mir214, mir613, mirl48a, mir7-1, mir205 ve mirl43 ile baglanma bolgeleri
ile etkilesimi tespit edildi (Tablo 4.4:).
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Tablo 4.2: HOTAIR ile fiziksel olarak etkilesen miRNA’lar gosterilmistir.

Query Lengih_Query  Target Lengih_Target  dG ndG Start_Position_Query End_Position_Query Start_Position_Target End_Position_Target
NR_047517.1 2370 NR_029517.1 81 213 01838 1517 1397 1 81
NR_047517.1 2370 NR_029632.1 10 1422 0159 172 il 1 10
NR_047517.1 2370 NR_029631.1 10 1225 01408 47 196 1 10
NR_047517.1 2370 NR_031608.1 15 2367 02367 340 454 1 13
NR_047517.1 2570 NR_029630.1 10 1196 04259 1473 1582 1 10
NR_047517.1 2370 NR_029891.1 % 2039 02683 2 9 1 %
NR_047517.1 2370 NR_029627.1 10 1633 02437 1609 1718 1 10
NR_047517.1 2370 NR_029597.1 68 1039 02165 164 M 1 68
NR_047517.1 2370 NR_029605.1 10 1160 01261 335 444 1 10
NR_047517.1 2570 NR_029684.1 106 A779 04873 1095 1200 1 106
NR_047517.1 2370 NR_029622.1 110 A737 02093 1428 1537 1 10
NR_047517.1 2370 NR_029627.1 10 1633 02437 1609 1718 1 10
Tablo 4.3: CARLO-5 ile fiziksel olarak etkilesen miRNA’lar gosterilmistir.
Query Length Query  Target Length Target  dG ndG Start_Position_Query End_Position_Query Start_Position_Target End_Position_Target
NR_108049.1 2795 NR_029517.1 81 1114 01428 1223 1303 1 81
NR_1080491 2795 NR 0296321 110 1168 02049 1222 133 1 10
NR_108049.1 2795 NR_029631.1 10 99T 0146 1498 1607 1 10
NR_1080491 2795 NR 0316081 115 1626 01985 954 1068 1 15
NR_108049.1 2195 NR_029630.1 10 946 012% 507 616 1 10
NR_1080491 2795 NR 0288911 95 468 03262 A782 1876 1 %
NR_108049.1 2195 NR_029627.1 10 1423 013395 1898 1967 1 10
NR_1080491 2795 NR 02983971 68 920 01586 405 472 1 68
NR_108049.1 2195 NR_029603.1 10 433 0154 1661 1770 1 10
NR_108049.1 2795 NR_029684.1 106 444 01640 3T 476 1 106
NR_108049.1 219 NR_029622.1 10 1393 01393 697 766 1 10
NR_108049.1 2795 NR_029627.1 10 1425 01355 1858 1967 1 10
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Tablo 4.4:CD99P1 ile fiziksel olarak etkilesen miRNA’lar gosterilmistir.

Query
NR_033360.1
NR_033360.1

NR_033380.1

NR_033380.1
NR_033380.1
NR_033380.1
NR_033380.1
NR_033380.1
NR_033380.1
NR_033380.1
NR_033380.1

NR_033380.1

NR_033380.1

Length_Query
2915
2915

2915

2915
2915
2915
2915
2915
2915
2915
2915
2915

2915

Target
NR_029517.1
NR_029631.1

NR_029632.1

NR_029713.1
NR_031608.1
NR_029630.1
NR_029891.1
NR_029627.1
NR_030344.1
NR_029622.1
NR_029684.1
NR_029597.1

NR_029605.1

Length_Target

aG

177

2081

-13.61

-28.39

-1267

-25.87

-15.25

-1443

-13.36

-16.37

-1.07

1322

ndG

-0.1509

0.1357

0.2191

D121

0.2704

-0.2640

0.5624

0.1495

01924

0.1359

0.1605

0.2214

-0.1406

Stat_Position_Query
1559
143
59
30
4
181
45
167
63
1566
158
2618

7

End_Position_Query
1639
252
168
135
148
290
139
276
197
1675
263
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CD99P1’in mir218-1 ve mir148b miRNA’lar1 basta olmak lizere HOTAIR ve CARLo-5 ile

ortak olarak etkilestigi birgok miRNA bulunmaktadir.

Pathway Studio analiz programindan elde edilen verilere gore HOTAIR, CARL0-5 ve CD99P1
LncRNA’lar1 ile Wnt ve EMT ile iligkili gen ve proteinle arasindaki iliskiler soyle siralanabilir:

1. HOTAIR’ m CTNNB1, ZEB1, SNA2, EZH2, STAT3, COL1A1, VIM ve CDH1 genleri ile
dogrudan iliskisinin oldugu, mir148b ve mir218-1 miRNA’lar1 aracilifiyla da SNAILve

Sonug olarak, Pathway Studio analiz verilerine gore, HOTAIR ve CARL0-5 LncRNA’larinin
Wnt ve EMT sinyal yolu ile iliskili olan transkripsiyon faktorleri, ko-aktivatorler, diger etkili
gen/protein ve miRNA’lar ile etkileserek, CD99P1’in ise direkt ACTA2 gen ekspresyonunun

LEF1 genlerinin ekspresyonunu kontrol ettigi bulundu.

CARLo0-5 (CCAT1) LncRNA’simnin ZEB1, VIM, CDH1, EZH2 ve STAT3 genleriyle
dogrudan etkilestigi; HOTAIR gibi mir148b ve mir218-1 miRNA’lar1 araciligiyla da
CTNNB1, COL1A1 ve LEF1 genlerinin ekspresyonlarini uyarma yoniinde diizenledigi
bulundu.

3. CD99P1 LncRNA’smin ise sadece ACTA2 ile etkilestigi goriilmektedir.

kontrolii ile miyofibroblast farklilagsmasini diizenledikleri belirlenmistir (Sekil 4.20:).
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5. TARTISMA VE SONUC

