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OZET

FARELERDE HiPPO SINYAL YOLAGI AKTiVATOR VE
INHIBITORUNUN FETUS GELISIMi BOYUNCA KALP HUCRELER
UZERINDE ETKIiSi

SEHNE M. Adnan Menderes Universitesi Saghk Bilimleri Enstitiisii Histoloji ve
Embriyoloji (T1p) Program Yiiksek Lisans Tezi, Aydin, 2017.

Organ biiylimesi dahil olmak tizere hiicresel diizeyde meydana gelen ¢esitli siireglerde Hippo
sinyal yolag1 gorev almaktadir. Hippo sinyal yolaginin transkripsiyon ko-aktivatorii olan YAP
birgok genin ekspresyonunda gorev almaktadir. Bu nedenle Hippo sinyal yolaginin
aktivasyonunun veya inhibisyonunun kalp hiicrelerinin gelisimi tizerine etkili oldugu
diistiniilmektedir. Benzer olarak Wnt sinyalizasyonu farklilasma ve biiyime gibi gesitli

hiicresel siire¢lerde gorev almaktadir ve Hippo sinyal yolagi ile iliski gostermektedir.

Bu ¢alismada fareler kontrol (NT), DMSO, Verteporfin ve C, Ceramide olmak iizere dort
gruba ayrildi. Fetal gelisimin 18.5 gilinlinde anneden alinan fetuslarin agirliklart
degerlendirildi. 18.5 giinlik fare embriyolarinin kalp dokularinda hippo sinyal yolaginin
aktivatorii olan Verteporfin ve hippo yolagi inhibitorii olan C, Ceramide uygulanmasi
sonrasinda YAP, B-katenin, GATA-4 gibi genlerin immiinohistokimya ile ifade diizeylerine
bakildi. Ayrica kalp dokular1 PAS, trikrom ve Hematoksilen-Eozin boyalari ile boyanarak

morfolojik olarak degerlendirildi.

Deney sonuglarina gore Verteporfin uygulanan fetiislerin agirliklar1 diger gruplara oranla
anlamli olarak diisiik saptanmstir. Immiinohistokimya sonuglarina gére NT ve DMSO
gruplarina oranla, Verteporfin grubunda YAP, B-katenin ve GATA-4 ifadesi anlamli olarak
azalirken, C, Ceramide grubunda YAP, B-katenin ve GATA-4 ifadesi anlamli olarak artmistir.
HE boyama ile morfolojik olarak tiim gruplar arasinda bir fark goriilmemistir. Trikrom
boyama ile gruplar arasi epikard ve miyokardda farklilik goriiliirken, PAS boyama ile

Verteporfin grubunda farklilik saptanmustir.

Bu sonuglar dogrultusunda Hippo sinyal yolagi kalp gelisiminde yer alan gen ifadelerine etki
etmenin yani sira Wnt sinyalizasyonun anahtar proteini olan B-katenin ile de bu siireglerde

etkilesim kurmakta ve ifade diizeylerini etkilemektedir.

Anahtar kelimeler: Kalp gelisimi, Hippo sinyali, Wnt sinyali, verteporfin, C, Ceramide
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ABSTRACT

THE EFFECT OF HIPPO SIGNALING PATHWAY ACTIVATOR
AND INHIBITORS ON THE CARDIAC CELLS DURING THE FETUS
DEVELOPMENT IN MICE

SEHNE M. Adnan Menderes University Health Sciences Institute Histology and
Embryology (Medicine) Program Master Thesis, Aydin, 2017.

The hippo signaling pathway plays a role in various processes that take place at the cellular
level, including organ growth. YAP, Hippo signaling transcription coactivator, is involved in
the expression of many genes. Therefore, activation or inhibition of the hippo signaling
pathway is thought to be effective on the development of heart cells. Also, Wnt signaling
plays a role in various cellular processes such as differentiation, growth, and correlates with

the Hippo signal pathway.

