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OZET

VERTEPORFIRIN’IN ILK HAFTA EMBRiYOLARINDA
ENDODERMAL HUCRELER UZERINDEKI ETKISI

KUM S. Aydin Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Histoloji ve
Embriyoloji Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2018.

Epiblasttan koken alan ii¢ germ tabakasi ¢esitli yapilarin olusumunda gorev almaktadir.
Endoderm de bu {i¢ tabakadan biridir ve sindirim sisteminin tiim organlarina katkida
bulunmaktadir. Hippo sinyal yolagi organ biiylimesi ve farklilagmasinda yer alan bir
mekanizmadir. Bu yolaginin transkripsiyon ko-aktivatorii olan YAP da bu mekanizmanin
onemli bir pargasidir. Endodermal gelisimde bu mekanizmalar ortak olarak ¢aligmaktadir.
Verteporfin (VP), tipta tedavi edici uygulamalarla 1s18a duyarli bir benzoporfirin tiirevidir ve

giiclii ve secici bir YAP inhibitoriidiir, YAP-TEAD etkilesimlerini bozmaktadir.

Bu tezde Verteporfirinin (YAP inhibitorii) ilk hafta fare embriyolarinda endodermal gelisim
lizerine etkisini arastirmak amaciyla yapilmistir. Ik hafta embriyolarinda 6zellikle 5.5/ 6.5 /
7.5 glinlik fare embriyolarinda YAP (Hippo sinyal yolagi) inhibe edilerek endodermal
gelisim, Gata6, FoxA2 ve Sox17 gen drilinlerinin ekspresyonunda goézlemlenmistir.
Calismamizda ii¢ adet grup bulunmaktadir. 1.grup kontrol grubu, 2.grup DMSO grubu ve
3.grup verteporfin grubudur. Biitiin gruplarda gelisim sirasinda endodermal belirteglere

bakilmistir ve gruplar arasinda anlamli farklar aranmigtir.

Sonuglara gore; verteporfin uygulanan gruplarda endodermal gelisim asamasinda morfolojik
diizensizlikler goriilmiistiir. Hiicre duvarinda, embriyo boyut ve sekillerinde farklilagmalar
olusmustur. Verteporfin uygulanan 7.5 giinliik grupta kontrol ve DMSO ya gore tiim gen
belirteclerinde (Gata6,Foxa2 ve Sox17) ekspresyon, 5.5 ve 6.5 giinliik embriyolara gore

anlamli olarak azalmistir.

Anahtar sozciikler : Hippo sinyal yolagi, endodermal gelisim, verteporfin, ilk hafta

embriyolari



ABSTRACT
THE EFFECT OF VERTEPORFIN OF THE ENDODERMAL

DEVELOPMENT OF THE FIRST WEEK MOUSE EMBRYOS

KUM S. Aydin Adnan Menderes University Health Sciences Institute Histology and
Embryology M.S.c Thesis, Aydin,2018

Three germ layers originating from Epiblast are involved in the formation of various
structures. Endoderm is also one of these three layers and contributes to all organs of the
digestive system. The Hippo signaling pathway is a mechanism involved in organ growth and
differentiation. YAP, the transcription co-activator of this pathway, is also an important part
of this mechanism. These mechanisms work together in endodermal development. Verteporfin
(VP) is a benzoporphyrin derivative that is sensitive to radiation with therapeutic treatments

and a strong and selective inhibitor of Yap, disrupts YAP-TEAD interactions.

This thesis was carried out to investigate the effect of Verteporfin (YAP inhibitor) on
endoderm development in first week stage embryos. Endodermal development was observed
in the expression of Gata6, FoxA2 and Sox17 gene products by inhibiting YAP (Hippo
signaling pathway) in embryos, especially in 5.5/ 6.5/ 7.5 day old mouse embryos. There are
three groups in our work. Group 1; control group, group 2; DMSO group and group 3;
verteporfin group. All groups were examined for endodermal markers during development

and significant differences between groups were sought

According to the results; In the verteporfin-treated groups, morphological irregularities were
observed in the endodermal developmental stage.There are differences in cell wall, embryo
size and shape. Expression in all gene markers (Gata6, Foxa2, and Sox17) was significantly
reduced in the 7.5 day-old group treated with verteporfin compared to 5.5 and 6.5 days of

embryos.

Key words: Hippo signaling pathway, endodermal development, verteporfin, first week

embryos
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1. GIRIS

Cok hiicreli bir organizmanin dokularint ve organlarini iiretmek icin, embriyonik
gelisim sirasinda farkli hiicre tipleri olusturulmalidir. Bu hiicresel ¢esitlendirme siirecinin ilk
adimi ii¢ germ katmaninin olusumu: ektoderm, endoderm ve mezodermdir. Ektoderm sinir
sistemi, epidermis ve c¢esitli noral krest tiirevli dokular1 , endoderm gastrointestinal,
respiratuar ve idrar sistemlerinin yani sira bir¢ok endokrin bezini olusturmaya devam eder, ve
mezoderm notokord, aksiyel iskelet, kikirdak, bag dokusu, gévde kaslari, bobrekler ve kani

olusturacaktir (Kiecker ve ark. 2015).

Fare embriyosu, sikistirma, polarizasyon ve kavitasyon dahil olmak iizere
preimplantasyon asamasinda onemli morfolojik degisimlere ugrar. Bu siirecler ve hiicre
kaderi arasindaki molekiiler baglar, ilk popiilasyonlarin davranigini ve kararliligin1 anlamak

icin ¢ok onemlidir.

Erken fare embriyogenezinde, gen ekspresyonunun ve hiicre sinyalinin zamansal ve
mekansal diizenlenmesi, soy spesifikasyonunu, embriyonik polariteyi, doku progenitorlerinin
paternini ve hiicrelerin ve dokularin morfogenetik hareketini etkiler. Benzersiz olarak
memelilerde, extraembryonik dokular, soy spesifikasyonlar1 ve doku desenleri i¢in sinyal

kaynagidir ( Patrick ve ark. 2007).

Pre-gastrula asamasinda fare embriyosu fincan-seklindedir ve ekstraembriyonik bir dig
tabakadan , visseral endoderm, ve bir i¢ tabaka olan epiblasti igermektedir. Bu asamada

birgok sinyal yolagi ve gen gelisime katki saglamaktadir (Kiecker ve ark. 2015).

Hippo sinyal yolagi , ilk olarak Drosophila'da bulunmustur ve organ biiylikliigiiniin
korunmus bir diizenleyicisidir. Hippo yolunun ¢ekirdegi bir kinaz kaskadi, transkripsiyon
koaktivatorler ve DNA-baglayict partnerlerden olusur. Bu yolak hiicre-hiicre temasi, hiicre
polaritesi ve aktin hiicre iskeleti gibi intrinsik hiicre makinelerinin yani sira hiicresel enerji
durumu, mekanik ipuglar1 ve G-proteini reseptorleri ile harekete gecen hormonal sinyaller de
dahil olmak iizere genis bir sinyal yelpazesi tarafindan diizenlenir. Hippo yolunun baglica
fonksiyonlari, yetiskinlerde doku biiyiimesini kisitlamak ve gelismekte olan organlarda hiicre

cogalmasini, farklilasmasini ve gogiinii modiile etmek i¢in tanimlanmistir. Dahasi, Hippo



yolunun diizensizligi, anormal hiicre biiylimesine ve neoplasiaya yol agmaktadir (Meng ve
ark. 2016) .

YAP , Hippo yolunun merkez mediyatoriinii olustururken, sadece gelisim sirasinda
hiicresel siireclerin ¢esitliligini diizenlemekle kalmaz, ayni zamanda tiimor olusumunda da
onemli bir rol oynar. Bu ylizden YAP etkilesimini inhibe etmek sinyal mekanizmasinin

isleyisinde yapisal bir bozulma ve terapdtik bir yaklasim saglamaktadir.

Fotodinamik terapide (PDT) kullanilan bir foto-hassaslastirici olan Verteporfin,
YAP''n TEAD ile etkilesiminin bir inhibitoriidiir ve bu da, YAP'!n transkripsiyonel
aktivasyonunu engeller. Verteporfin, sitoplazmada YAP"1 tutan ve proteozomda degradasyonu
hedefleyen bir YAP saperon proteini olan 14-3-3c seviyelerinin artmasiyla sitoplazmada
Y AP'nin sekestrasyonunu indiiklemistir. Ancak Verteporfin'in YAP aktivitesini inhibe ettigi

mekanizma hala agikliga kavusturulmaya devam etmektedir. (Wang ve ark. 2016) .

Endodermal gelisim iizerinde birgok genin ve sinyal yolagi mekanizmasiin etkisi
bulunmaktadir. Bu siirecte farkli embriyo giinlerindeki genlerin ve ¢esitli sinyal yolaklarinin

ilerleyesinin incelenmesi , gastrulasyon evresinin aydinlatilmasina yardimci olacaktir.

Bizde bu tezde hippo sinyal yolagini verteporfin ile baskilayarak Gata6, Foxa2 ve
Sox17 gibi endoderme spesifik genlerin endodermal gelisimdeki etkisini incelemeyi

hedefledik.



2. GENEL BIiLGILER

Insan gelisimi devamlilik ve farklilik gdsteren bir siirectir. Disiden gelen oosit ve
erkekten gelen spermin dollenmesiyle baslar. Do6llenme sonucu hiicrelerin  béliinmesi,
farklilagmasi ve go¢ etmesi ile zigot denilen ¢ok hiicreli insan yapist olusmaktadir. Zigot
olusumundan sonra yariklanmanin baslamasiyla bir dizi olay birbirini takip etmektedir.
(Moore ve Persaud, 2016). Blastosit yapisinin olusmasiyla, implantasyon siireci baslar. I¢ ve
dis hiicre kitleleri olusur . I¢ hiicre kitlesine embriyoblast, dis hiicre kiitlesine de trofoblast
denir ve bu iki olusumda kendi i¢inde katmanlara ayrilmaya devam eder. Trofoblastlardan
endometriuma tutunmayi saglayan sitotrofoblastlar olusur, bu hiicrelerinde c¢ogalarak
olusturdugu katmana sinsityotrofoblast denir. Embriyoblast tabakasindan da epiblast ve

hipoblast (bilaminar embriyonik disk) gelisir. (Mitchell ve Sharma, 2009).

O Trafoektoderm ve Turevleri

O Epiblast ve tirevieri

D ilkel endoderm ve turevieri

Ekstraembriyoni
k mezoderm
-Trofoblast

dev hucreleri

Visseral
endoderm

Ektoplasental
koni

Ekstraembriyoni
k ektoderm

implantasyon

Epiblast

Pariyetal Visseral Ektoderm endodermin visseral.
endoderm endoderm ‘endoderm hucreleriile Kesin
Geg blastokist E.5.5 &n-izgi E.6.5-7.0 kaynasmasi E7.5 pfaiss
embriyo Gastrulasyon Gastrulasyon

(erken/orta-cizei) embrivo \sec-ciai) embriyo

Sekil 1. Postimplantasyon Tiirevleri; epiblast, primitif endoderm, trofoektoderm

(Rossant, 2015)

Trofektoderm, gelismekte olan plasentaya ve ayrica trofoblast dev hiicrelerine katkida
bulunur ve tiim sonraki trofoblast soylarina neden olur. Primitif endoderm, ekstraembriyonik
viseral ve parietal endodermin yani sira, definitiv endoderm ile birlikte gelisen bagirsaklara

kiiciik bir katki saglar. Epiblast, implantasyon sonrasi ilkel ektodermi ve gastrulasyonda
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ortaya ¢ikan mezoderm ve definitiv endodermi arttirir. Ekstraembriyonik mezoderm, ilkel
cizgi posteriorundan ortaya cikar. Ilkel hemopoeziste neden olan gelismekte olan vitelliis

kesesinin allantois ve mezoderm tabakalarini olusturur. (Rossant, 2015)

Gelisim 1ilerleyip gastrulasyon evresinde bilaminar germ diskin epiblast ve hipoblast
tabakalari, ii¢ germ katmanindan olusan trilaminar embriyonik diske doniisiir. Gastrulasyon,
insan gelisiminin 15. giiniinde anterior epiblastta olusan ilkel ¢izgi olarak baslar, ilkel ¢izginin
kranyal ucunda yer alan yuvarlatilmig bir ilkel diiglim ile derin bir orta ¢izgi oluk gelistirir.
Ilkel diigiim, ilkel cukur olarak bilinen bir ¢okiintii icerir. Cizgi boyunca gegen ilk hiicreler
anterior epiblasttan koken alan endoderm progenitdr hiicrelerdir. Ilkel ¢izgi icine giren

hiicreler, nihai endodermi olusturan hipoblast tabakasi ile yer degistirirler. (Pansky, 1982)

Daha sonra gelen mezoderm progenitor hiicrelerin posterior dalgalar1 epiblast ve
definitiv endoderm arasindaki mezoderm tabakasini olusturur. Mezoderm olusumu
tamamlandiktan sonra, ilkel ¢izgi i¢ine hiicre gocii sona erer ve kalan epiblast tabakasi

ektoderm olarak adlandirilir.

Ug germ tabakasida epiblasttan koken almakta ve gesitli yapilarin olusumuna katki
saglamaktadir. Endoderm de bu ii¢ tabakadan biridir. Sindirim sisteminin tiim organlarina
katkida bulunur. Endodermal organlarin olusumu dort temel asamaya dayanir ; (Sekil 2)

(Wells ve Melton, 1999)

(a) Gastrulasyon sirasinda endoderm olusumu,
(b) Bir bagirsak tiipiiniin bir hiicre tabakasindan morfogenezi,
(c) Organ alanlarinin tiipden tomurcuklanmasi,

(d) Biiyiiyen tomurcuklarda organ spesifik hiicre tiplerinin farklilasmasi.



E7.5 E8.5 E10.5 E14.5

pancreas
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\v. Panc duodenum
Endoderm Tip Tomurcuk Organ spesifik sito-
Olugumu Olusumu Olugumu farklilagtirma

Sekil 2. Endodermal organlarin olusumu (akciger-Lu; karaciger-Li; mide-St; dorsal
pankreatik tomurcuk-d.Panc; ventral pankreatik tomurcuk-v.Panc ve duodenum/bagirsak int.)