Miyofibroblastlar pek¢ok fibrotik hastalikta oldugu gibi IPF’de de fibrotik lezyonlarin
olusumunda etkili hiicrelerdir. Miyofibroblastlar, fibrotik sartlarda apoptoza kars1 gosterdikleri
direng ve kollagen, fibronektin gibi ECM elemanlarini ¢ok miktarda iiretmeleri nedeniyle
fibrotik odaklarin olusumundan birinci derecede sorumludurlar (Yilmaz ve dig., 2015).
Patolojik sinyaller akcigerdeki fibroblastlarin, inaktif fibrositlerin, baz1 16kositlerin, kemik iligi
kokenli mezensimal kok hiicrelerin ve pnomositlerin miyofibroblastlara farklilagmasina neden
olur (Phan, 2002). TGF-B, miyofibroblast farklilasmasini kontrol eden 6nemli molekiillerden
biridir. IPF hastalarinin akcigerlerinde pnomositlerde ve alveolar makrofajlarda TGF-$
tretiminin arttig1 gozlenmistir (Khalil ve dig., 1991). Alveolar makrofajlar, nétrofiller,
pnomositler, endotel hiicreleri ve fibroblastlar tarafindan iiretilen TGF-B, platelet kokenli
biiyliime faktorli (PDGF) sentezini uyararak fibroblastlarin TNF-a, interlokin-1b ve interlokin-
13 gibi proinflmatuvar ve fibrotik sitokinleri tiretmelerine neden olur.Bagta TGF-3 olmak iizere,
tiretilen bu molekiiller fibroblastlarin miyofibroblastlara farklilasmasini uyarir (Fernandez ve
Eickelberg, 2012). Ayrica, TGF-f, kollagen genlerinin transkripsiyonunu uyararak ve matriks
metalloproteinazlar ile onlar1 diizenleyen proteinlerin aktivitelerini kontrol ederek, ECM
devinimini diizenler ve fibrozis olusumunu saglarlar (Ovet ve Oztay, 2014; Oruqaj ve dig.,
2015). Intratrakeal yoldan bleomisin uygulanan farelerde, TGF-p sinyalinin inhibisyonunun
fareleri pulmoner fibrozise kars1 korudugu rapor edilmektedir (Warburton ve dig., 2013). Diger
yandan, IPF’li hastalar lizerinde yapilan ¢alismalarda TGF-f varliginda pnomositlerin epitel
fenotiplerini kaybedip miyofibroblastlara farklilagtiklar1 (EMT araciligi ile) ve bu yolun IPF
patogenezinin olusumunda baskin olarak kullanildig: tespit edilmistir (Jayachandran, 2009).
Alveolar epitel hiicrelerinden biri olan tip II pndmositler, fibrotik sinyaller varliginda EMT
araciligiyla miyofibroblastlara farklilagabilirler (Morbini ve dig., 2011). Bu durum IPF’li
hastalarin akciger biyopsi ornekleri ve deneysel pulmoner fibrozisli kemirgen akcigerleri
tizerinde yapilan ¢alismalarda tespit edilmistir. IPF’li hastalardan alinan akciger biyopsilerinin
immunfloresan boyamalar1 sonrasinda bu dokularda interstisiyumda zayif reaksiyon veren
proSPC immunreaktif hiicrelere rastlanmistir, ayrica bu hiicrelerin bir mezensimal hiicre
belirteci olan N-kaderin sentezini gergeklestirdigi belirlenmistir (Kim ve dig., 2006). Marmai
ve dig. (2011), IPF’li hastalarin akcigerlerindeki fibrotik alanlardan izole ettikleri epitel
hiicrelerinde a-SMA, kollagen ve kalponinl mRNA ekspresyonunun arttigini gostermislerdir.

Sican akcigerinden izole edilen tip II pnomositlerin TGF-B’ya maruz birakildiklarinda, bu
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hiicrelerin a-SMA ve kollagen sentezledikleri ve in vitro ’da miyofibroblastlara farklilastiklar
tespit edilmistir (Yao ve dig., 2004). Ayrica insan A549 hiicre hatt1 iizerinde yapilan pek ¢ok
calismada bu hiicrelerin TGF-p varliginda proSPC, E-kaderin, sitokeratin, zonula okludens-1,
aquaporin-5 gibi epiteliyal hiicre belirteglerini sentezlemeyi birakip vimentin, dezmin, N-
kaderin, a-SMA, fibronektin ve kollagen {iretmeye basladiklar1 diger bir ifadeyle epitel
fenotiplerini mezensimal fenotiplere doniistiirdiikleri gosterilmistir (Kasai ve dig., 2005; Kim
ve dig., 2007; Li ve dig., 2016). Akciger biyopsisi yapilan ve histolojik olarak degerlendirilerek
IPF’li oldugu belirlenen 12 hastanin serumlarinda kontrol gruba goére vimentin miktarimin
anlamli derecede arttig1 bulunmustur (Yang ve dig., 2002). IPF’li hastalarin akciger doku ve
bronkoalveolar sivilar1 (BAL)’nda da vimentin miktarinin saglikli kontrollerden daha yiiksek
oldugu son yapilan ¢aligsmalarla belirlenmistir (Li ve dig., 2017). O'Beirne ve dig. (2015), A549
hiicrelerinde TGF-f ile EMT uyarmmni gergeklestirdiklerinde, uyarimin 48.saatinde
mezensimal belirtecler olan a-SMA, vimentin ve kollagen mRNA’larinin kontrol grupla
karsilastirildiginda 6nemli derecede arttigim1 gostermislerdir. Bizim ¢alismamizda da
yukaridaki bulgularla uyumlu bir sekilde, TGF-f ile uyarilan A549 hiicrelerinde, TGF-j3
uygulamasini takip eden 24, 36 ve 48. saatlerde a-SMA proteini ile VIM, ACTA2 ve COL1A
genlerinin ekspresyonunun uyarildigi ve bu genlerin mRNA miktarlarinda zamana bagli olarak
dogrusal bir artig belirlendi. Bu verilere dayanarak, TGF-f ile uyarimmin A549 hiicrelerinin

miyofibroblastlara farklilasmasini sagladigini sdyleyebiliriz.

EMT siirecinin pulmoner fibrozise katkisini ortaya koyan c¢alismalar, Wnt/B-katenin sinyal
yoluna dikkatleri ¢ekmektedir. IPF’li hastalarda Wnt/B-katenin sinyal yolunun asir1 aktive
oldugu gosterilmistir (Sato ve dig., 2006). Uyarilan Wnt sinyalinde aktiflesen B-katenin
nukleusta TCF4 ve LEFI1 ile etkileserek bir kompleks olusturur. Bu kompleks hiicre
proliferasyonu, farklilasmas1 ve apoptozu ile iliskili bir¢ok genin transkripsiyonunu diizenler
(Yue ve dig., 2010). IPF’li hastalarda WNT-1, WNT-7B, WNT-10B, FZD2, FZD3, CTNNB1 ve
LEF1 genlerinin ekspresyonunun arttigi gozlemlenmistir(Konigshoff ve dig., 2008). Son
zamanlarda, Wnt/B-katenin sinyal yolunun smad bagimli-TGF-p sinyal yolu ile iligkili
oldugunu gosteren c¢alismalar yayinlanmaktadir. Fibrozisle ilgili olarak hipertrofik skar
dokularda TGF-B tarafindan B-kateninin aktivasyonunun saglandigi ve Wnt/B-katenin sinyal
yolunun uyarildig: tespit edilmistir (Kim ve dig., 2009; Zhou ve dig., 2012). TGF-p tarafindan
uyarilan A549 hiicrelerinde EMT ile iligkili a-SMA, vimentin, kollagen protein miktarlarinin

artmasi ile paralel olarak Wnt sinyal yolunda gorevli olan B-katenin aktivitesinin de kontrol
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gruba gore artt1g1, -kateninin mRNA’sinin siRNA ile susturuldugu durumda TGF-p sinyali ile
iliskili proteinlerin miktarinin azaldigi bulunmustur (Xu ve dig., 2017). Diger bir ¢alismada,
smad proteinlerinin B-katenin ile baglanan LEF transkripsiyon faktoriiniin ekspresyonunu
uyardigi rapor edilmektedir (Vincent ve dig., 2009). Bizim ¢alismamizda da A549 hiicrelerinin
TGF-B ile uyarilmasi, bu hiicrelerde CTNNB1, LEF, TCF4 genlerinin transkripsiyonunun ve f3-
katenin aktivasyonunun artmasina neden oldu. Bu veriler 1s181nda, diger ¢alismalarin sonuglari
ile benzer olarak, TGF-f uygulamalarinin A549 hiicrelerinde, Wnt/p-katenin sinyalini
aktiflestirdigini sdyleyebiliriz. Wnt sinyal yolu inhibit6rii olan FH535, B-katenin/TCF4/LEF1
kompleksinin olusumunu engelleyerek B-katenin aracili gen transkripsiyonunu durdurur.
Ayrica, FH535 uygulanan ¢esitli akciger, kolon ve karaciger hiicre hatlarinda TCF4
transkripsiyonunun azaldigi, bununla birlikte Wnt sinyalinin de azaldigi bulunmustur (Handeli
ve Simon, 2008). Aynt zamanda FH535, B-kateninin transkripsiyon faktori aracili (TCF4 ve
LEF1 iizerinden) nuklear tasinimini da engelleyebilmektedir (Shi ve dig., 2014). Hepatosellular
kanser hiicre hatlarinda yapilan ¢alismada FH535”in 3-katenin transkripsiyonunu azaltarak Wnt
sinyal yolunu inhibe ettigi gosterilmistir (Gedaly ve dig., 2014). A549 hiicreleri tizerinde
yapilan bir ¢alismada, TGF-B ile birlikte uygulanan FH535’in TGF-B tarafindan uyarilan
EMT’yi Wnt sinyalini azaltarak gerilettigi bulunmustur (Ren ve dig., 2013). Calismamizda,
TGF-B ile uyarilan A549 hiicrelerinin kiiltiir ortamina 24 saat sonra FH535 ilavesi, deneyin
ozellikle 48. saatinde CTNNB1, LEF, TCF4 genlerinin transkripsiyonunun ve B-katenin
aktivasyonunun azalmasina neden oldu. Bu veriler, FH535’nin A549 hiicrelerinde TGF-
tarafindan uyarilan Wnt/B-katenin sinyal yolunu inhibe ettigini bu inhibisyonun deneyin 48.