In this study, mice were divided into four groups: control (NT), DMSO, Verteporfin and C2
Ceramide. The weights of the fetuses taken from the mother were evaluated at 18,5 days of
fetal development. The expression levels of YAP, B-catenin, and GATA-4 genes in the heart
tissues of 10.5 and 18.5 day old mouse embryos were examined by immunohistochemistry
after administration of Verteporfin, an activator of the Hippo signal pathway and C2
Ceramide an inhibitor of hippo pathway. In addition, heart tissues were evaluated
morphologically by staining with PAS, trichrome and hematoxylin-eosin stain.

According to the results of the experiments performed, the weight of verteporfin applied
fetuses was significantly lower than the other groups. According to the Results of
immunohistochemistry, YAP, B-catenin and GATA-4 expression in the Verteporfin group
were decreased significantly compared to NT and DMSO groups, whereas YAP, B-catenin
and GATA-4 expression in the C2 Ceramide group increased significantly. There was no
difference between the groups on morphology with HE staining. There was a difference in
epicardium and myocardium between groups with trichrome staining, whereas there was a

difference in Verteporfin group with PAS staining.

Xiii



In the light of these results, the Hippo signaling pathway not only influences gene expression
in heart development but also interacts with B-catenin, the key protein of Wnt signaling, in

these processes and affects expression levels.

Keywords: Heart development, Hippo signaling, Wnt signaling, Verteporfin, C2 Ceramide
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1. GIRIS

Kalp, memeli gelisiminde olusan ilk organdir. Diizgiin bir sekilde boyutlandirilmis
ve islevsel olarak fizyolojisini koruyan bir kalp dmiir boyunca yasamsal 6nem tagimaktadir.
Gliniimiizde ise konjenital kalp hastaliklar1 her 1000 canli dogumda 5 ile 8 arasinda bir oran
gostererek en biiyilik saglik problemlerinden biri olmaktadir (Mangomi ve Nargeot, 2008).
Konjenital kalp hastaliklar1 kotlii prognozu nedeniyle yenidogan mortalitesinin 6nde gelen
nedenlerinden biri olarak onemli bir halk saglhigi problemidir. ABD’de kalp ve kan
damarlarinin malformasyonundan kaynaklanan bebek oliimlerine iliskin klinik bir rapora
gore mortalite her 100.000 canli dogumda 3.769’dir (Mcguire ve ark, 1996). Yiksek
yenidogan Oliim oranina ek olarak hayatta kalan yeni doganlarin yarisina kadar genis bir
yelpazesinde de nérogelisimsel bozukluklar meydana gelmektedir. Fetuslarda konjenital
kalp hastaligimnin yani sira, kanin intrakardiyak karistirilmasindan kaynaklanan hipoksi
meydana gelmekte ve bunun sonucu olan yetersiz serebral oksijen serebral gelisimde de
bozulmaya neden olmaktadir (Mangomi ve Nargeot, 2008). Bu nedenle, konjenital kalp
hastaliklarinin ~ terapotik — stratejilerini  iyilestirmek ve patogenez mekanizmalarim
aydinlatabilmek amaciyla kardiyak gelisim mekanizmalarini anlamak 6nem arz etmektedir
(Morton ve ark, 2001). Kalbin gelisimsel patolojilerinde morfogenetik mekanizmalar hassas
bir sekilde rol oynamaktadirlar. Neredeyse birgok insan kardiyak malformasyonlari
anatomik ve fizyolojik olarak karakterize edilmis olsa da genetik temeller hala daha tam
olarak anlasilmig degildir (Olson ve Srivastava, 1996). Organ ve dokularin olusum siiregleri,
hiicrelerin kaderini belirleyen ardisik gen diizenleyici adimlarla ilerlemektedir ve 6zel hiicre
tipleri karmasik ii¢ boyutlu yap1 ve islev birimlerine organize olmaktadir. Basit model
organizmalarda ve omurgalilarda kalp gelisiminin ve genetik temellerinin arastirilmasi
kardiyak hiicre akibeti, miyosit farklilasmasini ve kardiyak morfogenezi yonlendiren yukari
akig sinyalleme yolaklar1 arasindaki fonksiyonel baglantilardan olusan bircok gen
diizenleyici aglar ortaya koymustur. Fetal donem sirasinda gen ifadelerinin kardiyovaskiiler

patolojiyi yoOnlendirmesi genler arasi etkilesimin ve sinyallerin O6nemini arttirmaktadir

(Cripps ve Olson, 1998; Bodmer, 1995).