(Wells ve Melton, 1999)

Gastrulasyon ve endoderm formasyonuna bakacak olursak, ilk dnce anterior ilkel ¢izgi
izerinde saptanan embriyonik endoderm (sar1), orta hat boyunca anterior yonde go¢ eder.
Endoderm ve mezoderm migrasyonu gastrulasyon boyunca devam eder (E7-7.5)(Beddington
ve Smith 1993). Oklar, fare gastrulasyonu sirasinda hiicrelerin gociiniin goreceli yollarmi
gosterir. Notokord (pembe), endoderm ve mezoderm (kirmizi) hepsi, epiblast / ilkel ¢izgiden
tiiremistir. Endoderm, lateral mezodermin (kirmizi) migrasyonunun tersine, notokord oncii

hiicrelerininkine benzer bir 6n gé¢ yolunu takip eder. (Sekil 3) (Wells ve Melton, 1999)
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onculleri

Sekil 3. Gastrulasyon ve endoderm formasyonu (Wells ve Melton, 1999)

Endoderm formasyonu tamamlandik¢a, etki eden sinyal yolagi mekanizmalari, genler
ve farkli etkenlerde ortaya g¢ikmaktadir. Biz bu tez de Hippo yolagi iizerinden bir YAP
inhibitorii olan verteporfini kullanarak endodermal gelisimi degerlendirdik. Gelisimin olumlu
ve olumsuz yonleri ortaya konulmustur. Bu c¢alismanin devamlilifini saglamak igin

arastirmalara devam edilecektir.



2.1. Embriyo da birinci hafta gelisimi: Gametogenezis ve Fertilizasyon (dollenme)

Memelilerde, germ hiicrelerinin gelismesiyle erkek ve disi gametlerin olusmasindan
olusan siirece gametogenezis denir.(Gedikli ve ark. 2013) . Bu siire¢ gametlerin veya germ
hiicrelerinin kromozomlarint ve sitoplazmalarini igerir. Fertilizasyon igin sex hiicrelerini
hazirlar. Gametogenezis boyunca, kromozom sayilar1 yariya diiser ve sekilleri degisir. (Moore

ve Persaud, 2016).

Gametogenezis dort faz a ayrilmaistir;

1) Germ hiicrelerinin extraembryonik kdkeni ve gonadlara gogii
2) Mitoz ile germ hiicrelerinin sayisindaki artig
3) Mayoz ile kromozom materyalinde azalma

4) Yapisal ve fonksiyonel olgunlagma (Carlson, 2009).

Gametlerin gelisim siireci iki asamalidir; disilerde oogenezis, erkeklerde de

spermatagonezis olarak gozlemlenir. (Moore ve Persaud, 2016).

2.1.1. Spermatogenezis;

Spermatogenez testis de gergeklesir ve spermatogonyanin ardisik mitoz dalgalarini,
primer ve sekonder spermatositlerin mayozunu ve son olarak da post mayotik spermatidlerin
spermatozoaya matlirasyonunu (spermiogenez)igerir. Spermatozoa da ki fonksiyonel

olgunlagma epididimisde gézlemlenir. (Carlson, 2009).

2.1.2. Oogenezis;

Oogenez, yumurtalik folikiillerinin i¢indeki oositlerin olgunlasmasidir. Yumurtaliktaki
germ hiicreleri, mitoz boliinme ile oogonia a farklilasir ve folikiillerle kapli primer oositlere
olgunlagir. Ergenlik doneminde FSH nin periyodik sekresyonu bazi primer oositlerde mayozu
tetikler, ancak sadece bir tanesi mayozu tamamlar. Bir polar (kutup) govde ve ikincil bir oosit
iiretir. Mayoz II, bir spermin ovumu ddllemesinin ardindan tamamlanir ve ikinci bir polar

govde tretilir. (Pansky, 1982)



Fertilizasyon;

Bir erkek ve bir kadin gametinin (her ikiside haploid), yeni bir bireye doniisen diploid
bir zigot olusturmak {izere flizyonudur. Memelide fertilizasyon, bir spermin basi, yumurtay1
cevreleyen zona pellucidaya tiire 6zgii bir sekilde baglandiginda baslar. Bu sperm igindeki
akrozom reaksiyonunu indiikler yani enzimleri aciga ¢ikartan, akrozomal vesikiiliin igerigini
serbest birakir ve spermin zona boyunca yumurta plazma zarina sindirilmesine yardimci olan
enzimleri agiga ¢ikarir. Spermin yumurta ile fiizyonu, yumurtada Ca®" sinyalini indiikler. Ca®*
sinyali kortikal reaksiyona girmek i¢in yumurtayi, kortikal graniillerin igerigini serbest
birakarak zona pelluciday1r degistiren enzimler dahil aktiflestirir ve boylece ek sperm
flizyonunu 6nler. Ca** sinyali ayrica sperm ve yumurta haploid proniikleuslarinmn bir araya
gelmesinden sonra baglayan zigotun gelisimini de tetikler ve onlarin kromozomlari zigotun ilk
boliinmesine aracilik eden tek bir mitotik ig {izerinde hizalanmistir ( Alberts, Johnson ve ark.

2002).

Fertilizasyonun sonucunda; diploid sayida kromozomun restorasyonu gerceklesir,
kromozomal cinsiyetin belirlenir ve yariklanma baglatilir. Yariklanma boliindiik¢e kiigiilen
blastomerlerin olugmasiyla meydana gelir. Bir seri mitotik boliinmedir. Blastomerler
boliinerek 16 hiicreli morulayr olustururlar. Fertilizasyondan sonra, morula uterusa ulasir ve
icinde bir bosluk olusur ve blastosist ortaya ¢ikar. Daha sonra embriyoya doniisecek olan i¢
hiicre kiitlesi blastosistin kutbuna yerlesir. Blastosist boslugunun c¢evresindeki dis hiicre

kiitlesi ile birlikte trofoblasti olusturur. (Sadler, 2011).

2.2. Embriyoda ikinci hafta gelisimi: bilaminar germ diskin olusumu

Fertilizasyon sonrasi gelisimin 8. giiniinde trofoblast iki farkli tabakaya ayrilir. I¢
tabakay1r olusturan, tek hiicrelerden olusan sitotrofoblatrofst ve dis tabakayr olusturan

sinsitiyotrofoblast. Sitotrofoblastda iki tabakaya ayrilmaktadir; hipoblast ve epiblast tabakasi.

Gelisimin 9. giinlinde sinsityotrofoblast etrafindaki dokular1 agindirir ve blastosistin
endometriyum i¢ine gdmiilmesini saglar. Bu sirada i¢inde kan dolu lakiinalar olusmaya baslar,

bu nedenle bu evre lakiinar evre olarak da bilinir.



Gelisimin 11. ve 12. giinlerinde blastosist endometriyum i¢ine tamamen gOmiiliir.
Sinsityotrofoblast damarlariasindirarak maternal kanin lakiinar ag yapinin i¢ine ve digina girip

cikmasina olanak saglar, boylelikle uteroplasental dolasim kurulur.

Gelisimin 13. giiniinde endometriyal epitelde olusan hasarlar tamamen onarilmistir.

Primer koryonik villuslar olusmaya baslar.

Epiblast tabakasindan koken alarak, tabakanin iistiinde yer alan amniyon boslugunu
amniyoblastlar doser. Hipoblast, ekzosdlomik boslugun ¢atisini olusturmaktadir. Ekzosélomik
membranla devam eden endoderm hiicrelerinden primitif yolk kesesi olusmaktadir (Sadler,

2011, Moore ve Persaud, 2016).

Endometriyal kapiller

Uterin bez

Sinsityo-
trofoblast

Amniyotik Amniyon

cavite
Epiblast Endometriyal
2 epitel
Ekzoso6lomik Sitotofoblast 5
kavite Ekzosdlomik
A membran Hipoblast

Sekil 4. Blastosistin endometriyuma implantasyonu (Moore ve Persaud, 2016).



2.3. Embriyoda iiciincii hafta gelisimi: trilaminar germ diskin olusumu

Gelisimin {g¢iinclii haftasinda primitif diigiimiin embriyonik diskin kaudal ucunda
epitel tabakasmin kalinlagmasiyala primitif ¢izginin olusumuyla hiicre kaderini belirleyen
gastriilasyon evresi baglar ve bilaminar embriyonik disk bu asamada trilaminar embriyonik

diske doniisiir.

Epiblast hiicrelerinin primitif ¢izgiden invajine olmasiyla mezoderm ve endoderm
tabakalar olusur. Iceri gomiilmeyen epiblast hiicreleride ektodermi olusturur. Boylelikle doku

ve organlarin gelisebilecegi lic germ tabakasi, epiblasttan kokenlenerek olusmus olur.

Ucgiincii haftanin basinda primitif ¢izgiden koken alan mezensimal hiicreler notokord
uzantisini olusturur ve bu uzanti gelisim boyunca i¢e dogru uzanarak, aksiyel iskeletin ana
catis1 olan embriyonun primordiyal ekseni olan notokordu olusturur. (Sadler, 2011, Moore ve

Persaud, 2016).
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Sekil 5. Norulasyon (Moore ve Persaud, 2016).

2.4. Endodermal germ tabakasi

Amniyos embriyolarinda (memeliler ve kuslar), gastrulasyon epiblast denen bir epitel
tabakasinda baslar. Epiblasttaki hiicreler, mezenkime epitelden gecerler, ilkel c¢izgi (PS)
boyunca go¢ eder ve orta (mesoderm) veya dis (endoderm) tabakaya dahil edilirler. Definitiv
endoderm (DE) hiicreleri istila eder ve ekstraembryonik doku hiicrelerinin bir dis tabakasini
degistirir, civcivdeki hipoplast ve faredeki visseral endodermi (VE), yolk kesesi gibi
destekleyici yapilar1 olusturur. Calismalar gosterir ki, embriyonik kok hiicreler, bazi
endoderm tiirevlerinin, ¢izgi i¢indeki bir gegici mezendoderm progenitdriinden tiiredigini

gostermektedir (Lawson ve Schoenwolf 2003) .
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Ilkel cizgiden ¢ikan ilk hiicreler, medial ve lateral anterior definitiv endoderm (ADE)

ve aksiyel mezodermin ortaya ¢ikmasina karsi anteriora dogru ilerler (Kimura ve ark. 2006).

Ilkel ¢izgiden cikacak olan endoderm daha sonra posterior endoderme katkida
bulunur. Gastrulasyonun sonunda, Definitiv endoderm (DE), fare embriyosunun dis yiizeyini
cevreleyen bir hiicre tabakasi olacaktir. Molekiiler isaretleme analizi ile birlestirilen erken
hiicre etiketleme caligmalari, ilkel ¢izgi olan definitiv endoderm 'in, visseral endoderm
hiicrelerinin ekstraembriyonik alana yer degistirdigini gostermistir (Tremblay & Zaret 2005).
Ancak son zamanlardaki kanitlar, E8.5-9.5'deki ilkel bagirsak tiipli olusumu sirasinda bile DE
tabakasinda bazi VE hiicrelerinin devam ettigini gostermektedir. (Kwon et al. 2008). Geg
gastrula evresinde endoderminin izlenmesi iki boyutlu bir hiicre tabakasinin ilkel bagirsak

tiipiinii nasil olusturduguna dair fikir vermistir (farede E7.5, civcivde HH4) (Tam et al. 2007).

Gastrulasyon omurgali emriyolarinda {i¢ germ tabakasindan olusur, bunlar ektoderm,
mezoderm ve endoderm olarak bilinmektedir. Endodermal hiicrelerin indiiksiyonu ve
farklilagsmasi ve bagirsak tliptinden tiiretilen organlarin olusumu ektoderm veya mezoderm ile
karsilastirildiginda zayif bir sekilde analiz edilmistir. Bununla birlikte, son yillarda, endoderm
olusumunu bozan zebra balig1 mutantlar1 ve nakavt fareleri ve endoderm olusumunda rol alan
Xenopus genlerinin molekiiler fonksiyonlar1 kapsamli bir sekilde analiz edilmistir. Bu
caligmalar sonucunda, erken omurgali embriyolarinda endoderm gelisimini anlamak oldukca
ilerlemistir. Fare embriyosunda, endoderm progenitdr hiicrelerin dagilimi esas olarak civciv
embriyosundakiyle aynidir. Tiim embriyonik dokunun tek kaynagi olan epiblastta, prekiirsor
embriyonun posterior bolgesinde olas1 endoderm bulunur ( Lawson ve ark. 1986; Lawson ve
Pedersen 1987)

Varsayimsal kafa siiregleri bolgesi de dahil olmak iizere bu bolge, muhtemel
mezodermal bolge ile kismen ortiismektedir. Cizgi olusumundan sonra, 6n endoderm alani
anterior uzanir ve bu anterior bdlge olasi kafa siireci / notokord ile ortiismeye devam eder

(Shivdasani 2002).
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Sekil 6. Fare embriyosunda germ tabakalar1 (Shivdasani 2002).

Ozetle; omurgali endoderm hiicreleri, endoderm kader belirlemesinin ardindan,

zamanin ayrigmasinin meydana geldigi, hem endoderm hem de mezodermin ortak progenitor

hiicrelerinden kaynaklanir. Gastrulasyonda, endoderm progenitor hiicrelerin en azindan bir

kismi, ylizeyden mezodermal hiicrelerin 6niindeki derin bir tabakaya kadar uzanir (Fukuda ve

Kikuchi , 2005)
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Sox17; Bu gen, embriyonik gelisimin diizenlenmesinde ve hiicre kaderinin
belirlenmesinde yer alan SOX (SRY-iliskili HMG-box) transkripsiyon faktorleri ailesini
kodlamaktadir. Embriyonik gelisimin diizenlenmesinde anahtar rol oynar (Viotti ve ark.
2014). Definitive bagirsak endoderminin normal gelisimi i¢in gereklidir. Premeiotik germ

hiicrelerinde muhtemel transkripsiyon aktivatoriidiir (Qu XB ve ark. 2008).