saatinde c¢ok giiclii oldugunu acikg¢a gostermektedir.

TGF-B ile uyarilan A549 hiicrelerinde Wnt/B-katenin sinyal yolunun devreye girmesiyle EMT
aracili-miyofibroblast farklilasmasinin gergeklestigi pek ¢cok ¢alismada rapor edilmistir (Checa
ve dig., 2016). TGF-B, smad proteinleri araciligiyla B-katenin ile snail, slug, twist ve LEF1 gibi
cesitli transkripsiyon faktdrlerinin transkripsiyonunu uyarir (Kalluri ve Neilson, 2004; Vincent
ve dig., 2009). Snail, slug, Zebl, Zeb2 ve twist transkripsiyon faktorleri, EMT ile iliskili
genlerin ekspresyonunu kontrol eder (Peinado ve dig., 2007). Bu transkripsiyon faktorleri epitel
hiicrelerinde ekspresyonu baskin olarak yapilan hiicre-hiicre adhezyon proteinlerini kodlayan
genlerin promotor bdlgelerine baglanir ve onlarin transkripsiyonunu baskilarlar (Zavadil ve
dig., 2005). Ornegin snail ve slug, E-kaderin geninin promotdriine baglanarak E-kaderin

transkripsiyonunu baskilar (Busch ve dig., 2016). Snail’in stabilizasyonunun Wnt/B-katenin
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sinyal yolu ile saglanmas1 bu sinyal yolunun EMT’de etkili bir sinyal yolu oldugunu agikca
gostermektedir. Wnt/B-kateninin sinyalinin de devreye girmesiyle 6zellikle N-kaderin basta
olmak tizere fibronektin ve matriks metalloproteinazlarin ekspresyonlari uyarilmakta ve EMT
hiz kazanmaktadir (Aoyagi-lkeda ve dig., 2011). IPF’li hastalarin akcigerlerinde TGF-§3
aktivasyonunun arttigr ve Wnt sinyal yolunun uyarildig1 ve her iki sinyal yolunun koordineli
caligmasiyla birlikte EMT’nin ger¢eklestigine dair veriler vardir. Bu ¢alismada, IPF’li
hastalardan almman dokularda CTNNB1, LEF gen ekspresyonunun kontrol dokuyla
kiyaslandiginda 6nemli derecede arttigi tespit edilmistir (Konigshoff ve dig., 2008). IPF’li
hastalardan alinan akciger dokularinda immunohistokimyasal boyama sonrasinda kontrol grup
ile karsilagtirildiginda a-SMA, kollagen ve twist miktarlarinin arttig1 bulunmustur (Lomas ve
dig., 2012). Benzer sekilde IPF’li hastalardan izole edilen alveolar epitel hiicrelerin gii¢lii bir
sekilde twist pozitif hiicrelerin oldugu ve yine ayni hiicrelerin E-kaderin ekspresyonlarinin
diisiik oldugu gosterilmistir (Pozharskaya ve dig., 2009). Genel olarak, EMT siirecinin,
hiicrelere epitel fenotiplerini kaybettirerek ECM elemanlari, vimentin, a-SMA ve N-kaderin
gibi mezengimal hiicrelerde sentez edilen proteinlerin ekspresyonunu arttirdigi onlara
mezengimal fenotip kazandirdig:r bilinmektedir (Kalluri ve Weinberg, 2009). Bleomisinle
uyarilmis fare akcigerinde E-kaderin ekspresyonunun azaldigi, TGF-f ile uyarilan hiicrelerde
vimentin, a-SMA ve N-kaderin protein miktarlarinin ise arttigi gosterilmistir (Chen ve dig.,
2015).IPF’li hastalarin akcigerinden izole edilen alveolar tip Il hiicrelerde de vimentin, a-SMA
ve N-kaderin protein miktarlarinin arttigit (Marmai ve dig., 2011) ayni zamanda snail
ekspresyonunun hem bir grup IPF’li hastada hem de TGF-f ile uyarilan alveolar tip II
hiicrelerde arttig1 bulunmustur (Jayachandran ve dig., 2009). Yao ve dig (2004), TGF-B1’ya
maruz birakilan si¢an tip II pndmositlerinin fibroblastlara farklilastiklarin1 ve E-kaderin protein
miktarmni azaltarak, o-SMA ve kollajen sentezlemeye basladiklarini in vitro’da saptamistir
(Yao ve dig., 2004). Calismamizda, Wnt/B-katenin sinyal yolu ve EMT ile iliskili gesitli gen
proteinler lizerinde yaptigimiz analizler, TGF-f ile uyarilan hiicrelerde Wnt sinyal yolunun
aktive oldugunu, ACTA2, COL1A1, VIM, CTNNB1, TCF4, LEF1 ve SNAIL genlerinin
ekspresyonun uyarildigini, a-SMA protein miktarmnin arttigi, E-kaderin protein miktarmin ise
azaldigini, dolayisi ile A549 hiicrelerinde EMT uyariminin gergeklestigini ve epitel hiicrelerin
miyofibrobastlara farklilastiklar1 goriilmektedir. TGF-f ile uyarilan A549 hiicrelerinde, FH535
uygulamalar: deneyin 36. saatinde ACTA2 ve TCF4 gen ekspresyonlarini TGF-f ile uyarimin
36. saati ile karsilastirildiginda degistirmezken; COL1Al ve SNAIL gen ekspresyonlar
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azaltmis, VIM, CTNNB1 ve LEF1 ekspresyonlarini ise arttirmistir. Deneyin 48.saatinde ise
FH535 uygulamasi tiim genlerin ekspresyonunu azaltmistir. Western emdirimi sonuglarina gore
ise; deneyin 36. saatinde FH535 uygulamasi aktif B-katenin miktarin1 degistirmemis, a-SMA
miktarini azaltmig ve E-kaderin miktarini ise arttirmistir; deneyin 48. saatinde gen ekspresyon
profili ile orantili olarak tiim proten miktarlarini azaltmistir. Dolayisiyla FH535 48. saatte
ACTAZ2, COL1A1 ve VIM gen ekspresyonlarini ve a-SMA protein miktarini1 azaltarak EMT yi
gerilettigini sOyleyebiliriz. Bu bulgularimiz1 destekleyen veriler cesitli ¢alismalarda da elde
edilmistir. Ozefageal kanser hiicre hatti KYSE-150 ve A549 hiicre hattinda yapilan
caligmalarda 20uM FH535 uygulamasmin VIM, CTNNB1 ve SNAIL gen ekspresyonunu
azalttig1 gosterilmistir (Ren ve dig., 2013; Su ve dig., 2015).