Bir¢ok sinyalizasyonun 6nemi kardiyogenez ve kardiyak morfogenezde arastirilmis
olsa da bunlardan biri olan Hippo sinyal yolaginin kadiyogenezdeki rolii ve fonksiyonlari
halen daha arastirma ve merak konusudur. Hippo sinyalizasyonu hiicre ¢ogalmasini inhibe

ederek, apoptozu tesvik ederek, kok / progenitor hiicrelerin kaderlerini diizenleyen ve bazi



durumlarda hiicre boyutunu sinirlayarak, organ boyut kontroliinde rol oynayan evrimsel
olarak korunmus ve yakin zamanda tanimlanmis bir sinyal kaskadidir. Arastirmalar bu
yolagin kardiyomiyosit ¢ogalmasi ve kalp biiyiikliigiiniin diizenlenmesinde énemli bir rol
oynadigimi da gostermektedir. Hippo yolaginin inaktivasyonu veya onun efektorii olan Yes
ile iliskili protein (YAP) transkripsiyon koaktivatoriiniin aktivasyonunun kardiyak
rejenerasyonu gelistirdigi gosterilmistir. Ayrica YAP 1n bir¢ok transkripsiyonel mekanizma

ile kardiyak kaderi yonlendirdigi diisiiniilmektedir (Zhou ve ark, 2015).

Wnt sinyalizasyonu ise c¢oklu ve karmasik sinyal kaskadlarmi kapsamaktadir.
Kanonikal Wnt merkezinde yer alan B-katenin ile birlikte doku modellemesi, hiicre akibeti
ve hiicre boliinmesinin kontrolii gibi birgok gelisim siirecinde yer almaktadir. Sinyal
faaliyetlerinin dogru bir sekilde diizenlenmesi embriyonik gelisimin dogru bir sekilde
ilerlemesi i¢in gereklidir. Wnt sinyalizasyonunun kardiyovaskiiler gelisimde yer almasi
bilinmektedir fakat hala aktivasyonunun veya inaktivasyonunun etkilerinin ne oldugu

tamamiyla aydinlatilamamistir (Hermans ve Blankesteijn, 2015).

Kardiyogenezde tiim sinyal aglarmin aydinlatilmasi  gerek  konjenital
malformasyonlar gerekse eriskin donemlerde meydana gelebilecek miyokard hasarlarinin
Oniine gecilmesine katkida bulunabilecektir. Bu nedenle Hippo sinyalizasyonunun ve Wnt
sinyalizasyonun terapotik hedef olarak kullanilmasinin veya kardiyak gelisim siiresince

etkilerinin tamamen aydinlatilmasi i¢in daha fazla aragtirmaya ihtiyag¢ vardir.

Bu tez calismasi ile Hippo sinyalizasyonun kalp gelisim siiresindeki etkisi ve ayni

zamanda Wnt sinyali ile olasi etkilesiminin degerlendirilmesi hedeflenmistir.



2. GENEL BILGILER

2.1. Kalp Histolojisi ve Anatomisi

Dolagim sisteminin merkez organi olan kalp i¢i bos muskiiler piramit yapili bir

organdir ve mediastinum’da perikard i¢inde bulunmaktadir (Sekil 1) (Kuran, 1983).

V.jugularis interna

V.subclavia

V.cava superior

Perikard

Mediastinum medius

Sekil 1: Kalbin toraks bosugu icinde yerlesimi (Netter, 2006)

Kalbin dis yiizinde fibro-serdz bir zar olan perikardiyum bulunmaktadir. Biiyiik
damarlarin kalbe giris ¢ikis yaptigi noktalart da iceren perikardiyum kalbin toraks
boslugunda bulunan komsu organlara ve diyafragmaya tutunmasini saglar (Ross ve Pawlina,
2014).

Kalbin 1ii¢ ylizii bulunmaktadir. Bunlar; facies sternocostalis (6n), facies
diaphragmatica (alt) ve basis cordis (arka). Ayni1 zamanda asagiya one ve sola dogru uzanan

bir apex cordis’i vardir (Snell, 2004).