Tiim Sox proteinleri, omurgali genomunda ~30 olmasma ragmen, olduk¢ca benzer
DNA baglama o6zelliklerine sahip, farkli Sox proteinleri hi¢ bir zaman benzersiz olmayan
hedef genleri diizenler (Bowles ve ark. 2000). ) Mevcut fikir, etkilesimli protein ortaklarinin,
Sox protein 6zgiilliigli ve aktivitesinin temel belirleyicileri oldugu, ancak Sox17 durumunda,
etkilesen transkripsiyonel ko-faktorleri daha dnceden bilinmemektedir (Wilson ve Koopman,
2002) . Sox17min hedeflerine ve Sox17'min transkripsiyonunu diizenledigi mekanizmaya
odaklanarak, endoderm gelisimine katki saglamaktadir. Sox17'in bir dizi transkripsiyonel
hedefi tespit edilmistir ve B-katenin'in Sox17'min temel bir transkripsiyonel ortak faktori

oldugu belirlenmistir ve Xenopus da blastula B-katenin dorsal organizatdr gen ekspresyonunu
aktive etmek i¢in Tcf / Lef HMG transkripsiyon faktorleri ile etkilesir (Wodarz ve Nusse,

1998). Sox17 ve PB-katenin, Sox17 hedef genlerini aktive etmek icin isbirligi yapar, P-
kateninin embriyolardan tlikenmesi Sox17 hedef gen ekspresyonunun baskilanmasiyla
sonuglanir (Kamachi ve ark. 2000). HMG kutusu transkripsiyon faktorlerinin Tctf / Lef ailesi,

Sox proteinleri Wnt / B-katenin efektorleri gibi davranabilirler (Sinner ve ark. 2004).

FoxA2; Ug ilgili transkripsiyon faktdriinii iceren bir forkhead transkripsiyon faktorii
ailesinin bir iiyesidir: embriyonik gelisimde yer alan transkripsiyon faktorii, dokuya 6zgili gen
ekspresyonunun  olusturulmast  ve  farklilasmis dokularda gen ekspresyonunun
diizenlenmesinde islev goriir. Niikleosomal ¢ekirdek histonlarla etkilesimler yoluyla diger
proteinler i¢in sikistirilmis kromatini acan ve boylece hedefleyici ve destekleyici bolgelerdeki
baglayici histonlarin yerini alan 'oncii' faktor olarak diistintilmektedir (Tam ve Loebel, 2007).
Notokordun olusumu i¢in embriyonik gelisim gereklidir. Karaciger, pankreas ve akcigerler
gibi ¢oklu endoderm tiirevli organ sistemlerinin gelistirilmesinde; FOXA1 ve FOXA2 gorev
almaktadir. Pluripotent epiblast hiicreleri embriyodaki tiim hiicre soylart i¢in progenitor
hiicreleri olusturur ve {ic ana tohum tabakasini olusturmak i¢in farklilasir: endoderm,

mezoderm ve ektoderm (Beddington ve Robertson, 1999 )
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Epiblast hiicre kaderinin klonal analizi, E6.5'deki erken ¢izgi embriyosunda, posterior
epiblastin proksimalinin {igte birinin, ekstra embriyonik mezoderm ve primordial germ
hiicrelerinin Onciillerini igerdigini ortaya ¢ikarmistir. Bunun aksine, epiblastin distal bolgesi
tiim noral ektodermin Onciillerini igerir ve ara posterior; epiblast, anterior; mezoderm ve

definitiv endoderm i¢in Onciileri igerir (Lawson and Pedersen, 1992) .

Gastrolasyonun ¢esitli asamalarinda, ilkel ¢izgi (PS), viicudun farkli boliimleri i¢in
hedeflenen farkli mezodermal ve endodermal soylarin 6ncii hiicrelerini icerir. Foxa2 posterior
epiblastta erken evreden itibaren eksprese edilir ve daha sonra anterior definitiv endoderm
(ADE) ve bas siireci, prekordal plak, notokord ve node'den olusan aksiyal mezoderm ile

sinirlandirilir (Burtscher ve Lickert 2009)

Gata 6: GATA4 ve GATAG transkripsiyon faktorleri, extraembryonic endoderm
soylarinin belirtecleridir ve GATA6min visseral endoderm gelisimi i¢in gereklidir. (Morrisey
ve ark. 1998; Koutsourakis ve ark. 1999). Hiicre kiiltiirii calismalarinda, GATA4 veya
GATA6"in transfeksiyonu ve ekspresyonu, Oct-3/4 ekspresyonunu downregiile etmek ve
embriyonik kok (ES) hiicrelerinin ilkel endoderm farklilasmasini indiiklemek i¢in yeterlidir

(Fujikura et al. 2002).

GATAG6 ve GATAA4, baglangicta ilkel endoderm hiicrelerinde ifade edilir. Embriyonik
giinde (E) 5.0, parietal endoderm hiicreleri GATA4 ve GATAG6'y1 ifade etmeye devam eder,
bununla birlikte, visseral endoderm hiicreleri GATA4'i eksprese eder, ancak GATA6in
azaltilmig bir ifadesini sergiler. GATA6'nin ekspresyonu, paryetal endodermin visseral

endoderm soylarindan ayrilmasini saglar (Cai ve ark. 2008) .

2.5. Embriyo pozisyonlari

Omurgalilarin ii¢ ana viicut ekseni vardir: anterior-posterior (A-P), dorsal-ventral (D-
V) ve sol-sag (Left-Right) eksenleri. Bir¢cok hayvan tiiriinde, A-P ekseni, ilk morfolojik olarak
ayirt edilebilir viicut eksenidir. A — P ekseninin kurulmasi, erken molekiiler asimetriye
dayanmaktadir. Drosophila melanogaster'de, oositin iki kutbu boyunca maternal mRNA'larin
asimetrik birikimi ile oojenez sirasinda A-P ekseni tanimlanmistir. (Huynh ve St. Johnston

2004)
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Sekil 7. Erken fare embriyo gelisiminde eksen olusumu. Erken blastosiste, Em — Ab

(embriyo-abembriyo) eksent, i¢ hiicre kiitlesinin (ICM) pozisyonu ile tanimlanir.

Implantasyondan sonra, geg blastosistin Em — Ab ekseni ve Pro — D (proximal-distal axis)

ekseni ayni1 yonde hizalanir. Proksimal taraf rahimdeki mezometrial tarafa karsilik gelir.

ES5.5'ten E6.5'e kadar, bir embriyonun anterior-posterior (A-P) ekseni, DVE migrasyonu ile

olusur ve bunu AVE formasyonu izl

er.( Takaoka 2014)
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Farede, A-P asimetrisini gelistirmeye yonelik ilk siire¢ yeterince anlasilmamis
olmasma ragmen, erken A-P molekiiler asimetrisinin en azindan peri implantasyon
embriyolarina kadar izlenebildigini gosterilmistir. Fertile olmus fare yumurtasi hiicre
boliinmelerine ugrar, blastomer sayisim arttirir ve E3.5'te erken blastosist agamasina ulasir.
Erken blastosist iki tip hiicreden olusur: i¢ hiicre kiitlesi (ICM) ve trofektoderm (TE). ICM,
embriyonik dokulara katkida bulunurken, TE plasental dokulara katkida bulunur. (Yamanaka

ve ark. 2006 ).

ICM ve kavitesinin oryantasyonu blastosistin embriyonik-abembriyonik (Em — Ab)
eksenini tanimlar. Ge¢ blastosiste, Em — Ab ekseni, rahmin mezometriyal dokusunda
implantasyon alanina referans olarak proksimal-distal (Pro-D) eksene karsilik gelir. Bu
asamada, ICM iki hiicre soyuna katkida bulunmustur: PrE ve epiblast (EPI). PrE ilk
blastocoelic kaviteye bitisik bir epitelyal tek tabakali olarak goriiniir. (Rossant ve Tam 2009).
E5.5'e gore, PrE, Epi'nin yiizeyini kaplayan VE'ye TE boyunca yer alan paryetal endodermi
(PE) ortaya ¢ikarir. E5.5'te embriyonun distal ucunda yer alan VE hiicrelerinin bir alt
kiimesine DVE denir. DVE hiicreleri, gelecekteki anterior tarafa dogru go¢ etmeye baslar.

E6.5'te, AVE hiicreleri gergekten anterior tarafta bulunur.( Takaoka ve Hamada 2012 ).

AVE'den tiiretilen sinyaller, karsi taraftaki Epi ve ilkel cizgi (PS) lizerinde kafa
yapilarini indiikler; bunu, embriyolarda kafa-kuyruk paterni ve segmentasyon geligsmesi izler.

(Tam ve Loebel 2007 )
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Sekil 8. Fare embriyosu gelisimi sirasinda A-P ekseni olusumu. DVE ve AVE'nin A —
P ekseni boyunca embriyo paternindeki kokeni ve gogleri. DVE soyu yesil olarak gosterilir ve
AVE soyu mor hiicrelerde gosterilir; kati renklendirme, Leftyl'i eksprese eden hiicreleri
gosterirken, sadece anahatta renklendirmek, Leftyl ifadesi olmayan hiicreleri gosterir. (a)
E4.2'de, Leftyl DVE progenitérlerinde (yesil) ifade edilir. (b) Leftyl ekspresyonunu koruyan
fakat Cerll ve Hex gibi diger DVE belirtegleri i¢in negatif olan immatiir DVE hiicreleri,
embriyonun E5.2'deki uzak ucunda bulunur. (¢) E5.5'te, olgunlasmis DVE hiicreleri Leftyl ve
diger DVE isaretleyicilerini ifade eder. DVE hiicrelerinin sekilleri siitun sekline doniistir.
DVE hiicreleri embriyonun gelecekteki anterior tarafina go¢ eder. (d) ES.7'de, DVE hiicreleri
uzak uctan uzaklasir ve Leftyl ifadesi i¢in negatif olan VE hiicreleri (acik magenta sekilleri)
uzak uclara dogru hareket eder ve yeni AVE hiicreleri haline gelir. (e) E6.0'da, embriyonik /
ekstra embriyonik birlesme noktasina ulagan DVE hiicreleri, lateral olarak gog¢ eder ve Leftyl
de dahil olmak iizere DVE markerlarinin ifadesini kaybeder. AVE hiicreleri distal ugta yeni
olusturulmakta ve ayrica proksimal tarafa dogru goc etmektedir. (f) E6.5'te, AVE embriyonun

anterior tarafini iggal eder ve Epi'de A — P ekseni olusturur. ( Takaoka 2014)

Canl1 dokularin sadece genler ve enzimler gibi biyokimyasal 6zelliklerine degil, ayni

zamanda mekanik stres, boyut, sekil ve sertlik gibi fiziksel 6zelliklere de sahip olduklar1 goz
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Online alindiginda, embriyogenezin fiziksel yoOnlerinin agikliga kavusturulmasi, bize

morfogenetik siirecler konusunda yeni 6zellikler kazandirabilir. (Rossant ve Tam, 2004)

Son ¢alismalarda tli¢ boyutlu doku morfojenezi ve organogenez gibi karmasik biyolojik
stireclerin hiicre ve dokularin mekanik 06zellikleri tarafindan kontrol edildigini ortaya
¢ikarmaya basladi. Ornegin, mezenkimal kok hiicrelerin hiicre kaderi 6zellesmesi hiicre dis

matriksin sertligine baglidir. (Engler ve ark. 2006).

Implantasyonun yénelimi ile embriyonun gelecekteki kesin eksenleri arasindaki iliski
incelenmis olmasina ragmen, embriyonun anterior-posterior (A-P) ekseninin kurulmasinda

uterus ortaminin nasil yer aldigi hakkinda ¢ok az bilgi bulunmaktadir. (Mesnard ve ark. 2004)

Embriyoda uterus epitelinden implante edilen bir ¢canak benzeri blastokistten ince bir
yumurta silindiri sekline gegisi; Ayni zamanda, embriyonun distal ucunda lokal olarak
kirilmis epiblast (BM) ekstraembriyonik ektoderm (ExE) ve visseral endoderm (VE)
arasindaki sinir ve sonug¢ olarak embriyonun proksimal A-P ekseni proksimal distal (P-D)
yonii ile birlikte olusur. Geg blastosit olarak adlandirilan fare embriyolari, embriyonik giin (E)
4.5 civarinda uterus epitelyumu iizerine implant yapildiginda, birka¢ erken hiicre soyu zaten
belirtilmistir. Baslangigta, blastomerler erken blastosist asamasi, yani E3.5'te dis
trofofektoderm (TE) ve i¢ hiicre kiitlesi (ICM) i¢ine ayrilir. E4.5'teki geg blastosist asamasi ile
ICM, epiblast ve ilkel endoderm i¢ine ayrilir. Bundan sonra, ilkel endoderm iki
ekstraembriyonik endoderm tabakasina, yani duvar TE'ye yayilan parietal endodermin ve
epiblasti kapsayan visseral endoderm (VE) ve kutupsal TE'nin bir tiirevi olan EXE ortaya

cikmasina neden olur. (Matsuo ve Hiramatsu 2017)
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ICM :ig hiicre kitlesi TG: Trofoblastik dev hiicreler

PE: ilkel endoderm RM: Reichert in membrani

TE: Trofoektoderm ExE: Ekstraembriyonik ektoderm
EC: Ektoplasental koni DVE: Distal visseral endoderm
Epi: Epiblast AVE: Anterior visseral endoderm

VE: Visseral endoderm PS: ilkel gizgi
PaE: Pariyetal endoderm

implantasyon

E3.5 E4.5 E4.75

Sekil 9 . Fare embriyosunda erken hiicre soy spesifikasyonu ve A-P ekseni olusumu.