Epitel hiicrelerinde E-kaderin ekspresyonunun azalmasi EMT baglangicinin isaretidir. Wnt/(-
katenin sinyali snail fosforilasyonunu engelleyerek snail yikiminin 6niine gecer ve hiicrede
snail protein miktarinin korunmasinda ve dolayisi ile EMT uyariminin saglanmasinda etkilidir
(Peinado ve dig., 2007). Bu durum EMT indiiklenmesinde Wnt/B-katenin sinyal yolu ve snail
transkripsiyon faktoriiniin birlikte ¢alistigini agikca gostermektedir. Snail direkt olarak E-
kaderin promotoriine baglanarak ekspresyonunu baskilayan giiclii bir transkripsiyon faktori
oldugu i¢in, diger transkripsiyon faktorleri arasinda EMT’ de en etkili olan transkripsiyon
faktorii olarak diistiniilmektedir. Calismamizda TGF-B1 ie uyarilan A549 hiicrelerinde E-
kaderin miktarinin deneyin 24, 36 ve 48. saatlerinde diizenli bir azalis gosterdigi saptanmustir.
FH535 uygulamalar1 A549 hiicrelerinde E-kaderin protein miktarini 36. saatte TGF-f’nin tek
basina uyarimi ile karsilagtirlldiginda arttirirken; 48.saatte E-kaderin miktarni diisiirmiistiir.
Analizlerimiz, TGF-§ ile uyarilan A549 hiicrelerinde FH535 uygulamalarinin deneyin 48
saatinde Wnt sinyalini, a-SMA protein, ACTA2, VIM, COLIA gen ekspresyonlarini
azaltmasina ragmen, E-kaderin protein miktarini arttiramamistir. Bu durumda, miyofibroblast
farklilagmasinda bir gerileme olmasina ragmen deneyin 48. saatinde hiicrelerin epitel
fenotiplerini tam olarak kazanamadiklarin1 sdyleyebiliriz. Benzer durum sigara ekstrakti
uygulanan insan bronsiyol epitel hiicrelerinde de gézlenmistir (Lu ve dig., 2017). ESRP1 ve
ESRP2 epitel hiicrelerde alternatif kesimi diizenleyen iki gendir. ESRP’ler hiicre motilitesi,
hiicre iskeleti, hiicre-hiicre baglantilar1 ve EMT ile iligkili epitel hiicre 6zelliginin olusmasini
saglayan bircok gen transkriptini hedefler (Dittmar ve dig., 2012). Yapilan ¢aligmalarda
EMT nin uyarilmas1 ESRP1 ve ESRP2 gen ekspresyonunun azalmasina yol agmaktadir (Claude
ve dig., 2009). Ancak bizim g¢alismamizda ESRP1 gen ekspresyonu TGF-B ile EMT’nin
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uyarimini takiben artmakta ve FH535 uygulamasi ile de ESRP1 gen ekspresyonu azaltmaktadir.
Sadece ESRP2 gen ekspresyonu TGF-f tarafindan azaltilirken, FH535 uygulmalari sonrasinda
ayni deney saatinde ESRP2 gen ekspresyonunun arttigi goriilmektedir. Bu deney saatinde
FHS535 uygulamalari TGF-B ile uyarilan A549 hiicrelerinde E-kaderin miktarinin artmasina
neden olmustur. Ancak, deneyin 36. saatinde gbzlenen bu beklenen etki deneyin 48. saatine
gelince tam tersi bir duruma donmiistiir. Bu sonuglara gore, epitel fenotipin kazanilmasinda
ESRP2’nin ESRP1’¢ gore daha etikili oldugunu sdyleyebiliriz.  TGF-B uyarilan A549
hiicrelerinde FH535 uygulamalari, uygulamayi takip eden 12 saat i¢inde (deneyin 36. saatinde),

ESRP2 gen ekspresyonunun ve E-kaderin protein miktarinin artmasini saglayabilmistir.

LncRNA’larin ekspresyonlart doku tipine, hastalik durumlarina ve zamana bagli olarak
degisebilir. LncRNA’lar hiicre farklilagmasi, biiyiimesi, proliferasyonu, gogii ve apoptozu ile
timOr metastaz1 gibi ¢esitli hiicresel siireclerin diizenlenmesinde kritik rol oynarlar.
LncRNA’larin normal gelisimde, kanser ve ndrodejeneratif hastaliklarin patogenezinde etkili
olduklar1 pek¢ok c¢alismada gosterilmistir (Tong-Hong ve dig., 2015; Wan ve dig., 2016).
LncRNA’larla ilgili caligmalar genellikle kanserli doku veya hiicre hatlarinda yapilmaktadir.
Bu calismalarda LncRNA’larin epitel karakterli kanser hiicrelerinin mezensimal fenotip
kazanmalarin1 saglayarak tumor metastazina neden olduklar1 ortaya cikarilmistir. Yukarida
bahsedildigi gibi EMT, IPF’de fibrozis patogenezine katki saglayan 6nemli bir siiregtir. Son 5
yildan bu yana pulmoner fibrozis ve pulmoner fibrozisle iliskili LncRNA’larin belirlenmesine
calisilmasina ragmen, bu c¢alismalarda EMT ile iligkili LncRNA’lar {izerinde ¢ok
durulmamistir. Bu konuya yonelik yapilan caligmalarin ilki 2013 yilinda yapilmis olup;
bleomisinle pulmoner fibrozisi uyarilan sican akcigerlerinde LncRNA’larin ekspresyon profili
mikroarray analizlerle ortaya ¢ikarilmistir. Bu calismada fibrotik sican akcigerinde 568 adet
LncRNA’nin ekspresyon profilinin degistigi; 210 tanesinin ekspresyonunun arttigi, 358
tanesinin ise ekspresyonunun azaldigi saptanmistir. Ekspresyonu uyarilan LncRNA’lardan 2
tanesi secilerek, AJO0539 ve S69206 LncRNA’larin hiicrelerdeki kollagen mRNA’lar ile
etkilesebilecekleri biyoinformatik analizlerle belirlenmistir (Guohong ve dig., 2013). Bir baska
calismada bleomisin ile pulmoner fibrozisi uyarilan sican akcigerlerinde MRAKO088388 ve
MRAKO081523 LncRNA genleri ile miyofibroblast biiyiimesi ile iliskili N4bp2 geni ve fibrotik
sartlarda artt1ig1 bilinen Plxna4 geninin ekspresyon diizeyinin arttig1 saptanmistir. Ayni zamanda
biyonformatik analizlerle, bu LncRNA’larin pulmoner fibrozisle iligskili miRNA’lar (mir200,