Facies sternocostalis; vertikal seyirli atrioventrikiiler oluk tarafindan birbirlerinden
ayrilan sag atrium ve sag ventrikiil tarafindan meydana getirilmistir. Sag kenar1 sag atrium,
sol kenar1 sol ventrikiil ve sol auricula’nin bir bolimii tarafindan olusturulmus olup bu
ylizde sag ventrikiil ile sol ventrikiil, sulcus interventricularis anterior araciligi ile

birbirinden ayrilmistir. (Snell 2004).



Facies diaphragmatica, sulcus interventricularis posterior tarafindan birbirlerinden
ayrilan sag ve sol ventrikiil tarafindan meydana getirilmis olup bu yiiziin bir pargasini da

v.cava inferior’un acildigi sag atriumun alt yiizii olusturmaktadir (Snell, 2004).

Apeks cordis; Kkalp tepesi, ¢entikli bir sekildedir ve bu gentik 6n ve alt yiizlerde
bulunan sulcus interventricularis’lerin tepede birbirleri ile birlesmesi ile olusmaktadir. Bu
centik tepeyi ikiye bolerek sagdaki parga sag ventrikularise soldaki daha genis parga sol

ventrikularise aittir (Kuran, 1983).

Basis cordis; kalp tabani saga, arkaya ve yukar1 dogru bakmaktadir, konveks bir
yapidadir. Bu tabanda biiyiik damarlar ve atriumlar yer almaktadir, basis cordis de sol
atrium sag atriuma nazaran daha genis yer kaplamaktadir. Kalp taban1 ayn1 zamanda arka

mediasten organlari ile iliski kurmaktadir (Kuran, 1983).

Kalp, vertikal bolme ile sag-sol atriumlar ve ventrikiiller olmak iizere dort odaciga
boliinmiis haldedir ve kan bu odaciklar iginde pompalanmaktadir. Bosluklarin ¢ikis
bolgelerinde ise kanmn geri kagisina engel olan kapaklar (valf) bulunmaktadir (Ross ve
Pawlina, 2014). Sag atrium sol atriumun 6n kisminda, sag ventrikiil ise sol ventrikiiliin 6n
kisminda yer almaktadir. Kalbin duvarlari myokardiyum denilen kalp kasindan meydana
gelmistir. Bu kas distan epikardiyum denilen ser6z bir perikard ile igten de ince bir endotel
tabakasi olan endokardiyum ile sarilmis haldedir (Sekil 2) (Snell, 2004).

Atrium dextrum

Ventriculus sinister

Ventriculus sinister

Septum interventriculare \\ ‘ ?

D

Sekil 2: Kalbin 4 odacig1 (atrium dextrum, ventriculus dexter, atrium sinistrum, ventriculus

sinister) ve septum interventriculare yer almaktadir (Netter, 2006).



Her iki atrium alt, {ist 6n arka i¢ yan dis yan olmak {izere altisar duvarhdir ve
ventrikiillere oranla duvarlar1 daha incedir. Atriyumlarin islevi venler araciliiyla

kendilerine gelen kani ventrikiillere iletmektedir (Kuran 1983).

Sag atrium, bir ana bosluk ve kiiciik bir dis kesecik olan auricula’dan olusmaktadir.
Sag atrium ve sag auricula arasinda, kalbin disinda bir vertikal oluk sulcus terminalis
bulunurken, kalbin i¢ ylizeyinde ¢izgi seklinde bir ¢ikint1 olan crista terminalis bulunur. Bu
cikintinin arkasinda uzanan atrium ana pargasi, diiz duvarlidir. Cikintinin 6n yiiziindeki
atrium kismui ise musculi pectinati denilen kas lifleri nedeniyle trabekiilliidiir. Musculi
pectinati, crista terminalis’ten auriculaya dogru uzanir (Snell, 2004). V.cava superior,
viicudun st yarisindan gelen kanin kalbe donmesini saglar ve sag atriumun iist kismina
acilir ve kapagi bulunmamaktadir. Viicudun alt yarisindan gelen kanin kalbe donmesini
V.cava inferior saglar ve sag atriumun alt kismina acilir. Fonksiyon gérmeyen bir kapaga
sahiptir. (Snell 2004, Kuran 1983). Vena cava inferior ile atriventrikiiler deligin arasinda sag
atriuma agilan sinus coronarius, kalp duvarindan gelen kanin biiylik kismini drene
etmektedir (Snell 2004). Ostium atrioventriculare dextrum, vena cava inferior’un agilma

yerinin 6niinde yer alir ve burada trikiispit kapak bulunur (Sekil 3) (Snell 2004).