E4.5 giinliik fare embriyolarinda (geg blastosistler) uterus epiteli lizerinde implant
olmustur. Implante edilen embriyonun baslangi¢ eksen polarizasyonu, E5.5'te distal viseral
endoderm (DVE) hiicrelerinin ortaya ¢ikmasi ile proksimal (Pr) -distal (D) oryantasyonu ile
birlikte belirgindir. DVE hiicreleri E6.0 da anterior visseral endoderm (AVE) olusturan,
gelecekteki anterior tarafa dogru go¢ eder. Daha sonra ilkel ¢izgiden-tiiretilmis gelismekte
olan mezoderm, E6.25'te AVE'nin karsit yerinde olusmaya baslar. (Matsuo ve Hiramatsu

2017)

2.6. Hippo sinyal yolag:

Hippo sinyal yolu, hiicresel proliferasyon, hayatta kalma ve farklilagma diizenlenmesi
yoluyla organ biiyiikliigiinii kontrol eden karmasik bir proteinler agidir (Huang ve ark. 2005).
Hippo sinyal yolagi omurgalilarda ve Drosophilada, organ uygun sekilde diizenlenip
bliylimesinde ortaya ¢ikan ve korunan bir yolakdir. Hippo yolu, olduk¢a korunmus bir
cekirdek kinaz kaskadindan olusur. Coklu {ist akis girisleri tarafindan diizenlenir ve coklu
transkripsiyonel ¢iktilara sahiptir (Halder ve Johnson 2011). Baslangicta ii¢ tist diizey faktor
belirlenmistir, bunlar, Ste20 benzeri kinaz Hippo (Hpo), NDR benzeri kinaz —Warts (Wts) ve
adaptor protein Salvador (Sav) dur. Daha sonrasinda Mob-benzeri -tliimdr-baskilayici (Mats)
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ve yolun en énemli alt mediyatoriinii de igeren transkripsiyonel diizenleyici Yorkie (Yki) gibi
diger bazi yol bilesenleride dahil edilmistir (Varelas ve Wrana 2012) . Hippo yolaginin
diizensizligi dokularin asir1 bir sekilde biliylimesine sebep olur. Proliferasyonun ve apoptozun
kilit diizenleyiceleri olan, drosophila da Yki ve memelilerde YAP ve TAZ transkripsiyon ko-
aktivatorlerinin inhibisyonu ve fosforilasyonu ile Hippo sinyal yolaginda organ biiyiimesi

sinirlanir (Zhao ve ark. 2011) .

YAP, TAZ ve Yki, Hippo yolag: ile fosforile ve inhibe olur. YAP, TAZ ve Yki'nin
transkripsiyon koaktivatorlerinin fosforilasyonu ve inhibisyonu, Lats ve Wts kinazlari

tarafindan gergeklestirilir (Guan ve ark. 2010) .

2.6.1. Embriyo Gelisiminde Hippo Sinyal Yolag

Fare embriyosunun gelisiminin bircok evresi, maternal uterin epiteline yapisarak
gerceklesir. Bu yiizden fare gelisiminin karakteristik 6zellikleri iki hiicre grubunun
jenerasyonudur. Bunlar embriyonik ve ektraembriyonik dokulardir. Bu nedenle
preimplantasyon gelisiminin 6nemli rolii ekstra embriyonik dokularin embriyonun uterusa
implante olmasi icin gereklidir. Preimpilantasyon gelisim boyunca, fare embriyo gelisimi kist-
benzeri yap1 olarak adlandirilan blastokist icinde gelisir. Blastokist iki hiicre tipinden
meydana gelmektedir: trofoektoderm (TE) ; sivi dolu bir boslugu ¢evreleyen epitel levha,
blastosel (blastokist kavitesi) ve i¢ hiicre kitlesi (ICM) ; trofoektodermin igine yapisik hiicre
grubu. Trofoektoderm hiicreleri plasentada dahil olmak {iizere ektraembriyonik dokulari
olusturarak implantasyona katilirlar. Bu yiizden TE nin belirlenmesi fare embriyolarinda ilk

hiicresel olaydir (Sasaki 2010) .

YAP/TAZ 1 niiklear ya da sitoplazmik dagilimi1 fare embriyolarinda hiicrelerin birinci
kaderini belirler. Bu karar ya i¢ hiicre kitlesini (ICM) ya da trofoektodermi (TE) olusturur. Ilk
islemlerden biri embriyonun kompaksiyonunda meydana gelir ve 8hiicre asamasinda hiicreler
adherens ve tight junction ve apikal —bazal polarite kazanir. Hiicrelerde boliinme sirasinda i¢
hiicredekiler daha fazla kompakt olup polaritelerini kaybederler, dis hiicrelerden farkli
YAP/TAZ dagilimina sahip olurlar (Sekill2).

Blastosist evresinde YAP/TAZ dis TE hiicrelerinin niikleusunda birikirken, ICM
hiicrelerinin sitoplazmasinda dagilmis olarak bulunur. Nuklear TAZ ve YAP, TEAD
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transkripsiyon faktoriinii kontrol eder, bu transkripsiyonel faktdorde TE-spesifik Cdx2
indiikleyen trankskripsiyonel programlar1 igerir. TEAD4 iin delesyonu, Cdx2 nin
ekspresyonunun kaybiyla sonuglanir, bu da TE nin kurulmasinda basarisiz embriyolara neden

olur(Varelas 2014).

Trofoektoderm

Dusuk hiicre kompaksiyonu Yiksek hiicre kompaksiyonu

Sekil 10. Moruladan blastosist evresine gelisen fare embriyosu, i¢ ve dig hiicreler
apikal —bazal polarite ile farklilik kazanir. Buda TAZ-Y AP(kirmiz1) lokalizasyonuna baghdir.
TAZ-YAP daha az kompaksiyonda nuklear lokalizasyon gosterir, fakat polarize olur, boylece
dis hiicrelerden trofoektoderm olusur. Bunun aksine, i¢ hiicre kitlesindeki apolar hiicrelerin
kompaksiyonu, sitoplazmik TAZ-YAP lokalizasyonunu destekler ( Varelas 2014, 141, 1614-
1626)

Ayni zamanda YAP/TAZ 1n delesyonu hiicre kaderindeki 6zellesmede defektlerle
sonuglanirken, morulada TE ve ICM nin 6zellesmesinden 6nce embriyonun dliimiine yol agar.
YAP ve TAZ 1n gelisimin bu evresinde gereksiz aktive olmasi, YAP veya TAZ 1n sadece
delesyonuyla preimplantasyon defektlerini olusturmaz (Nishioka ve ark. 2009).

Son ¢alismalarda oksidatif stresin bastirilmasi kosullarinda TEAD4 eksik embriyolar

kiiltiire edildiginde blastosiste doniisebildigi gosterilmistir. TEAD4 iin varlii, embriyoyu
reaktif oksijen tiirlerinin (ROS) birikiminden korur (Kotaro ve ark. 2013).
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YAP/TAZ 1n nuklear lokalizasyonu, LATs1/2 delesyonundan sonuglanir, bu da giiclii
Cdx2 ekspresyonunu saglar ve ICM nin kendine uygun 6zelliklerini korur. LATS1/2 nin
aktivitesini diizenleyici Mobla ve Moblb nin nakavti yaklagik E6,5 giinliik embriyonun
gastrulasyona gecis evresinde gelisimsel defektlerle sonuglanir. Latsl/2- delesyonlu
embriyolar gibi Amot ve Amotl2 nin tiikenmesiyle niiklear YAP lokalizasyonundaki ve Cdx2
ekspresyonun i¢ ve dis hiicre kitlesi popiilasyonu boyunca artis1 bazi pre-implantasyon
defektlerine sebep olur. Bu defektler Amot veya Amotl2 nin yalmiz birinin tek basina
tilkkenmesiyle ortaya ¢ikmaz. Mekanistik caligmalar pre-implantasyon embriyolarin i¢ hiicre
kiitlesinde LATS1/2 nin AMOT un fosforilasyonunu indiikledigi, hiicre membraninda NF2 ile
iliskisini tesvik ettigi ve sonu¢ olarak da YAP/TAZ i fosforilasyonunu arttirdigi
gosterilmistir (Hirate ve ark. 2013).

Hiicre-hiicre baglantilarindan yoksun oldugu zaman pre-implantasyon embriyo
blastomerleri gelecekteki olusturacaklari soy hatlarin1 segememektedir. Bu blastomerlerin bir
cogu rastgele izole edilip biiyiitiildiigiinde siklikla Cdx2 iceren c¢oklu soy hatlarina-spesifik
belirtecler agiga ¢ikarmislardir. Fare embriyolarina siRNA enjeksiyonuyla, LATS 1 ve LATs2
kinazlarin erken embriyo evresinde gegici olarak azalmasini basarmislardir (Chanchao ve ark.

2013).

Erken fare embriyolarinin kompaksiyonu boyunca epitelyumun ilk polarize olusumu,
trofoektoderm de, Hippo sinyal aktivitesinin kapali oldugu ve YAP 1n nuklear birikimine
onciiliik ettigi ve YAP-TEAD iligkili genlerin eksprese ettigi bulunmustur. Bu durumda yolak
memeli embriyolarinda hiicre ¢ogalmasi yerine ilk ve 6nemli hiicre kaderi kararlarindan birini
diizenler. Bu karar uygun embriyo olusumunu saglayan i¢ hiicre kiitlesi ile trofoektoderm
ayrrmuini belirler. I¢ hiicre kitlesi epitel polarite olusturmamasina ragmen, sahip olduklar
kadherin aracili baglantilar ve tight junction iligkili protein olan angiomotin ile kadherin
iliskili baglantilar Hippo sinyal yolagmi aktive ederek YAP 1in nukleus dan disart
cikarilmasini saglar. Kompaksiyon boyunca dis hiicreler epitelizasyona ugradiginda, polarite
proteinleri apikal domaine angiomotini ayirmak icin hareket eder. Bu da adherens-junction—
angiomotin veya cadherin—angiomotin kaybina Onciiliik ederek Hippo yolagini uyarir. Bu
yiizden kompaksiyon sirasinda hiicre polaritesinin kurulmast Hippo sinyal yolagin1 kapatarak
YAP ve TEAD 1n hedef genlere aktivasyonuyla sonuglanir. Fare embriyolarinin
kompaksiyonu boyunca HIPPO-YAP sinyal yolag cesitli yollarla diizenlenir. Bunlardan

birincisi, i¢ hiicre kitlesi ve trofoektodermde e-cadherinin eksprese olmasina ragmen, giicli
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bir e-cadherin aracili adhezyon aktivasyoniu ve tam bir zonular adherens tip adherens baglanti
olusumu kompaksiyon sirasinda trofoektodermi olusturur. Bu yiizden trofoektodermde Hippo
sinyal yolaginin kaybinda, biiyiik 6l¢iide kadherin-adhezyon ve adherens junction olusumu
meydana gelir. Ikincisi, polarite protein komplekslerinin epitel polarizasyona dolayli olarak
aracilik etmesi Hippo sinyal aktivitesinin kaybina yol acar. Bununla birlikte, Hippo yolagi ig
hiicrede doku yapisinin bir yoniinii okurken dis hiicre tabakasinda epitel adhezyon ve polarite
proteinlerinden yararlanir. Erken fare embriyolarinda, i¢ hiicre kitlesinin pluripotent
hiicrelerinde Y AP niikleus disindayken, niiklear aktivitenin somatik kok hiicrelerde kok hiicre

ozellikleri ile iliskili oldugu bulunmustur (Sekil13)( Barry ve ark. 2014).

| . Polarize dis hiicre
(TE Farklilastirma)

AMOT

| _ Polarize olmayan
i¢ hucre
pluripotent ESCs

Erken blastokist

Sekil 11. Erken fare embriyolarinda adhezyon ve epitel polarizasyon tarafindan, hiicre
hat1 ve pluripotentligin Hippo yolag:i aracili regiilasyonu. Pre-implantasyon evresinde fare
embriyolarin kompaksiyonu iki farkli hiicre hattinin, trofoektoderm(TE) ve i¢ hiicre kitlesi
(ICM) gelismesine Onciiliikk eder. TE e-cadherin aracili adherens junction, tight junction ve

apikal-bazolateral polarite ile polarize epiteldir, bu da plasentada ektraembriyonik dokunun
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farklilagmasini saglar. ICM nin igerdigi adheziv hiicreler non-polarizedir ve pluripotent kok
hiicre(ESCs)  formundadirlar, tam bir embriyoyu olusturur. Angiomotinin(AMOT) e-
cadherin-catenin komplekslerine ¢agrilmasi i¢ hiicre kitlesinde Hippo sinyal yolagini sitiimiile
eder, Yap 1n nukleusdan disariya ¢ikarilmasini saglayarak transkripsiyonel aktivitesini azaltir.
Boylece pluripotent gen olan Nanog un ekspresyonuna izin verilir. Epitelizasyon boyunca
polarite protein kompleksleriyle dis hiicre kitlesinin apikal domaninde AMOT kisitlanir,
Hippo yolagmin sinyalinin azalmasma onciiliik eder, YAP 1 niiklear birikimine ve TE-
spesifik transkripsiyon faktor olan Cdx2 nin transkripsiyonel aktivasyonunu saglar (Gumbiner

ve Kim 2014).

2.6.2. Hippo yolagindaki ¢ekirdek komponentler

Hippo yolunun temel bilesenleri ilk olarak Drosophila melanogaster'da kesfedilmistir
(Blandino ve ark 2014) . Bu bulgulara dayanarak, Hippo yolu bir kanser baskilayict yolak
olarak tanimlanmigstir. Paralel olarak, memeliler dahil olmak iizere diger organizmalarda,
yolagin homolog bilesenleri kesfedilmistir (Varelas and Wrana, 2012) . Hippo yolu ana
bilesenleri tablo 1'de listelenmistir (Blandino ve ark 2014).

Memeliler Drosophila Baglanti Hicre iskeleti
Lokalizasyonu etkilesimi

MST1/2 Hpo (Hippo) v

Sav1 Sav (Salvador)

Lats1/2 Wis (Warts) Vv

Mob1a, Mob1b Mats

YAP/TAZ Yki v

Tablo 1. Hippo Sinyal Yolu Cekirdek Komponentleri (Blandino 2014)

Bunlar adaptor proteinleri ile iligkili iki serin / treonin kinaz igerir: Birincisi adaptor
protein Salvador (Sav) (memelilerde MST1 / 2 ve Savl) ile STE20 kinaz Hippo (Hpo) (Callus
et al., 2006 ) ve ikincisi ise NDR kinaz Warts (Wts) ile iliskili iskelet proteini Mats
(memelilerde Mobl ile iliskili Lats1 / 2). (Chan ve ark. 2005; Praskova ve ark 2008; Wu ve
ark. 2003).
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Drosophila Hpo ve memeli MST1 / 2 Sav proteinini direkt olarak baglar ve Sav
kendini ve Mats (Savl ve Mobl memeli komonentleri) fosforile ve aktive edebilir (Haoet
2008) . Drosophila Mats ve memeli de Mobl etkilesimide, sirasiyla Wts ve Latsl / 2 ile
fosforile edilir. Wts-Mats ve Lats1 / 2-Mob fosforilati, transkripsiyonel koaktivator Yki'nin ve
memeli muadilleri YAP ve TAZ'n spesifik kalitilaridir. Yki ve YAP / TAZ fosforilasyonu,

14-3-3 baglanmasi yoluyla sitoplazmik sekestrasyonuna neden olur (Dong et al. 2007).