mird29, mir229 ve mir30, mirl4l, mir98 ve let7) ile baglanma bolgelerinin olduklari ve
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birbirleri ile etkilesebilecekleri rapor edilmistir (Xiaodong ve dig., 2014). Diger bir calismada
IPF’li hastalarin akcigerlerinde eksprese edilen 9 adet LncRNA’dan (n370929, CD99P1,
NR_003085, n338680, n341773, n364035, n342143,n373263, NR_045756) en fazla eksprese
olan 2 tanesi segilerek IPF patogenezindeki rolleri in vitro 'da test edilmistir. IPF hastalarinin
akcigerinden izole edilen fibroblastlarda CD99P1 LncRNA’nin a-SMA ekspresyonunu
arttirdigl, n341773 LncRNA’sinin susturulmasmin kollagen gen ekspresyonunu arttirdigi
bulunmus ve bu LncRNA’larin akciger fibroblastlarinda proliferasyon ve farklilagsmanin
diizenlenmesiyle iligkili olabilecekleri 6ne siiriilmiistiir (Huang ve dig., 2015). Paraquat ile
pulmoner fibrozisi uyarilan fare akcigerlerinde wuc.77 ve 05Rik LncRNA’larinin
ekspresyonlarinin arttig1 tespit edilmistir. Ayrica A549 hiicrelerinde zeb2 mRNA’sinin siRNA
ile susturulmas1 durumunda, uc.77 LncRNA geninin ekspresyonunun uyarildiginin saptanmasi
ile uc.77 LncRNA nin zeb2 geninin ekspresyonunu uyarabilecegi rapor edilmistir. Ilave olarak
uc.77 ve 05Rik LncRNA genlerinin overeksprese edildigi durumda A549 hiicrelerinde E-
kaderin mRNA’sinda bir azalma goriilirken, ACTA2, MMP2 ve MMP9 genlerinin
ekspresyonunda bir artis tespit edilmis ve bu LncRNA’larin IPF patogenezinde etkili olan
EMT’yi uyarabilecekleri sonucuna varilmistir (Hao ve dig., 2017).Bleomisinle pulmoner
fibrozisi uyarilan fare akcigerinde yapilan bir ¢alismada, H19 LncRNA’s1 susturuldugunda
COL1AT1 ve ACTA2 mRNA ekspresyonlariin da azaldigi bulunmustur (Tang ve dig., 2016).
TGF-B ile uyarilan A549 ve MRCS5 hiicrelerinde mikroaray ile mRNA, miRNA ve LncRNA
ekspresyonlarina bakilmis, kontrol gruba gore kiyaslandiginda farkli eksprese olan 242
mRNA’dan 139 tanesinin ekspresyonun uyarildigi; 103 tanesinin ekspresyonun azaldigi
bulunmustur (Liu ve dig., 2017a). Ayni aragtirmaci grubunun in vitro (RLE-6TN hiicre hatti
yapmis oldugu bir ¢alismada TGF-B ile uyarilmis epiteliyal hiirelerde LncRNA-PCF’nin
mir344a-5p miRNA’s1 ile map3kll regulasyonunu diizenleyerek pulmoner fibrozisteki
proliferasyonu diizenledigini bulmuslardir (Liu ve dig., 2017b). Bu ¢alismalarin sonuglarina
gore; in vivo’da (insan ve hayvan akcigerlerinde) ve in vitro’da fibrotik sartlarda LncRNA
ekspresyon profilinin degisebilecegi, biyoinformatik analizlerle fibrotik sartlarda asir1 eksprese
olan bazi LncRNA’larin, pulmoner fibrozisle iligkili baz1t miRNA’lar ile etkilesebilecegi, ayrica
in vitro deneysel ¢alismalarda LncRNA’larin EMT ile iligkili baz1 genlerin ekspresyonunu
kontrol edebilecekleri agik¢a goriilmektedir. Diger yandan, sadece pulmoner fibrozisli fare ve
sican akcigerlerinde LncRNA’larin ekspresyon profili mikroarray analizlerle tanimlanirken,

IPF’li hastalarin akcigerlerinden alinan biyopsilerde, belirli sayida secilen LncRNA’larin
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ekspresyon analizi yapilmis ve bu LncRNA’lardan sadece 23 tanesinin gen ekspresyonunun
degistigi saptanmistir. Insan genomunda 15000 LncRNA geni oldugu diisiiniildiigiinde, IPF’de
etkili olduklart ileri siiriilen 23 LncRNA disinda bu siirecte etkili, kesfedilecek yeni
LncRNA’larin olabilecegini tahmin etmek gii¢ degildir. Yukaridaki ¢calismalarin sonuglarindan
da anlasilacagi lizere, bilinen ve yeni kesfedilecek LncRNA’larin IPF patogenezindeki
rollerinin agiklanmasma ihtiya¢ vardir. Bu nedenle projemizde, Wnt/EMT aracili-
miyofibroblast farklilagmasinin uyarildigi ve durduruldugu durumlarda, HOTAIR, CARL0-5
ve CD99P1 LncRNA’larinin ekspresyonlarinin nasil degistigi ve hedef proteinlerin
ekspresyonlarindaki degisimler birbiri ile iligkilendirilerek, bu LncRNA’larin Wnt/EMT
aracili-miyofibroblast farklilagmasinda etkili olup olmadiklar1 ve bu siirecteki rolleri
aragtirtlmistir.  Wnt/EMT-aracili  miyofibroblast farklilasmasinda etkili olabilecegini
diisiindiigiimiiz bu LncRNA’larin bu siiregle iligkisinin daha 6nce test edilmemis olmasi,
calismamizin verilerini 6nemli kilmaktadir. Calismamizin verileri, TGF-B uyarim ile aktive
olan Wnt sinyali varliginda ve EMT uyariminda her ti¢ LncRNA’nin da ekspresyon profilinn
degistigini, HOTAIR ve CARL0-5 LncRNA’larinin Wnt ve EMT sinyal yolunu iligkili olan
transkripsiyon faktorleri, ko-aktivatorler, diger etkili gen/protein ve miRNA’lar ile etkileserek,

CD99P1’in ise direkt ACTA2 gen ekspresyonunun kontrolii ile diizenlediklerini gostermektedir.

Homebox (HOX) ailesi 39 HOX geni igerir ve bunlar 4 ayr1 sinif seklinde (A-D) farkli
kromozomlarda yerlesmislerdir. HOX ailesi hiicre boéliinmesi, apoptoz, transformasyon ve
survival gibi bir¢ok biyolojik siireci diizenler (Ibanez de Caceres ve dig., 2010). HOTAIR
12.kromozomda bulunan HOXC lokusundan sentezlenir; 6 eksondan olusan, 6449 baz ciftlik
gen bolgesinden transkripte edilen ve ana transkripti 2364 baz cifti olan bir LncRNA’dr.
HOTAIR, HOXD ve HOXAL lokusundaki genlerin susturulmasinda etkili susturucu 6zellikte
bir LncRNA olarak tanimlanir (Fang ve dig., 2016). HOTAIR, kromatin remodelleyici
komplekslerle etkilesime gecerek hedef genlerin transkripsiyonunu veya transkriptlerinin
proteine ¢cevrimini baskilar (Wu ve dig., 2013). Sistemik sklerozisli hastalarin derilerinden izole
dilen fibroblastlarda a-SMA, kollagen-1 ve fibronektin mRNA’lar1 ile HOTAIR LncRNA
ekspresyonunun yiiksek oldugu tespit edilmistir (Abignano ve dig., 2013). Bu gdozlemler,
HOTAIR’1n fibrozis siirecinde 6nemli olabilecegini gostermektedir. HOTAIR ile ilgili yapilan
calismalarin ¢ogu kanserle iligkilidir. Bu ¢aligmalarda HOTAIR’in bazi gastrik ve servikal
kanser hiicre hatlarinda EMT’yi uyardigt ve tiimér metastazina neden oldugu ortaya