Ayni sag atrium gibi sol atrium da bir bosluk ve bir aurikuladan olusmaktadir. Sol
atrium sag atriumun arkasinda yer alir ve kalbin taban veya arka yiiziiniin biiylik bir
boliimiinii meydana getirir. Arka tarafinda ser6z perikardin oblik sinusu uzanirken fibroz
perikard sol atriumu 6zofagustan ayirmaktadir. Sol atriumun i¢ yiizii dizdiir, fakat sol

aurikula, miiskiiler ¢cikintilara sahiptir (Snell 2004).



Truncus pulmonalis
Auricula sinistra

Arcus aorta

Aa pulmonales dextra et sinistra

Atrium sinistrum

Ventriculus sinister

Sekil 3: Atrium sinistrum ve buraya agilan yapilar ile birlikte ventriculus sinister boslugu

(Netter, 2006)

Her akcigerden iki tane olacak sekilde, dort vena pulmonalis arka duvara agilir ve
bunlarin  kapaklar1 bulunmamaktadir. Sol atrioventrikiiler delikte ise (ostium

atrioventriculare sinistrum) mitral kapak bulunur.

Sag ventrikiil (ventriculus dexter) atrium dextrum’dan apex cordis’e kadar
uzanmaktadir. Kalbin facies sternocostalis’inin biiyiik bir kismii olusturmaktadir. On
kisminin biiyiik cogunlugu perikardiyum vasitasiyla gogiis 6n duvariyla iliski kurarken sol
tarafinda kalan ufak bir kismi sol plevra ve sol akcigerin 6n kismu ile iliski kurar (Arinci ve
Elhan, 2014). Sag atriuma oranla sag ventrikiilin duvarlart ¢ok daha kalindir ve kas
demetlerinden olusmus i¢ ¢ikintilar gostermektedir. Bu ¢ikintilar ventrikiil duvarina stinger

seklinde bir goriintii vermektedir ve bu ¢ikintilar trabeculae carnea ismiyle bilinir (Snell,
2004).

Sol atriumla atrioventrikiiler delik vasitasiyla ve ostium aortae vasitasiyla da aorta ile
birlesen sol ventrikiil (ventriculus sinister) kan basincinin sag ventrikiiliin i¢indeki basingtan
daha yiiksek olmasindan dolay1 sag ventrikiile oranla daha kalin bir duvara sahiptir. Enine
kesitte, sag ventrikiil yarim ay sekilli bir goriiniime sahipken, sol ventrikiil sirkiiler
goriinimdedir; bunun nedeni septum interventricularenin sag ventrikiil kavitesi icine dogru

bombelesme yapmasidir (Snell 2004). Her iki ventrikiil arasinda septum interventriculare



yer almaktadir. Sol ventrikiil iyi gelismis trabeculae carneae ve iki biiyiikk m.papillaris
bulundurmaktadir, fakat moderator band’a sahip degildir (Snell, 2004). Ostium
atrioventriculare sinistrum’un sag kisminda bulunan delik ostium aortae olarak
adlandirilmaktadir ve burada valva aortae olarak isimlendirilen ii¢ tane semiluner kapakg¢ik

yer almaktadir (Arinci ve Elhan, 2014).

Kalbin iskeletini ise kalp delikleri etrafinda bulunan dort adet annulus fibrosus ile

bunlar arasinda bulunan trigonum fibrosum dextrum ve sinistrum olusturmaktadir (Arinct ve

Elhan, 2014).