TAZ / Y AP niikleer fonksiyonlarini transkripsiyonel koaktivator olarak inhibe ederken
sitoplazmik rollerini veya proteazomal bozulmalarmi tesvik eder. (Liu et al. 2010) . Sadece
Hippo yolu cekirdek kinazlari YAP ve TAZ niikleer aktivitesini diizenleyebilir. Ornegin,
yakin zamanda gosterilmistir ki SIRT1 proteini, hepatoseliiler karsinom hiicrelerinin (HCC)

deasetilasyonu ile YAP2 izoformunu aktive edebilir. (Mao et al. 2014).

Dahasi, YAP ve TAZ, ; Wnt, TgfP ve Notch gibi diger bazi sinyal yollar1 arasindaki
donemecte yer alir ( Barry ve Camargo, 2013). Aksine, Hippo yolagi temel bilesenleri, YAP /
TAZ regiilasyonundan bagimsiz olarak hiicre dongiisii kontroliine dahil olabilir. Ornegin
Mstl'in YAP fosforilasyonundan bagimsiz olarak hasarli kardiyomiyositlerde apoptosisi

tesvik ettigi gosterilmistir. (Maejima ve ark. 2013).

Bu durumda, Mstl'in alternatif olarak Atgl4LVps34 veya Bcl-2 proteinine baglanan
bir protein olan beclinl'i fosforile ettigi gosterilmistir. Normal kosullarda, beclin 1
kompleksleri Atgl4L-Vps34 ile Makro molekiiler proteinlerin ve hasarli organellerin geri
dontisiimii i¢in gerekli bir islem olan otofajiyi destekler. Bu arada, Bcl-2 Bax't keser ve
apoptosisi engeller. Mstl, hiicresel stres sirasinda Thr108'de Beclinl'i fosforlar. Bu Atgl4L-
Vps34 gelen Beclinl ayrismasina neden olur. Bu da apoptosise yol agar (Sardo ve ark 2014).

2.7. Hippo sinyal yolaginda Verteporfin

Otofaji, hiicrelerin hem bir temizlik mekanizmasi olarak hem de besin yoksunlugu gibi
hiicre dis1 strese yanit olarak sitoplazmik materyalleri parcalamasina ve geri doniistiirmesine
olanak saglar. Son ¢aligmalar, otofajinin, birka¢ kanser terapisi ajanina yanit olarak koruyucu
bir mekanizma olarak islev gordiiglinii ve bunun da prospektif bir tedavi hedefi oldugunu

gdstermektedir. In vivo otofaji inhibisyonunun terapédtik potansiyelini test etmek igin uygun
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birka¢ farmakolojik inhibitér bilinmektedir. 3.500 ilag ve farmakolojik ajani taramak igin
otomatik bir mikroskopi testi kullanilmistir ve otofagoz birikmesi inhibitorii olarak bir ilag
olan verteporfin tanimlanmistir. Verteporfin (Visudyne), giiclii ve secici bir Yap
inhibitoriidiir, YAP-TEAD etkilesimlerini bozar ve YAP'nin EC50 ~ 100 nM ile tripsin

ayrigsmasini artirir (Konstantinou ve ark. 2017)

Verteporfin (VP), tipta tedavi edici uygulamalarla 1s1ga duyarli bir benzoporfirin
tiirevidir. Isik aktivasyonu altinda (689 nm) VP, oksijenin varliginda hiicre ve doku hasarina
yol acgan yiiksek oranda reaktif oksijen radikalleri ile sonuglanan elektronik olarak uyarilmig

bir duruma geger (Miller 2008) .

Yeni anormal damarlar1 tahrip etmek, akut lokal serbest radikal olusumu, vaskiiler
endotelyum ve trombiis olusumunun yaralanmasina aracilik etmek {izere ozellikle
oftalmolojik hastaliklarda Fotodinamik Tedavi'de (PDT) bir 1s18a duyarli hale getirici olarak
kullanilmaktadir (Renno ve ark. 2001)

Ozellikle, 1sikla aktive olmayan VP'nin, HIPPO biiyiime diizenleyici yolunun
transkripsiyonel ¢iktisini, Yes iligkili proteine (YAPI tarafindan kodlanan YAP) baglanarak
inhibe eder ve hepatoseliiler karsinom, retinoblastoma ve uveal melanoma biiyiimesini inhibe

eden YAP1-TEAD / TEF kompleksini bozar (Lyubasyuk ve ark. 2015) .

Isiksiz aktive edilmis VP'nin, p62 gibi otofaj makinelerinde yer alan yiiksek molekiiler
agirlikli protein komplekslerinin (HMWC) olusumunu indiikleyerek otofajiyi inhibe ettigi ve
1sikla aktive olmayan VP'nin, HMWC proteotoksisitesi yoluyla kolon kanseri hiicre

biiylimesini inhibe edebilecegi one siiriilmektedir (Zhang ve ark. 2015) .

Verteporfin, fotodinamik tedavide kullanilan benzoporfirin tiirevi oldugu i¢in, ancak
151k aktivasyonu olmadan otofajiyi inhibe eder. Verteporfin, otofajik uyaranlara yanit olarak
LC3 / Atg8 isleme veya membran alimimi engellemez, ancak ilag ve agliga bagli otofajik
degradasyonu ve sitoplazmik materyallerin otofajomomlara ayrilmasini inhibe eder. Yapisal
analoglarin analizi, verteporfin aktivitesinin, porfirin ¢ekirdeginin A halkasinda stibstitiie bir
sikloheksadien varligini gerektirdigini, ancak C ve D halkalarinda birtakim biiylik ikame
maddelerini tolere edebildigini gostermistir. Verteporfin, CQ varliginda otofagozom
birikmesinin bir inhibitorii olarak tanimlandiktan sonra, rapamisin veya serum yoksunlugu

gibi 1yi karakterize edilmis otofajik uyaranlara yanit olarak bu ilacin otofatazom olusumunu
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inhibe edip edemeyecegine bakilmigtir. 30 nM rapamisin veya serumsuz ortama hiicresel
maruziyet noktalama EGFP-LC3 floresaninda 6nemli bir artigsa sebebiyet verir. Verteporfin ile
eszamanli tedavi hem rapamisin kaynakli hem de acliga bagli punktat EGFP-LC3 floresansini

ve artan sitoplazmik floresani azaltmistir ( Donohue ve ark. 2011) .
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3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlarmnin Temini

Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 biriminden ortalama
30-35 gr agirhiginda gebe olmayan Balb/c cinsi 60 adet disi ve 10 adet erkek fare temin
edilerek, ciftlestirilmek tizere deney diizenegi tasarlanmistir. Temin edilen fareler, belirli
sayilarda kafeslere yerlestirildikten sonra, diizenli olarak kafes temizligi, yem ve su ihtiyaglar

karisilanmistir ve en uygun 1sil1 odalarda uygun sartlarda barindirilmiglardir.

Calismaya baslamadan dnce Adnan Menderes Universitesi HADYEK kurulundan etik
kurul onay1 alinmistir (Etik kurul no: 2015-107).

3.2. Deney Hayvanlarinin Gruplandirilmasi

Bu c¢aligmada embriyolar belirlenen giinlere gore kontrol grubu, DMSO (Dimetil
Siilfoksit) grubu ve ilag olarak Verteporfin grubu olmak iizere siniflandirilmistir. Her bir
grupta kendi i¢inde embriyo giinlerine gore ayrilacaktir. Embriyolarin ¢alisilma giinleri 5.5 /
6.5/ 75/ 85/ 95/ 10.5 giinlik olarak belirlenmistir. Ancak 8.5 / 9.5 / 10.5 giinliik
embriyolarin temini saglanip sonra ki preparasyon islemlerinde ve ardindan da goriintiileme
asamasinda olusan fazla 1smma maruz kalmalari sebebiyle bozuldugundan goriintii
saglanamamustir, bu yiizden bu gruplar deneyden cikarilmistir. Fareler gebelige iki disi, bir
erkek olacak sekilde konmustur. Her giin diizenli olarak sabah ve aksam olmak iizere vajinal
plak kontrolii yapilmistir. Vajinal plak gozlemlenen fareler 0,5 inci giinlerinde sayilarak
degerlendirilmeye alinmistir. Hedeflenen giinlere ulasan fareler disekte edilerek,

immiinofloresan prosediirii uygulanmustir.

1. Grup: kontrol grubudur. Deney boyunca bu grup higbir ila¢ uygulamasina maruz
kalmamis, sadece gebelige konulup istenilen giinlerde kesilen embriyolarin

incelenecegi gruptur.

2. Grup: DMSO (Dimetil Siilfoksit) grubudur. Gebe sayilan farelerde, hedeflenen
giinlerde ¢ikarilan embriyolara DMSO uygulandiktan sonra immiinofloresan

prosediirii uygulanip, embriyolarin incelenecegi gruptur.
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3. Grup: Verteporfin (ilag) grubudur. Gebe sayilan farelerde, hedeflenen giinlerde
cikarilan embriyolara Verteporfin uygulandiktan sonra immiinofloresan prosediirii
uygulanip, embriyolarin incelenecegi gruptur.

Smiflandirilan bu 3 grupta kendi i¢inde hedeflenen giinlere gére 5,5 / 6,5 / 7,5
giinliik olacak sekilde ayrilmistir. Gruplarda n sayisi tam olarak belirtilmemistir,
c¢linkii deney asamasinda esas sayilan ¢ikartilan embriyo sayisidir.

Bu da degisiklik gostermektedir. Bir fareden 15 embriyo ¢ikartilirken, baska bir
fareden 3 embriyo ¢ikabilmekte ve hatta farelerde vajinal plak gériilmesine ragmen

bos ¢ikabilmektedir.

Resim 1: Gebelige konulan fareler
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Resim 2: Vajinal plagin gosterimi

3.3. Ilacin Uygulanmasi

Deney boyunca tek bir ilag grubumuz bulunmaktadir. Bu da 3.grup olan DMSO i¢inde
¢Ozdiirtilmiis Verteporfin (Sigma-aldrich, SML0534) dir. 100mM konsantrasyonda olacak
sekilde stok hazirlanmistir. Daha sonra ¢ikartilan 5,5/6,5/7,5 giinliikk embriyolara 25ul olacak
sekilde uygulanmistir. 9,5 ve 10,5 giinlilk embriyolara immiinohistokimyasal uygulama
yapilacagindan, farelere gebe sayildiklari gilinden itibaren intraperitoneal olarak gebeligin
sonlandirilacag: giine kadar, giinde bir doz enjeksiyon yapilmistir. 2.gruba ise belirlenen tim

giinler i¢in sadece DMSO uygulamasi yapilmastir.
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3.4. Deneyin Sonlandirilmasi

5,5/6,5/7,5 giine ulasan fareler dissekte edilerek ovumlar1 alinmistir. Alinan ovumlar
stereo mikroskop altinda hazirlanan besiyeri iginde agilarak embriyolar1 ¢ikartilmistir.
Cikartilan embriyolar zarlarindan temizlendikten sonra hazirlanan besiyeri i¢ine alinip,
ayrilan gruplarin 6zelliklerine gére DMSO ve ilag ile inkiibe edilmistir ve bundan sonra
immiinofloresan prosediirii uygulanmistir. 9,5/10,5 giine ulasan fareler ise dissekte edilip,

embriyolar elde edildikten sonra paraformaldehit i¢ine alinarak -20 °C de frozen kesit alinmak

tizere saklanmustir.

Resim 3: Gebe farede olusan ovumlarin gosterimi
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Resim 4: 5,5 giinliik embriyolar
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Resim 5: 6,5 giinliik embriyolar
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Resim 6: 7,5 gilinliik embriyolar
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Resim 7: 8,5 giinliik embriyolar.

Frozen kesit alinmak {izere paraformaldehit i¢ine alinan 8.5/9.5 ve 10,5 giinliik
embriyolar dondurulmustur. Preparasyon igslemlerinde ve ardindan da goriintiileme
asamasinda olusan fazla 1s1na maruz kalmalar1 sebebiyle bozuldugundan goriintii

saglanamamistir ve deney grubundan ¢ikarilmigtir (Resim 7, 8 ve 9).
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Resim 8: 9,5 (ok ile gosterilenler)
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Resim 9: 10,5 giinliik embriyolar

3.5. immunofloresan Yontemi

5,5/6,5/7,5 ve 8,5 giinlik embriyolar anneden ¢ikarildiktan sonra ayrilan gruplara
uygun olarak, DMSO ve Verteporfin ile hazirlanan besiyeri (ya da embriyo kiiltlirline uygun
hazir besiyeri) iginde iki saat boyunca inkiibasyona birakilmistir. Iki saat sonunda pipetle
toplanan embriyolar 4 %’ liik paraformaldehit(PFA) i¢cinde embriyo boyutuna gore ayarlanan
siirelerde fiksasyon i¢in bekletilmistir. Fikse edilen embriyolar arindirilmak i¢in yikamaya
almmistir. Yikanan embriyolar blokaj icin geceboyunca(overnight) blok soliisyonunda
bekletilmistir. Ertesi glin bloktaki embriyolar, blok soliisyon ve primer antikordan olusturulan
soliisyon i¢ine alinarak yine geceboyunca bekletilir. Bu islemin ardindan tween20 ile
minimum 20 dakika olmak {izere yikanir ve tekrardan tween20 ve sekonder antikordan

olusturulan soliisyon i¢inde geceboyunca bekletilir. Sonra tekrardan embriyolar yikanarak
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6zel ¢ukur lamlarin i¢ine alinarak DAPI (Thermo, 62248) ile muamele edilir. Embriyolar,
immiinofloresans goriintiileme islemi yapilana kadar DAPI i¢inde kalabilir. Goriintiileme
yapilmadan 6nce slayt haline gegirme islemi yapilir. Preparat haline gelen embriyolar 1giktan
korunmali ve +4 °C de muhafaza edilmelidir. Uygulamalar boyunca primer antikor olarak
endodermal gelisimde etkili olan FOX A2 (Abcam, ab108422), Sox17 (Santa Cruz, sc-
130295) ve Gata6 (Santa Cruz, sc-9055) kullanilmistir. Sekonder antikor olarak da Alexa
flour 488 (Thermo, A-11001) kullanilmistir.