cikarilmistir. Bu kanser hiicre hatlarinda HOTAIR’in siRNA uygulamalari ile susturulmasi, bu
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hiicrelerde vimentin, N-kaderin gibi mezensimal hiicre belirteglerinin miktarlarinin azalmasina,
buna karsin E-kaderin, zonula okludens gibi epiteliyal hiicre belirteglerinin miktarinin
artmasina neden olmustur (Kim ve dig., 2006; Xu ve dig., 2007). Ayrica, HOTAIR’in siRNA
aracili susturulmasi SGC-7901 gastrik kanser hiicre hattinda EMT siireciyle iligkili oldugu
bilinen 6zellikle snail ve slug, twist, zebl gibi transkripsiyon faktérlerinin miktarlarinda bir
azalma ile sonu¢lanmistir (Kim ve dig., 2007). Mesane kanseri hiicre hatt1 T24’lerde yapilan
bir ¢aligmada, hiicreler TGF-B1 ile uyarilmis ve 48 saatlik uyarim sonrasinda hiicrelerde
HOTAIR, N-kaderin ve Twist ekspresyonunu arttirirken, E-kaderin ekspresyonunu azalttigi
bulunmustur. Calismada TGF-B1’in HOTAIR ekspresyonunu arttirdigi, diger gen ekspresyon
sonuglarina gore de EMT ile iligkili olabilecegi diisiiniilmistiir (De Oliveira Brito ve dig.,
2016). Diger yandan HOTAIR’1n Wnt inhibitorii olan WIF-1in gen ekspresyonunu azaltarak
Wnt/B-katenin sinyal yolunu uyarabilecegi 6zofagiyal kanser hiicre hattinda belirlenmistir (Ge
ve dig., 2013). Busonuclar, HOTAIR’in EMT ve Wnt/B-katenin sinyal yolunda etkili oldugunu
ve dolayisiyla kanserin progresyonu, migrasyonu ve invazyonuyla iliskili oldugunu
gostermektedir. HOTAIR’in IPF’de etkili olduguna dair bir veri bulunmamaktadir.
Calismamizda IPF’de baskin olarak goriilen Wnt/EMT aracili-miyofibroblast farklilagmasinda
HOTAIR’1n etkili olup olmadigi, ilk kez arastirnlmistir. Elde ettigimiz veriler, TGF-B ile
uyarilan A549 hiicrelerinde, uyarimi takip eden 24 ve 36.saatlerde, HOTAIR ekspresyonu ile
birlikte a-SMA, kollagen, aktif B-katenin ve snail mRNA seviyelerinin arttigini gdstermektedir.
Bu durum, yukaridaki ¢alismalarin sonuglarina benzer olarak, Wnt sinyal yolu ve EMT nin
uyarildigi durumda HOTAIR ekspresyonun da arttig1 yoniindedir. Ancak, uyarimin 48.saatinde
a-SMA, kollagen, aktif B-katenin ve snail mMRNA seviyesi artmaya devam ederken, HOTAIR
ekspresyonu azalmasi ilging bir veri olarak karsimiza ¢ikmaktadir. TCF4/LEF1 kompleksine
baglanan [-kateninin insan aortik kapakcik hiicrelerinde HOTAIR’in ekspresyonunu
uyarabildigi saptanmistir (Carrion ve dig., 2014). Biz de ¢alismamizda TGF-f ile uyarilan A549
hiicrelerinde Wnt/B-Katenin sinyalinin aktif oldugu, ilk 36 saatte f-katenin transkripsiyonunun
ve HOTAIR ekspresyonunun zamana bagli olarak arttigin1 gordiik. Dolayist ile TGF-f
uygulamalar1 ve bu uygulama sonrasinda etkinligi artan Wnt sinyali A459 hiicrelerinde
HOTAIR ekspresyonunun artmasina neden oldugunu diisiinmekteyiz. FH535, f-kateninin hem
nukleusa taginmasinda hem de TCF4 ve LEF1 kompleksi ile baglanmasina engel olarak Wnt
sinyal yolunu inhibe eder. HOTAIR ve B-katenin ekspresyonunun inhibitdriin 12.saatinde

(deneyin 36.saati) artmasindaki amag, Wnt sinyalini devam ettirmeye yonelik olabilir seklinde
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yorumlamaktayiz. Ayrica, FH535 tarafindan Wnt sinyalinin kesilmesiyle 48.saatte HOTAIR

ekspresyonu da azalmistir.

Diger yandan HOTAIR mir218-1 miRNA’sinin ekspresyonunu baskilamasi ile de LEF1 gen
ekspresyonunun artmasina neden olur (Wu ve dig., 2018). Bununla paralel olarak biz de
calismamizda TGF- ve FH535 uygulamalarinda 36. saatte LEF1 mRNA’sinin arttigini gordiik.
LEFI mRNA’sinin artmasindaki amag¢ ortamda hala TGF-B oldugu i¢in Wnt sinyalinin devam
ettirmeye ¢aligmasi olabilir. HOTAIR’1n ayn1 zamanda 6zefageal kanser hiicrelerinde mir148a
ile sponge olusturarak, hepatoselular karsinomada da mir218’in ekspresyonunu azaltarak
EMT’de 6nemli bir transkripsiyon faktorii olan snail ekspresyonunun artmasini saglar (Xu ve
dig., 2017). TGF-B uygulamalarinda da artan HOTAIR ekspresyonuna paralel olarak snail
mRNA’sinin da artmis oldugunu goérdiik. Ancak, FH535 uygulamalarinda bizim ¢alismamizda
36. saatte HOTAIR ekspresyonu yiiksek olmasina ragmen, snail mRNA’sini1 arttiramadi. Bu
nedenle de E- kaderin protein miktarinin bu grupta arttigini diistiniiyoruz. Calismamizda, TGF-
B ile uyarilan A549 hiicrelerinde, FH535 uygulamasimin yapildiginda, uyarimi takip eden 48.
saatte HOTAIR ve B-katenin gen ekspresyonunun aniden diistiigii goriilmektedir. Bu durumda,
deneyin 48. saatinde Wnt sinyalinin kesilmesine bagli olarak B-kateninin HOTAIR’in
ekspresyonunu uyaramadigini, HOTAIR’1n azalmasiyla birlikte de LEF ekspresyonunun
azalmastyla Wnt sinyalinin kesildigini sdyleyebilmekteyiz. FH535 uyarimindan sonra deneyin
48. saatinde Wnt sinyalinin durdurulmasinda HOTAIR’1n azalmas1 ve HOTAIR aracilt LEF1
ekspresyonunun uyarilmamasinin yani sira inhibitoriin, aktif p-kateninin TCF4/LEF1
kompleksine baglanmasini engellemesi ile de Wnt sinyalinin 48. saatte kesilmis olabilecegini

diistinmekteyiz.

CARLO0-5 8. kromozomda bulunan ve ilk olarak kolon kanserinde bulunmus (sinonim: CCAT1)
bir LncRNA’dir. CARLo-5"in, HOTAIR gibi EMT yi indiikleme yoluyla MGC-803, BGC-823,
SGC-7901, HCCLM3, MHCC97-L, HepG2, SNU387 ve H1975 gibi cesitli kanser hiicre
hatlarinda metastazi uyardigi agiga ¢ikarilmistir. Bu ¢aligmalarda, CARLo-5’in siRNA aracilt
susturumu ile hiicre proliferasyonu ve progresyonu ile iligkisi arastirilmis ve gastrik kanser
hiicrelerinin proliferasyonunu diizenledigi ve gastrik kanser gelisiminde EMT uyarimi yolu ile
tumor metastazinda Onemli rol oynayabilecegi bulunmustur (Zhang ve dig., 2014).
Hepatoselular karsinoma c¢aligmasinda CARLo-5’in karsinoma hiicrelerinde proliferasyonu ve

migrasyonu diizenledigi agiga ¢ikarilmistir (Wang ve dig., 2017). CARL0-5’in kiigiik hiicreli
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olmayan akciger kanserinde (H1975 kanser hiicre hattinda) de ekspresyon diizeylerine bakilmis
ve CARLo0-5’in susturulmasi ile EMT ile iligkili proteinlerin miktarlarina bakilarak, bu
durumda E-kaderin ekspresyonunun arttigi, fibronektin, vimentin ve snail ekspresyonunun
onemli derecede azaldigi bulunmustur (Luo ve dig., 2014). Kolonjiokarsinoma da yapilan bir
calismada CARLo-5’in susturulmasinin bu hiicrelerde invazyon ve metastazi azalttigi, ayrica
EMT fenotipini geri dondiirdiigii bulunmustur. Yapilan biyoinformatik analizlerle CARLo-5"in
mirl52 ile baglanarak etkisini gosterdigi bilinmektedir (Zhang ve dig., 2017). Cok yeni olarak
kiigiik hiicreli olmayan akciger kanseri tizerinde yapilan bir ¢alismada CARLo-5’in Wnt sinyal
yolunu baskiladig bilinen let-7c miRNA’s1 ile sponge olusturarak Wnt sinyalini arttirict yonde
diizenledigi gosterilmistir (Xu ve dig., 2018). CARLo-5 de HOTAIR gibi mir218-1
miRNA’sin1 baskilamak yolu ile LEF1 gen ekpresyonunun artmasina neden olarak ve ayrica
DKK-2 ekspresyonunu azaltarak Wnt sinyali aktiflestirmektedir (Ma ve dig., 2015). Simdiye
kadar CARLoO-5 ile iliskili yapilan ¢alismalarda CARLo-5’in pulmoner fibrozis ve IPF
patogenezi ile iligkisi hakkinda bir veri bulunmamaktadir. Calismamizda CARLo-5’in IPF
patogenezinde Wnt/B-katenin sinyal yolu ve EMT aracili-miyofibroblast farklilasmasinda etkili
proteinlerle iliskisi ilk kez arastirilmistir. TGF-f ile uyarilan A549 hiicrelerinde uyarimi takip
eden ilk 36 saat i¢inde, Wnt sinyali ve EMT nin uyarildigi durumlarda, CARLo-5 ekspresyonu
cok degismezken, 48. saatte pik yapmaktadir. TGF-p ile uyarilan A549 hiicrelerinde 36. saate
kadar HOTAIR’1n artmis olmast CARLO-5 ekspresyonunun degismemesine neden olmus
olabilir, ayn zamanda 48. saatte HOTAIR’1n azalmasiyla CARLo-5 ekspresyonunun bu saat
diliminde pik yapmis olabilecegini diisiinmekteyiz. ilaveten, bu ekspresyon profilindeki
degisimlerin TGF- ile uyarilan A549 hiicrelerinde Wnt sinyalinin uyarimini devam ettirmek
amactyla yapilmis olabilir. CARLo-5"in hepatosellular karsinomada EMT yi uyardig: bunu da
twist, zebl ve vimentin ekspresyonunu uyararak yaptigi bilinmektedir (Dou ve dig., 2017).
Bizim ¢alismamizda da TGF- ile uyarilan hiicrelerde 48. saatte Wnt sinyalinin ve EMT nin
pik yaptig1 durumda CARLo-5 ekspresyonu bu sonuglara paralel olarak yiiksekti. CARLo-5,
snail ekspresyonunu da mir218-1 miRNA’s1 aracilifiyla arttiriyor olabilir. Kanserli dokular
veya hiicre hatlar1 tizerinde yapilan ¢alismalar CARLo-5’in susuturuldugu durumlarda Wnt
sinyalinin ve EMT’nin geriledigine dair veriler sunmakta, ancak CARLo-5 ve Wnt sinyali
arasindaki karsilikli iliskiye dair bir aciklama getirmemektedir. Calismamizda, TGF-Bile
uyarilan A549 hiicrelerinde, uyarimi takip eden 48. saatte Wnt sinyalinin ve EMT nin artmasina

paralel olarak CARL0-5 ekspresyonu artarken, FH535 uygulamasiin yapildigi durumlarda,
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Wnhnt sinyalinin ve EMT nin azalmasina paralel olarak CARL0-5 ekspresyonunun da diismesi,

CARLo0-5 ve Wnt sinyali arasinda dgrusal bir iligki olabilecegini gostermektedir.

Bir psddogen olan CD99P1’in IPF’li hastalarda ¢ok miktarda eksprese oldugu bulunmasina ve
IPF patogenezinde etkili olabilecegi One siiriilmesine ragmen, etki mekanizmasi
bilinmemektedir. Arastiricilar, insan LL29 fibroblast hiicre hattinda, CD99P1’in
susturulmasiyla a-SMA miktarinin azaldigimi belirlemislerdir (Huangve dig., 2015). Ancak
IPF  patogenezinde, Wnt/B-katenin sinyal yolu ve EMT-aracili miyofibroblast
farklilagsmasindaki etkisi ve hangi proteinlerle etkilesime gegtigi bugiine kadar arastrilmamastir.
Calismamizda CD99P1’in A549 hiicrelerinde IPF patogezinde Wnt/p-katenin sinyal yolu ve
EMT-aracili miyofibroblast farklilasmasindaki etkisi ve bu siiregte etkili hedef proteinlerle
iligkisi ilk kez arastirllmistir. TGF-B ile uyarilan A549 hiicrelerinde, Wnt sinyalinin ve
EMT’nin uyarildig1 durumlarda, CD99P1 ekspresyonunu uyarimin 36 ve 48.saatlerinde diizenli
bir artis gosterirken; FH535 uygulmasiyla Wnt sinyalinin ve EMT nin azaltidigi durumlarda
ekspresyonu kademeli olarak diismektedir. ACTAZ2 ekspresyonu TGF-B uygulamasinin
36.saatinde anlamli bir artig gostermezken 48. saatte pik yapmaktadir; FH535 uygulamasi ise
ACTA2 ckspresyonunu 48.saatte diistirmiistiir. Daha 6nce yapilan bir ¢alismada CD99P1
yalmizca ACTAZ2 ile iligkilendirilmis olmasina ragmen, biyoinformatik veriler CD99P1
LncRNA’sinin Wnt sinyali, EMT ve pulmoner fibrozisde etkili en az 13 adet miRNA ile
baglanma bolgesi bundugunu gostermektedir. CD99P1’in etkilesime gectigi bilinen mir29b-1,
mir218-1, mir218-2, mir206, mir663b, mir217, mir326, mir214, mir613, mirl48a, mir7-1,
mir205 ve mirl43’iin Wnt sinyali ve EMT ile iliskili gen ve proteinlerin ekspresyonunu kontrol
ettigi bilinmektedir. CD99P1in baglandigi miRNA’lar Wnt sinyali ve EMT de gorevli olan
CDH1 (E-kaderin), CTNNB1, SNAIL, ZEB, TCF4 ve VIM gen ve protein ekspresyonlarinin
kontroliinii diizenlerler. Dolayisiyla CD99P1’in bu miRNAlar ile etkileserek ACTA2’den farkli

olarak diger molekiiller lizerinde de etkili oldugu sdylenebilir.