Tablo 2: immiinofloresans basamaklari

_ Islem Siire

Inkiibasyon 2 saat

% 4’liik PFA 20 dk. (embriyo boyutuna gore
degisiklik gosterir)

Yikama soliisyonu( %0,1 triton x + | (15dk+20dk+15dk)

% 0,25 tritonx + %0,1 tween20) (embriyo boyutuna gore degisiklik
gosterir)

Blok soliisyonu (Goat serum veya | Geceboyunca

Bovine Serum Albumin(BSA) )

Blok soliisyon + primer antikor Geceboyunca

Yikama soliisyonu (%0,1 tween20) 25 dk. (embriyo boyutuna gore
degisiklik gosterir)

Tween20 + sekonder antikor Geceboyunca

Yikama soliisyonu (%0,1 tween20) 20 dk. (embriyo boyutuna gore
degisiklik gosterir)
DAPI Minimum 5giin

Preparata yerlestirme
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3.6. Immiinohistokimya Prosediirii

9,5 ve 10,5 giinlilk embriyolardan frozen kesitler alinarak immiinohistokimyasal ve
histokimyasal boyama basamaklari uygulanacaktir. Embriyo boyutlar1 ¢ok kiiclik olup
mikroskobik boyutta goriindiikleri i¢in normal parafin islemi uygulanamamistir. 9,5 ve 10,5
giinliik ¢ikarilan embriyolar PFA iginden alinir. Kriyostata (cryostat) ait bloklar iizerine
dondurucu ozellikteki embriyolar i¢in dondurma-mediumu dokiiliir ve ilizerine embriyolar
yerlestirilir. Daha sonra kryostat aracilifiyla kesitler alinir ve histokimyasal boya prosediirii
uygulanir. immiinohistokimya icin belirlenen antikorlar ile polilizinli lamlara alinmis frozen

kesitlerde de islemler sirasiyla uygulanir.

Tablo 3: Histokimyasal boyama

Islem Siire

Ksilol 5dk
Ksilol 5dk
%100’liik alkol 2 dk
%80’lik alkol 2 dk
Distile su 5dk
Hematoksilen 5dk
Akar su altinda yikama 1 dk
Eozin 1 dk
%80’lik alkol 2 dk
%100’liik alkol 2 dk
Ksilol 5dk
Ksilol 5dk
Entellan ile kapatma
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Tablo 4: Immiinohistokimyasal boyama

—

Frozen olarak alinan kesitler geceboyunca oda sicakliginda bekletilir.

Fiksasyon i¢in kesitler PFA soliisyonuna batirlip ¢ikarilir.

Fikse olan kesitler fosfat tamponlu salin (PBS) ile yikanir.

Blokaj i¢in PBS i¢indeki %0,3 ik hidrojen peroksit i¢inde 10 dakika bekletilir.

Tekrardan PBS ile 5 dakika boyunca yikanir.

Embriyolarin etrafi pap-pen ile ¢evrilerek doku hatt1 belirginlestirilir.

Dilue edilen primer antikor ile 4 © C de geceboyunca muamele edilir.

PBS soliisyonu ile 2 kez 5 dk yikanir.

O oo | O] | K| Wl N

Sekonder antikor damlatilarak oda sicakliginda 30 dakika bekletilir.

[
S

PBS soliisyonu ile 2 kez 5 dk yikanir.

—
—

Slaytlara Sav-HRP konjugatlar1 (antikor seyreltme tamponu) damlatilarak 30
dakika oda sicakliginda 1siktan koruyarak bekletilir.

12 | PBS soliisyonu ile 2 kez 5 dk yikanir.

13 | Slaytlara DAB substrat soliisyonu damlatilarak 5 dakika bekletilir.

14 | PBS soliisyonu ile 2 kez 5 dk yikanir.

15 | Daha sonra slaytlar hematoksilen i¢ine 1 dakika boyunca daldirilip ¢ikartilir.

16 | Slaytlar akar musluk altinda bekletilir.

17 | Dehidrasyon i¢in slaytlar sirayla alkol serilerinden gegirilir.( (% 95,% 95,% 100
ve% 100 olacak sekilde)

18 | Slaytlar iki kez olacak sekilde 5 dk boyunca ksilenden gegirilir.

19 | Slaytlar entellan ile kapatilir.

9,5 ve 10,5 giinliik embriyolarin eldesinden sonra frozen asamasia kadar gelinip
kesitler alinmistir. Ancak boyama islemleri sirasinda embriyo kayiplari yasandigindan bu

gruplar ¢ikartilmigtir.

41



4. BULGULAR

Embriyolar  mikroskobik  boyutta oldugu ig¢in

agirlik

Olglimi

veya

immiinohistokimyasal skorlama gibi istatiksel degerlendirme yapilmamistir. Bundan dolay1

deney gruplari immiinofloresans mikroskopda degerlendirilmistir. Bulgu sonuclarina ait

veriler tablo 5 ‘te belirtilmistir.

Tablo 5: Deney Gruplarimin Degerlendirilmesi

5.5 giin Embriyo Kontrol DMSO Verteporfin
Fox-A2 +(1) +(1) +++ (3)
Gata-6 - (0) +(1) + (1)
Sox-17 - (0) - (0) + (1)

6.5 giin Embriyo Kontrol DMSO Verteporfin
Fox-A2 + (1) +(1) + (1)
Gata-6 + (1) +(1) + (1)
Sox-17 ++ (2) +(1) ++ (2)

7.5 giin Embriyo Kontrol DMSO Verteporfin
Fox-A2 ++ (2) + (1) +(1)
Gata-6 ++ (2) ++ (2) +(1)

Sox-17 ++ (2) + (1) +(1)
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5,5 glinliik embriyoda DMSO verilen grupta Gata6 geninin ekspresyon diizeyi 6,5 ve

7,5 glinliik embriyolara gore az artig (+1) gostermistir (Resim 10) .

Resim 10. ES.5 Gata 6 — DMSO grubu (Merge)
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5,5 giinliik embriyoda Verteporfin verilen grupta FoxA2 geninin ekspresyon diizeyi

beklenenin aksine 6,5 ve 7,5 giinliik embriyolara gore yiiksek (+3) artis gdstermistir (Resim
11ve12).

Resim 11. ES.5 FoxA2- Verteporfin grubu (Merge)
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Resim 12. ES.5 FoxA2- Verteporfin grubu (Alexa)
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6,5 giinliilk embriyoda DMSO verilen grupta Gata6 geninin ekspresyon diizeyi az (+1)

olarak gozlenmektedir (Resim13 ve 14).

Resim 13. E6.5 Gata 6-DAPI- DMSO grubu
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Resim 14. E6.5 Gata 6-Alexa- DMSO grubu
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6,5 giinliilk embriyoda Verteporfin verilen grupta Sox17 geninin ekspresyon diizeyi 5.5

ve 7.5 giinliik embriyolara gore fazla (+2) ifade edilmistir. (Resim15 ve 16).

Resim 15. E6.5 Sox17-DAPI-Verteporfin grubu

48



Resim 16. E6.5 Sox17-Alexa-Verteporfin grubu
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7,5 giinliilk embriyoda DMSO verilen grupta Gata6 geninin ekspresyon diizeyi yiiksek
(+2) olarak gozlenmektedir (Resim17 ve 18).

Resim 17. E7.5 Gata 6 -DAPI-DMSO grubu
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Resim 18. E7.5 Gata 6 -Alexa—DMSO grubu
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7,5 giinliik embriyoda Verteporfin verilen grupta FoxA2 geninin ekspresyon diizeyi
5.5 ve 6.5 giinliik embriyolara gore daha az (+1) olacak sekilde istenilen gibi saptanmistir.

(Resim19 ve 20).

Resim 19. E7.5 FoxA2 -DAPI-Verteporfin grubu
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Resim 20. E7.5 FoxA2 -Alexa—Verteporfin grubu
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5. TARTISMA

Omurgali gelisiminin erken doneminde, gastrulasyon, ektoderm, mezoderm ve
endoderm olmak iizere {i¢ ana tohum tabakasini olusturan farklilasmamis hiicreler (epiblast)
ile sonuclanir. Bu siirecin baglangici, epiblastin posteriorunda ilkel ¢izgi denen bir yapinin

olusturulmasiyla kanitlanmistir. (Beddington ve Smith 1993)

Biiylime faktorleri ile endoderm farklilasmasinin diizenlenmesi biiyiilk oranda
incelenmemigtir. Belki de bu, yiliksek omurgalilarda erken, definitiv endoderm spesifik

belirteclerin olmamasindan kaynaklanmaktadir. (Hogan ve ark 1992).

Gastrulasyonun sonunda (farede E7.5C), bagirsak endodermi, 6n kafa kivrimindan
PS'ye uzanan yaklagik 500 hiicre tabakasidir. Endoderm, morfolojik olarak homojen

goriinmekle birlikte, A-P farkliliklar1 mevcuttur.( Wells ve Melton 1999)

Gastrulasyonun (E6-7.5) sonunda endodermin bir tabakasini olusturmak i¢in erken
fare embriyosunun totipotent hiicrelerine hangi sinyaller ve yanit veren genler oldugu belli
degildir. Ayrica, tabaka i¢indeki endoderm hiicrelerinin konum kimligini nasil elde ettikleri ve
ilkel bir bagirsak tiipiinii (E7.5-9) nasil olusturduklar1 bilinmemektedir. (Wells ve Melton
2000)

Wells ve Melton (2000) ‘a gore genlerin bolgesel ekspresyonu, endoderm
hiicrelerinin, gastrulasyonun sonunda bir A-P kimligine sahip oldugunu gosterir. Cesitli
organlar i¢in kok veya prekiirsor hiicrelerin spesifikasyonu ve erken endoderm farklilasmanin
altinda yatan hiicre dis1 sinyaller ve hiicresel yanitlar tanimlanmasini ve manipiilasyonunu

kolaylastirir (Galliot ve Ghila 2010)
Hiicre ¢ogalmasi, hiicre 6liimii ve farklilagsmasi biyolojik bir siirecdir. Fizyolojik ve
patalojik durumlar genis oranda bu siire¢ i¢in kritiktir.( Pellettieri ve Alvarado 2007)

Patolojik sartlar altinda, yara iyilesmesi ve organ rejenerasyonu, hiicre boliinmesi ve
dokuya 6zgii 6nciil hiicrelerin farklilagmasi kayip hiicreleri telafi etmek i¢in diizenlenir. Diger

taraftan, kontrol edilemeyen hiicre ¢ogalmasi ve azalan hiicre Olimii hiperplazi ve
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tiimorogeneze sebep olur. Hiicre ¢ogalmasini, hiicre Oliimiinii ve hiicre farklilagsmasinin
altinda yatan mekanizmalar detayl1 olarak ¢alisilmis olmasina ragmen, bu mekanizmalar tam

olarak anlagilamamistir.( Guan ve ark. 2013)

Organizmalarin gelisimde hem embriyonik hem de ergin donemde gorev alan ¢esitli
sinyal yolaklar1 vardir. Drosophila ve memelilerde, son 10 yil da yapilan ¢alismalar Hippo-
timor baskilayict yolagin organ boyutunun diizenlenmesin de kritik rolii oldugunu
gostermistir. Bu yolagin diizensizligi dokularin asir1 bir sekilde biiylimesine sebep olur. Hiicre
cogalmasi ve apoptozun anahtar diizenleyicileri memelilerde YAP ve TAZ, drosophila da
Yki transkripsiyon ko-aktivatorlerinin inhibisyonu ve fosforilasyonu Hippo sinyal yolaginda
daima korunur ve organ biiylimesi sinirlanir. Hippo yolagimin hiicre yenilenmesinde kok
hiicrelerinin biiyiimesi ve dokuya 6zgii 6nciil hiicrelerin ve doku rejenerasyonunda énemli bir

islevi olan kritik bir rolii vardir.( Zhao ve ark 2011)

Hippo sinyal yolagi, apoptozu aktiflestirerek hiicre ¢ogalmasini engeller. Hiicrelerin
kaderlerini diizenler ve hiicre boyutunu sinirlayan, organ boyut degisiminde gelisimsel bir rol

oynayan bir kaskaddir (Meng ve ark 2016).

Mstl/2, Sav, lats1/2 ve mob ‘u fosforiller. Lats1/2;YAP/TAZ 1 fosforiller ve
YAP/TAZ 1 14-3-3 ile etkilesimini saglayarak sitoplazmik tutulumunu saglar. ( Yu FX ve
Guan 2013)

Bir transkripsiyonel koaktivator olarak YAP; bircok DNA baglanma transkripsiyon
faktoriine baglanmaktadir ve bildirilen YAP baglanma ortaklar1 arasinda TEAD

transkripsiyon faktorleri en iyi karakterize edilir (Vassilev, 2001) .