IPF’de LncRNA’larin gorevlerinin agiklanmasina iligkin in vivo ¢aligmalar, bleomisin ve
paraquat gibi ¢esitli ajanlarla pulmoner fibrozisi uyarilan fare ve sican akcigerlerinde yapilmig
ve mikroarray analizlerle fibrotik akcigerlerdeki LncRNA ekspresyon profili arastirilmistir
Secilen az sayidaki LncRNA’nin hedef genleri, transkriptleri, miRNA ile olan iligkileri
biyoinformatik analizlerle analizlerle belirlenmistir. IPF’li hastalardan alinan dokularda sadece

23 adet LncRNA’nim ekspresyon profili belirlenmistir. /n vitro ¢alismalar incelendiginde,
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sadece birka¢ ¢alismada Wnt ve EMT sinyal yolu ile iliskilendirilmis olan LncRNA’lar bu
yolaklar iizerindeki mekanizmalarina deginilmeden gecilmistir. Bizim ¢alismamizda daha 6nce
pulmoner fibrozis ve pulmoner fibroziste Wnt/EMT aracili miyofibroblast farklilasmasi
tizerinde ¢alisiilmamis HOTAIR, CARLo-5 ve CD99P1 LncRNA’larmin siiregteki rolleri ilk
kez acgiklanmistir. HOTAIR hedef genlerinin ekspresyonunu epigenetik olarak kromatin
modifiye edici komplekslerle etkilesime gegerek diizenler. LncRNA’larin hedeflerini gen
ekspresyonunu transkripsiyonal, translasyonal ve posttranslasyonal olarak cesitli sekillerde
diizenledikleri goz Oniine alinirsa, bir LncRNA’nin etkisini nasil gosterdigini bilmek hedef
molekiilleri belirlemek ve LncRNA’larin etkinliginin hangi noktada diizenlenebilecegini
bilmek a¢isindan 6nemlidir. HOTAIR bir¢ok kanserde prognostik hedef olarak onerilmektedir.
HOTAIR’mm fibrotik sinyaller varliginda (TGF-B) Wnt/B-katenin sinyal yolu/EMT aracili
miyofibroblast farklilasmasindaki etkisi ilgili protein miktarlarindaki degisimlerle
iliskilendirilerek ilk kez IPF’deki etkisi aciklanmistir. Calismalar, CARLo-5in kanser hiicre
hatlarinda EMT yi uyardigini agik¢a gostermektedir. CARLo-5"in fibrotik sinyaller varliginda
(TGF-B) Wnt/B-katenin sinyal yolu/EMT aracili miyofibroblast farklilasmasindaki etkisi ilgili
gen ve protein miktarlarindaki degisimlerle iliskilendirilerek ilk kez IPF’de Wnt/EMT aracili-
miyofibroblast farklilagmasindaki etkisi rapor edilmistir. CD99P1 ise, in vitro’da akciger
fibroblastlarinda a-SMA ekspresyonunu arttirdigi bilinen, ancak IPF’de etkili olarak kullanilan
Wnt/B-katenin sinyal yolu/EMT aracili-miyofibroblast farklilasmasinda etkisi heniiz test
edilmemis LncRNA’dir. Calismamizda CD99P1’in de a-SMA disinda siiregteki etkisi farkl

gen ve proteinler ve biyoinformatik analizlerle belirlenmistir.
Calismamizdan elde edilen sonuglar asagida siralanmistir:

e TGF-B, A549 hiicrelerinde zamana bagli olarak CTNNB1, SNAIL, TCF4 ve LEF gen
ekspresyonlari; aktif B-katenin protein miktarinin artmasina neden olarak Wnt sinyalini
uyarir.

e TGF-p AS549 hiicrelerinde zamana bagli olarak ACTA2, COL1Al ve VIM
ekspresyonlarin1 arttirtp; E-kaderin protein miktarini1 azaltarak ve a-SMA protein
miktarini da arttirarak EMT yi uyarir.

e A549 hiicrelerinde TGF-B uygulamasiyla artan Wnt sinyal yolu ve EMT uyarimina
paralel olarak CD99P1 ekspresyonu (24, 36 ve 48.saatlerde) ile CARLO0-5 ekspresyonu
(24 ve 36. saatler arasinda zamana bagli artis olmasa da 48. saatte) artarken; HOTAIR
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ekspresyonu 24 ve 36 saatlerde artmis ancak 48.saatte azalmaktadir. Buna gére Wnt
sinyal aktivasyonu ve EMT uyariminin basladigi1 ve aktif oldugu ilk 36 saatte her 3
LncRNA ekspresyonunda da bir artis gozlenir. Bu artis, CARLo-5 ve CD99P1 de
uyarimin 48.saatinde de devam etse de HOTAIR ekspresyonu bu zaman diliminde
azalmaktadir. Dolayisiyla uyarimin aktif oldugu saatlerde 3 LncRNA ekspresyonu
artarken, HOTAIR yalnizca bu artista gorevliyken CD99P1 ve CARLo-5 uyarimin
atmasina bagli olarak ekspresyonlar artarak siirecin ilerlemesinde gorevli bir LncRNA
olabilir.

e A549 hiicrelerinde FH535 uyarimimin ozellikle 24. saatinde (deneyin 48. saati),
CTNNB1, SNAIL, TCF4 ve LEF1 ekspresyonlarindaki diisiisler dikkate alindiginda,
FH535’in Wnt sinyalini kesme ve EMT’yi azaltmadaki etkisini 24 saat sonra
gosterdigini soyleyebiliriz.

e Ayni zamanda FH535 uyarimi ACTA2, COL1Al ve VIM ekspresyonunu, a-SMA
protein miktarini deneyin 48.saatinde azaltarak EMT sinyalini de azaltmistir. Ancak E-
kaderin protein miktar1 36.saatte bir miktar artis gosterse de inhibitdr uygulamasi
deneyin 48.saatinde E-kaderin ekspresyonunu arttiramamistir. Bu durum FH535%in Wnt
sinyali aracilt EMT’yi geriletmesine ragmen, deneyin 48. saatinde mezensim 6zellik
kazanan hiicrelere epitel fenotiplerini tekrar kazandiramadigini diigiinmekteyiz.

e  FHS535 uyarimi ile Wnt sinyali ve EMT siirecinin azaltilmasina paralel olarak CARLo-
5 ve CD99P1 deneyin 36 ve 48. saatlerinde azalirken, HOTAIR ekspresyonu 36. saatte
bir pik yaparak 48. saatte azalmistir. Bu sonuglara gére CARLo-5 ve CD99P1
ekpresyonu Wnt ve EMT siireci tarafindan konrol edilirken; HOTAIR ekspresyonunun
36.saatte pik yapmast Wnt ve EMT siirecini arttirmaya ve devam ettirmeye calismast
seklinde agiklanabilir. HOTAIR her ne kadar siireci devam ettirmeye caligsa da [-
katenin ekspresyonunun azalmasindan dolayr bunu devam ettirememis ve 48. saatte

ekspresyonu azalmistir.

Calisgmamizin verileri, TGF-f uyarimi ile aktive olan Wnt sinyali varliginda ve EMT
uyariminda her i¢ LncRNA’nin da ekspresyon profilinin degistigini, HOTAIR ve CARL0-5
LncRNA’larimin Wnt ve EMT sinyal yolu ile iliskili olan transkripsiyon faktorleri, ko-
aktivatorler, diger etkili gen/protein ve miRNAlar ile etkileserek, CD99P1’in ise direkt ACTA2

gen ekspresyonunun kontrolii ile diizenlediklerini géstermektedir. Dolayisiyla, ii¢ LncRNA’nin
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ekspresyonlarinin azaltilmasina yonelik uygulamalar IPF’de goriilen EMT’nin geriletilmesinde

kullanilabilir.
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