Verteporfin YAP 1n 14-3-3 protein aracili sitoplazmik tutulumuna ve bozunmasini
saglar. (Wang ve ark. 2016). Bu tez arastirmasinda; Verteporfin kullanilarak inhibe edilen
Hippo yolagindaki bilesenlerden 6zellikle YAP-TEAD baglantis1 embriyolarin boyutlarinda
ve hiicre yapilarinda da bozulmalara sebep olmustur (Zanconato ve ark. 2015) . Hippo sinyali
son zamanlarda embriyonik hiicre kaderi kararlarinda, organ biiylimesinde ve kanserde
evrimsel olarak korunmus bir yol olarak ortaya ¢ikmistir. Bu sinyalin transkripsiyonel ve
fonksiyonel ¢iktis1 biiylik 6l¢iide bagimlhidir ve i¢ hiicre kitlesi kadar trofektoderm hiicre
kaderi karar1 ve pankreas proliferasyonu ve sagkalimi gibi farkli sonuglara neden olur (Lu ve

ark. 2010) .
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Epiblast, primitif endoderm ve TE soya spesifik belirteglerin ekspresyonunu
diizenleyen transkripsiyon faktorii aglarmin orkestral etkilesimi, preimplantasyon
embriyosunda bagarili soy ayrimi i¢in vazgegilmezdir (Cockburn ve ark. 2013). Hippo sinyal
yolunun, preimplantasyon fare embriyosundaki soya spesifik belirte¢ kontroliiniin ¢ok énemli
oldugu bilinmektedir (Yagi ve ark. 2007). Hippo yolagimin rolii, birinci soy farklilasmasinda
(TE ve ICM farklilagsmasi1) gosterilmistir, ancak ikinci soy farklilagsmasinda (epiblast ve ilkel
endoderm farklilagmasi) rolii ¢ok agik degildir (Issaragrisil ve Lorthongpanich 2015) .

Epiblast hiicreler, diger hiicrelerle genis ¢apli temas halinde, "6zglir" bir ylizeye sahip
degildir. Bu nedenle, farklilasma sinyallerine cevap vermezler, fakat yetiskin viicudundaki
tim dokulara etki eden pluripotent epiblast olustururlar. Bununla birlikte, ICM'nin erken
(E3.5) blastosist asamasinda heterojen bir hiicre karisimi oldugunu agikga gostermektedir ki:
GATAG; epiblast ve ilkel endodermin soya spesifik belirteglerinin ‘tuz ve biber’ deseninde
ICM'de rastgele ifade edildigini gostermektedir. GATA6-pozitif primitif endoderm hiicreleri,
blastocoel boslugu ile ICM arayiiziine taginir (Chazaud ve ark. 2006) .

Hippo yolaginin bu ikinci soy kararinda bir rol oynayip oynamadigi, ilkel endoderm
ve epiblastin ayrigsmasinin heniiz tam olarak agiklanamamistir (Issaragrisil ve Lorthongpanich

2015) .

Sox17’nin fonksiyonlar1 definitiv endodermin olusumu ve korunmasi, vaskiiler

endotel ve fetal hematopoietik kok hiicrelerde gorev almaktir (Kanai-Azuma ve ark. 2002) .

Bizim g¢alismamizda Sox17 5.5 giinliik embriyoda kontrolda (0), DMSO da (0) ,
verteporfinde (+1) seklinde ifade edilmistir. Bu durum beklenenin aksidir. 6.5 giinliik
embriyoda kontrolde (+2) normal, DMSO da(+1) normal ifade edilmis ancak yine verteporfin
grubunda (+2) olarak ifade edilerek tam istenen saglanamamistir. 7.5 giinlilk embriyoda
kontrolde (+2), DMSO da (+1) , verteporfinde (+1) olacak sekilde ifade edilerek istenilen elde

edilmistir.

Gata6 ve Gatad'iin, ES hiicrelerinin extra-embryonic endoderm'e (ExEn)

farklilagsmasini kontrol eden genetik bir yolda etki ettigi de aciktir (Fujikura ve ark 2002).

Sox17’nin, definitiv endoderm, vaskiiler endotel ve fetal hematopoietik kok
hiicrelerin olusumunda ve korunmasinda fonksiyonlar1 iyi olmasina ragmen, ExEn

farklilagsmasindaki rolii daha iyi anlagilmaktadir (Matsui ve ark. 2006) .
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Sox17, fare blastosistinin ICM'si i¢inde ve ES hiicre kiiltiirleri i¢inde eksprese edilir,
burada farklilagsmay:1 diizenleyen transkripsiyonel agin merkezi bir bileseni bulunur (Niakan
ve ark. 2009) . Ilk olarak, Sox17, ExEn gelistirme ve ICM hiicresi siniflandirmasinda galisan
bir gen takimina baglanir ve onu aktive eder. Ikinci olarak, Sox17, Gata6 ve Gatad'iin
ifadesini dogrudan uyararak farklilagsmay1 saglayan transkripsiyonel ag1 birlestirir. Sox17 i¢in
bu ifade paterni, ICM icinde epiblast progenitorlerinin ve ilkel endoderm hiicrelerinin

ayrilmasi i¢in 6nceden Onerilen hiicre siralama modeli ile tutarlidir (Plusa ve ark. 2008) .

GATA4 ve GATAG, ilkel cizgi icinde birlikte ifade edilir. Bu nedenle, murin
sisteminde GATA4, fenotipte farkliliklara yol acan GATAG6'y1 dengelemektedir (Morrisey ve
ark 1997) . GATA4 ve GATAG6, implantasyondan sonra ¢ok sayida erken E4.5 ile E7.0
embriyolarinda, erken fare embriyonik gelisiminde gozlemlenmistir. E4.5 asamasinda, yeni
ortaya ¢ikan ilkel endoderm hiicreleri hem GATA4 hem de GATAG® icin kuvvetle pozitiftir.
Daha sonra GATA4- ve GATAG6-pozitif endoderm hiicreleri go¢ eder ve blastosolii kaplayan
paryetal endoderm tabakasini olusturur. E4.75 ila E5.0 asamalarinda, ICM hiicreleri ile temas
halinde olan endoderm hiicreleri GATA4 ve GATAG6 ekspresyonu sergilemektedir (Cai K. ve
ark. 2008)

Bu calismada da Gata6, aynen Sox17 deki gibi 5.5 giinlilk embriyoda beklenenden
farkli ifade edilmistir. Kontrolde (0), DMSO da (+1) , verteporfinde (+1) seklinde ifade
edilmistir. 6.5 giinliilk embriyoda kontrolde (+1) , DMSO da(+1) verteporfin grubunda (+1)
olarak ifade edilerek farklilik gdstermemistir.7.5 giinliik embriyoda kontrolde (+2), DMSO da
(+2) , verteporfinde (+1) olacak sekilde ifade edilerek istenilen elde edilmistir.

Park ve Guan (2013) “ a gore HNF4A ve FOXA2, farklilasmaya bagimh bir sekilde
genoma baglanir. TEAD2 ve YAP1 embriyonik hedef genlerin ekspresyonunu arttirir (Alder
ve ark. 2014) . Mstl / 2'nin akciger gelismesindeki etkisine aracilik etmede, FOXA2 nin kritik

rolii gosterilmistir.

Bu ¢alismada FoxA2 genine bakacak olursak, 5.5 giinliilk embriyoda diger genlerde
oldugu gibi beklenenden farkli bir sonug¢ elde edilmistir. Kontrolde (+1), DMSO da (+1) ,
verteporfinde (+3) seklinde ifade edilmistir. 6.5 giinliik embriyoda kontrolde (+1) , DMSO
da(+1) verteporfin grubunda (+1) olarak ifade edilerek farklilik gostermemistir. 7.5 giinliik
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embriyoda kontrolde (+2), DMSO da (+1) , verteporfinde (+1) olacak sekilde ifade edilerek

istenilen elde edilmistir.

Genel olarak MST1 / 2 ve LATS1 / 2, tiimor baskilayicilaridir ve MST1 / 2 veya
LATS1 / 2'nin inhibisyonu ¢ogu durumda tiimér biiyiimesini destekleyebilir. Ote yandan,
YAP / TAZ aktivitesini engellemek yeni ve ¢ekici bir anti-kanser stratejisi sunacaktir. YAP /
TAZ'm islevine temel olarak TEAD'ler aracilik eder, bu yiizden YAP / TAZ-TEAD
etkilesimini bozan kiiciik molekiiller YAP / TAZ inhibitorleri olarak islev gorecektir.
Gergekten de porfirin ailesi molekiilleri, 6zellikle verteporfin, YAP / TAZ ve TEAD'ler
arasindaki etkilesimi bozabilir ve verteporfin, YAP / TAZ hedef genlerinin transkripsiyonunu
engelleyebilir ve farelerde YAP fazla sentezlenmesi organlarda asir1 biiylimesini

baskilayabilir (Liu-Chittenden ve ark. 2012)

Verteporfin genel hiicresel toksisiteye ve diisiik sulu ¢oziiniirliige sahiptir. YAP-
TEAD ve VGLL4-TEAD kompleksinden gelen yapisal bilgilere dayanarak,-‘siiper TDU’
olarak adlandirilan bir polipeptid YAP-TEAD etkilesimini engelleyip ve fare modellerinde
tiimor biiylimesini baskilayabilir (Jiao ve ark. 2014) .

Verteporfin TEAD-YAP kompleksini bozan kimyasal bir bilesikdir. Bu tez
calismasinda Verteporfin kullanilarak YAP-TEAD etkilesimini bozduk ve TEAD aracili
transkripsiyonun inhibisyonunu sagladik. ( Liu-Chittenden 2012) . Endodermal gelisim

asamasini gozlemleyerek, immiinofloresan goriintiileme sagladik.

Bizde ¢alismamizda bu yontemi kullanarak endodermal gelisimde hiicre sekillerini,
embriyo boyutlarini gdzlemledik. Immiinofloresan boyama; belirli molekiillerin yerleri ve
hiicrenin yapis1 hakkinda bilgi saglayan bir yontemdir. Belirli bir hedef molekiil i¢in antikor
molekiilleri arastirilan hiicre veya dokuya maruz birakilir. Bu molekiillerin baglanmasi,
numunenin immiinoglobulin molekiilleri i¢in spesifik bir ikincil antikor ile inkiibe edilmesi ve
bir fluoroforun konjuge edilmesiyle saptanir. Bu, hem goriiniir bir sinyal hem de sinyalin
amplifikasyonu saglar ve sonuglar bir fliloresans mikroskobu ile gézlemlenir. Hiicre i¢i ve dist
zarlardaki protein hareketlerinin dinamik yonlerini, ¢ekirdegin i¢ine ve disina ve membran

trafik yolaklar1 yoluyla bir incelemeye de izin veren bir yontemdir (Donaldson 2015) .

Bu c¢alismanin devaminda farkli spesifik genler kullanilarak, farkli gilinlerdeki
embriyolar incelenebilir ve konfokal mikroskobi yontemiyle gastrulasyon evresinin daha

detayli incelenmesine olanak saglayabilir.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez caligmasinda Verteporfirin ile YAP inhbisyonu yaparak embriyo gelisimi
sirasinda endodermal belirteclere bakmayr hedefledik. ilk hafta embriyolar1 olarak
gruplandirdigimiz 5.5, 6.5 ve 7,5 giinliilk embriyolarda YAP inhibitorii olarak kullandigimiz
verteporfinin etkisine baktik. Embriyo boyutlarinda ve hiicre duvarlarinda yapisal bozulmalar
oldugu belirledik. Bunun da verteporfinin YAP iizerinde ki etkisine bagladik. Caligmada 5.5
ve 6.5 giinliik embriyolarda beklenenin aksine verteporfin gruplarinda pozitif boyanma tespit
ettik. 7.5 giinliilk embriyolarda ise bekledigimiz gibi verteporfin grubunda azalma s6z konusu
olmustur.

5.5 glinliik embriyolarin verteporfin grubunda FoxA2 geninde ekspresyon (+3) olacak
sekilde artis gosterirken, Sox17 ve Gata6 (+1) seklinde az ifade edilmistir. 6.5 giinliik
embriyolarin Sox 17 geni hem verteporfin hem de kontrol gruplarinda (+2) olarak fazla
ekspresyon gostermistir. Gatab ve FoxA2 ise (+1) olarak ifade edilmistir. 7.5 giinliik
embriyolar calismada istenilen sekilde ekspresyon gostermistir. 7.5 giinlilk embriyolarda
kontrol grubunda FoxA2, Gata6 ve Sox17 (+2) sekilde fazlasiyla ifade edilirken, verteporfin
grubunda tiim genler (+1) seklinde az olarak ifade edilmistir. Bu beklenilen bir durumdur.
Verteporfinin inhibisyon etkisini ispatlamaktadir.

Ilerleyen calismalarda immiinofloresans boyamaya ek olarak immiino histokimyasal
degerlendirme yapabilmek adina 8.5, 9.5, 10.5 giinlerin denemeleri yapilmasi, farkli spesifik
genlerin ve farkli sinyalizasyon mekanizmalarininda degerlendirmesi endodermal gelisimin

daha net a¢iklanmasinda aydinlatici olacaktir.

59



KAYNAKLAR

Aaron Lawson, Gary C Schoenwolf Epiblast and primitive-streak origins of the endoderm

in the gastrulating chick embryo, Development 2003, 130(15):3491-501.

Alberts B, Johnson A, Lewis J, et al. Molecular Biology of the Cell. 4th edition New
York: Garland Science, 2002.

Barry M. Gumbiner, Nam-Gyun Kim The Hippo-YAP signaling pathway and contact
inhibition of growth, Journal of Cell Science 2014, 127.

Beddington, R. S. and Robertson, E. J. Axis development and early asymmetry in
mammals, Cell, 1999, 96,195-209.

Bin Zhao, Li Li and Kun-Liang Guan Hippo signaling at a glance, Journal of Cell Science
2010, 123, 4001-4006.

Bowles, J. Schepers, G. and Koopman, P. Phylogeny of the SOX family of developmental
transcription factors based on sequence and structural indicators, Developmental Biology
2000, 227,239 -255.

Cai KQ, Capo-Chichi CD, Rula ME, Yang D-H, Xu X-X. Dynamic GATA6 Expression in
Primitive Endoderm Formation and Maturation in Early Mouse
Embryogenesis. Developmental dynamics: an official publication of the American
Association of Anatomists 2008, 237(10):2820-2829.

Chanchao L. Daniel M. Messerschmidt, Siew W.C. Wanjin H. Barbara B. K. Davor S.
Temporal reduction of LATS kinases in the early preimplantation embryo prevents ICM
lineage differentiation GENES & DEVELOPMENT 2013, 27:1441—-1446.

Chazaud C, Yamanaka Y, Pawson T, Rossant J. Early lineage segregation between
epiblast and primitive endoderm in mouse blastocysts through the Grb2-MAPK pathway.
Developmental Cell 2006, 10:615—624.

Cockburn K, Biechele S, Garner J, Rossant J. The hippo pathway member nf2 is required
for inner cell mass specification. Current Biology 2013, 23: 1195-1201.

Daniel Mesnard, Mario Filipe, Jose” A. Belo, and Magdalena Zernicka-Goetz The
Anterior-Posterior Axis Emerges Respecting the Morphology of the Mouse Embryo that
Changes and Aligns with the Uterus before Gastrulation, Current Biology 2004, Vol. 14, 184—
196.

60



Débora Sinner, Scott Rankin, Monica Lee, Aaron M. Zorn Sox17 and B-catenin cooperate
to regulate the transcription of endodermal genes, Development 2004, 131: 3069-3080.
Donohue, Elizabeth et al. “Inhibition of Autophagosome Formation by the Benzoporphyrin
Derivative Verteporfin.” The Journal of Biological Chemistry286.9, 2011, 7290-7300.
Engler, A.J., Sen, S., Sweeney, H.L., Discher, D.E .Matrix elasticity directs stem cell
lineage specification. Cell 2006, 126 (4), 677-689.

Franklin V, Khoo PL, Bildsoe H, Wong N, Lewis S, Tam PP. Regionalisation of the
endoderm progenitors and morphogenesis of the gut portals of the mouse
embryo. Mechanisms of Development 2008, 125:587—600.

Halder G, Johnson RL. Hippo signaling: growth control and beyond. Development
2011;138(1):9-22.

Hiroshi Sasaki, Mechanisms of trophectoderm fate specification in preimplantation mouse
development, Development Growth & Differentiation 2010, 52, 263-273.

Hirate S.H., Ken-ichi 1., Atsushi S., Vernadeth B. A., Kazunori A., Takaaki H.,
Takeshi H., Makoto A., Kazuhiro C., Shigeo O., Yusuke M., Polarity-Dependent
Distribution of Angiomotin Localizes Hippo Signaling in Preimplantation Embryos
Yoshikazu Current Biology 2013, 23, 1181-1194.

Huang, T. Characterization of the Visceral Endoderm Components in Early Post-
Implantation Mouse Embryo Development: A Dissertation. University of Massachusetts
Medical School 2014, GSBS Dissertations and Theses. Paper 694.

Huang J, Wu S, Barrera J, Matthews K, and Pan D. The Hippo signaling pathway coordinately
regulates cell proliferation and apoptosis by inactivating Yorkie, the Drosophila Homolog of
YAP. Cell 2005, 122(3):421-34

Huynh JR, St. Johnston D The origin of asymmetry: early polarisation of the Drosophila
germline cyst and oocyte. Current Biology 2004, 14(11):R438—449.

Janet Rossant, Patrick P.L. Tam Emerging Asymmetry and Embryonic Patterning in Early
Mouse Development, Developmental Cell 2004, Vol. 7, 155—164.

Jedrusik A, Parfitt DE, Guo G, Skamagki M, Grabarek JB, Johnson MH, Robson P,
Zernicka-Goetz M. Role of Cdx2 and cell polarity in cell allocation and specification of
trophectoderm and inner cell mass in the mouse embryo. Genes Development 2008, 22:2692—

2706.

61



Ingo Burtscher, Heiko Lickert Foxa2 regulates polarity and epithelialization in the

endoderm germ layer of the mouse embryo Development 2009, 136(6):1029-38.

Isao Matsuo, Ryuji Hiramatsu Mechanical perspectives on the anterior-posterior axis
polarization of mouse implanted embryos, Mechanisms of Development 2016, 144 (2017) 62—
70.

Kamachi, Y., Uchikawa, M. and Kondoh, H. Pairing SOX off: with partners in the
regulation of embryonic development. Cell Press 2000, 16,182 -187.

Kanai-Azuma M, Depletion of definitive gut endoderm in Sox17-null mutant mice.
Development 2002, 129:2367-2379.

Kathy Q. Cai, Callinice D. Capo-Chichi, Malgorzata E. Rula, Dong-Hua Yang, and
Xiang-Xi Xu Dynamic GATA6 Expression in Primitive Endoderm Formation and Maturation
in Early Mouse Embryogenesis DEVELOPMENTAL DYNAMICS 2008, 237:2820 —2829.
Kanai-Azuma M, Kanai Y, Gad JM, Tajima Y, Taya C, Kurohmaru M, Sanai Y,
Yonekawa H, Yazaki K, Tam PP, et al. Depletion of definitive gut endoderm in Sox17-null
mutant mice. Development 2002, 129: 2367-2379.

Katsuyoshi Takaoka Establishment of Anterior—Posterior Axis in the Mouse Embryo New
Principles in Developmental Processes, Springer 2014, 978-4-431-54634-4 2.

Kotaro J.K, Melvin L. DePamphilis, TEAD4 establishes the energy homeostasis essential
for blastocoel formation Development 2013, 140, 3680-3690.

Konstantinou, Eleni K. et al. “Verteporfin-Induced Formation of Protein Cross-Linked
Oligomers and High Molecular Weight Complexes Is Mediated by Light and Leads to Cell
Toxicity.” Scientific Reports 2017, 46581.

Kimiko Fukuda and Yutaka Kikuchi, Endoderm development in vertebrates: fate mapping,
induction and regional specification Development Growth & Differentiation 2005, 47, 343—
355.

Lawson KA, Meneses JJ, Pedersen RA. Cell fate and cell lineage in the endoderm of the
presomite mouse embryo, studied with an intracellular tracer. Developmental Biology 1986,
115:325-339.

Lawson KA, Pedersen RA. Cell fate, morphogenetic movement and population kinetics of
embryonic endoderm at the time of germ layer formation in the mouse. Development 1987,

101:627-652.

62



Lawson, K. A. and Pedersen, R. A. Clonal analysis of cell fate during gastrulation and early
neurulation in the mouse. Ciba foundation symposium 1992, 165, 3-21.
Lawson, K. A. and Hage, W. J. Clonal analysis of the origin of primordial germ cells in the

mouse. Ciba Found symposium 1994, 182,68 -84, discussion 84-91.

Lawson, K. A., Meneses, J. J. and Pedersen, R. A. Clonal analysis of epiblast fate during
germ layer formation in the mouse embryo. Development 1991, 113,891 -911.

Liu-Chittenden Y, et al. Genetic and pharmacological disruption of the TEAD-YAP
complex suppresses the oncogenic activity of YAP. Genes & Development. 2012, 26:1300—
1305

Lu L, Li Y, Kim SM, Bossuyt W, Liu P, Qiu Q, Wang YD, Halder G, Finegold MJ, Lee
JS, Johnson RL. Hippo signaling is a potent in vivo growth and tumor suppressor pathway in
the mammalian liver. Proceedings of the National Academy of Sciences of the United States
of America 2010,107:1437—1442.

Lyubasyuk, V., Ouyang, H., Yu, F. X., Guan, K. L. & Zhang, K. YAP inhibition blocks
uveal melanogenesis driven by GNAQ or GNA11 mutations. Moleculer Cell Oncology 2015
2,e970957.

Miller, J. W. Higher irradiance and photodynamic therapy for age-related macular
degeneration (an AOS thesis). Trans Am Ophthalmological Society 2008, 106, 357-382
Moore KL, Persaud TVN. Torchia MG. Klinik yonleriyle insan embriyolojisi. /0. Baski,
Hakka Dalkili¢, Nobel tip kitabevleri, Istanbul, 2016.s 2839-335

Morrisey, E.E., Ip, H.S., Tang, Z., Lu, M.M., and Parmacek, M.S. GATA-5: a
transcriptional activator expressed in a novel temporally and spatially-restricted pattern during

embryonic development. Developmental. Biology 1997, 183, 21-36.

Nishioka N, Inoue K-i, Adachi K, Kiyonari H, Ota M, Ralston A, Yabuta N, Hirahara
S, Stephenson RO, Ogonuki N, Makita R, Kurihara H, Morin-Kensicki EM, Nojima H,
Rossant J, Nakao K, Niwa H, Sasaki H. The Hippo Signaling Pathway Components Lats
and Yap Pattern Tead4 Activity to Distinguish Mouse Trophectoderm from Inner Cell
Mass. Developmental Cell. 2009;16:398—410.

63



Noriyuki Nishioka, Ken-ichi I.,Kenjiro A.,Hiroshi K.,Mitsunori O.,Amy R.,Norikazu
Y.,Shino H., The Hippo Signaling Pathway Components Lats and Yap Pattern Tead4 Activity
to Distinguish Mouse Trophectoderm from Inner Cell, Developmental Cell 2009, 16, 398—
410.

Gedikli S., Ozbek E., Demirci T., Fertilizasyonun Molekiiler Temeli Van Tip Dergisi:2013,
20(4): 294-301

Qu XB, Pan J,Zhang C,Huang SY. Sox17 facilitates the differentiation of mouse
embryonic stem cells into primitive and definitive endoderm in vitro, Development Growth &

Differentiation 2008, Sep;50(7):585-93.

Pan D. The hippo signaling pathway in development and cancer. Developmental
Cell. 2010;19:491-505.

Park, H.W., and Guan, K.L. Regulation of the Hippo pathway and implications for
anticancer drug development. Trends Pharmacological Sciences 2013, 34, 581-589.

Plusa B, Piliszek A, Frankenberg S, Artus J, Hadjantonakis AK. Distinct sequential cell
behaviours direct primitive endoderm formation in the mouse
blastocyst. Development 2008;135:3081-3091

Pellettieri J, Sanchez Alvarado A Cell turnover and adult tissue homeostasis: From humans
to planarians. Annual Review of Genetics 2007, 41: 83—105

Renno, R. Z. & Miller, J. W. Photosensitizer delivery for photodynamic therapy of
choroidal neovascularization. Advanced Drug Delivery Reviews 2001, 52, 63—78
Rivera-Pérez, Jaime A., and Anna-Katerina Hadjantonakis. “The Dynamics of
Morphogenesis in the Early Mouse Embryo.” Cold Spring Harbor Perspectives in
Biology 2015, 7.11 a015867. PMC.

Rossant J, Tam PP Blastocyst lineage formation, early embryonic asymmetries and axis
patterning in the mouse. Development (Camb), 2009 136(5):701-713.

Rossan J, Chapter Fifteen - Making the Mouse Blastocyst: Past, Present, and Future Current
Topics in Developmental Biology Volume 117, 2016, Pages 275-288

Sardo Lo F., Strano S. , Blandino G. , The Hippo Kinase Pathway : a master regiilator of
proliferation , development and differentiation Atlas Genetic Cytogenetic Oncology

Haematology 2015,19(1):65-77.

Tam PP, Loebel DA Gene function in mouse embryogenesis: get set for gastrulation. Nature

Reviews Genetics 2007, 8(5):368-381

64



Takaoka K, Yamamoto M, Hamada H Origin and role of distal visceral endoderm, a group
of cells that determines anterior-posterior polarity of the mouse embryo. Nature Cell Biology
2011, 13(7):743-752.

Wang C, Zhu X, Feng W, Yu Y, Jeong K, Guo W, Lu Y, Mills GB. Verteporfin inhibits
YAP function through up-regulating 14-3-3c sequestering YAP in the cytoplasm. American
Journal of Cancer Research 2016, 6(1): 27-37.

Wilson, M. and Koopman, P. Matching SOX: partner proteins and co-factors of the SOX
family of transcriptional regulators. Current Genetic Development 2002, 12,441 -446.

Wodarz, A. and Nusse, R. Mechanisms of Wnt signaling in development. Annual Reviews
Cell Development Biology 1998, 14,59 -88.

Xaralabos Varelas and Jeffrey L. Wrana Coordinating developmental signaling: novel
roles for the Hippo pathway , Trends Cell Biology 2012, Feb;22(2):88-96.

Xaralabos Varelas, The Hippo pathway effectors TAZ and YAP in development,
homeostasis and disease, Development 2014, 141, 1614-1626.

Vassilev A. TEAD/TEF transcription factors utilize the activation domain of YAP6S5, a
Src/Yes associated protein localized in the cytoplasm. Genes Development 2001, 15:1229—
1241.

Yagi R, Kohn MJ, Karavanova I, Kaneko KJ, Vullhorst D, DePamphilis ML, Buonanno
A. Transcription factor TEAD4 specifies the trophectoderm lineage at the beginning of
mammalian development. Development 2007, 134:3827-3836.

Yamanaka Y, Ralston A, Stephenson RO, Rossant J Cell and molecular regulation of the
mouse blastocyst. Developmental dynamics an official publication of the american
association of anatomists 2006, 235(9):2301-2314.

Yu, Fa-Xing, and Kun-Liang Guan. “The Hippo Pathway: Regulators and
Regulations.” Genes & Development 27.4 (2013): 355-371.

Zhang, H. et al. Tumor-selective proteotoxicity of verteporfin inhibits colon cancer
progression independently of YAP1. Science Signal 2015, 8, ra98.

Zhao,B., Tumaneng ,K.., Guan,K.L., The Hippo pathway in organ size control, tissue
regeneration and stem cell self-renewal. Nature cell biology 2011, 13;877-883.

Zorn, Aaron M., and James M. Wells. “Vertebrate Endoderm Development and Organ
Formation.” Annual review of cell and developmental biology 2009, 221-251. PMC.

65



OZGECMIS

Soyadi, Ad1 : OZSENGEZER KUM, SELEN
Uyruk 1 TC
Dogum yeri ve tarihi : FATIH / 1989
Telefon : 0532 556 54 89
E-mail : selenkum@gmail.com
Yabanci Dil : Ingilizce / Ispanyolca
EGITIM
Derece Kurum Mezuniyet tarihi
Y. Lisans Adnan Menderes Universitesi
Lisans Ege Universitesi Agustos 2012
BURSLAR ve ODULLER:
XXXX
AKADEMIK YAYINLAR

1. MAKALELER

XXX

2. PROJELER

XXX

3. BILDIRILER

A) Uluslaras1 Kongrelerde Yapilan Bildiriler
XXX

B) Ulusal Kongrelerde Yapilan Bildiriler

XXX

66