Kalp, i¢te endotelyal bir tabaka olan endokardiyum (Endokard), ortada kas tabakasi
olan miyokardiyum (miyokard) dista ise mezotelyal fibro-seros bir yapida olan

perikardiyum (Perikard) olmak tizere li¢ tabakadan meydana gelir (Sekil 4) (Kuran 1983).

miyokardiyum epikardiyum
endokardiyum

perikardiyum
aorta adipoz doku

— 8eroz perikardiyumun
visseral tabakasi

— serdz perikardiyumun
pariyetal tabakasi

— fibr6z perikardiyum

sag atriyum Y WY,

perikardiyal
kavite

sag ventrik(l

perikardiyum

Sekil 4: Kalp ve perikardiyumun tabakalar1 (Ross ve Pawlina, 2013)

Endokardiyum, kalp bosluklarinin i¢ yiizeylerini, kalp kapakciklari, M. papillaris,
chorda tendinae, M. pectinati ve trabecula carnea’lar1 saran ince diiz iki tabakali bir zardir.
I¢ tabakasini tek katli endotel hiicreleri ve subendotelyal bir bag dokusu olustururken dis
tabakasin1 kollajen, elastik ve bir miktarda diiz kas liflerinden olusan subendokardiyal bir

tabaka olusturmaktadir (Arinct ve Elhan, 2014, Ross ve Pawlina, 2013). Kalinlig



bulundugu yere 20-500 mikron arasinda degisiklik gostermektedir. Valvula’lar ¢evresinde
ise bu fibroz doku c¢ok sertleserek adeta kikirdaklagmaktadir. Siirtlinmelerin ve kas yapisinin
bol oldugu yerlerde ise incedir (Kuran, 1983). Birbirleri ile ¢apraz yaparak bir ag olusturan
kollajenler, kalbin sistolii sirasinda dalgali halde bulunurlar ve diastol esnasinda diiz hale
gelerek kalbin daha fazla genislemesini Onlerler. Diastol esnasinda genisleyen kalbin tekrar
eski hale déonmesine de elastik lifler yardim eder (Arinct ve Elhan, 2014). Kalp kapaklar
bag dokusu ve bag dokusunun iizerinde yer alan endokardiyumdan meydana gelmektedir.
Diizensiz siki bag dokusu bilesenlerinden olusan kompleks bir aga tutunur halde
bulunmaktadirlar ve bu ag fibroz halkalar1 olusturarak kapaklari igeren delikleri sarmaktadir
(Ross ve Pawlina, 2013). Her bir kapak ii¢ tabakadan meydana gelmektedir. Fibroza
tabakasi, kapagin merkez kismini olusturur ve kalbin iskeletinden gelen diizensiz siki bag
dokusu fibroz uzantilar1 icermektedir. Spongiyoza tabakasi, her bir kapagin atriyal veya kan
damarlar1 kisminda yer alan gevsek bag dokusudur. Gevsek diizenlenmis kollajenler ve
elastik liflerden meydana gelmektedir. Ventrikiilaris tabakasi ise her bir kapagin atriyal ya
da ventrikiiler ylizeyine komsu olarak bulunmaktadir ve endotel ile kaplidir. Yogun bir

elastik lif tabakasi igeren siki bag dokusundan olusmaktadir (Ross ve Pawlina, 2013).

Sekil 5: Kalp duvarinin histolojik yapisi, E; Endotelyum, EN; Endokard, DB; Diizensiz Bag
dokusu, MY'; Miyokardiyum. (Ross ve Pawlina, 2013)



Endokardiyum kan damarlar1 bulundurmamaktadir. Myokardiyumdan ¢ikan lympha
yollart endotelyum altina kadar girerek bu tabakanin beslenmesini saglamaktadirlar. Ayrica
endotel tabakasinin altinda ¢ok sayida sinir aglar1 mevcuttur bu aglar kalp i¢i refleksler ile

stimuluslarin olusturulmasi ve dagitilmasinda 6nemli rol oynamaktadirlar (Kuran 1983).

Myokardiyum, kalp kasindan meydana gelmektedir ve kalbin ana bilesenini
olusturmaktadir (Ross ve Pawlina, 2013). Mikroskobik a¢idan ¢izgili kasa benzeyen
myokardiyum isleyis olarak diiz kas gibi davranmaktadir. Birbirleri ile i¢ i¢e girmis kas
lifler1 sinirlerini otonom sinir sisteminden almaktadirlar. Kalp kaslar1 birbirlerine bag
dokusu ile baglanmis olup demetler olusturur ve bu demetlerde tabakalar1 meydana
getirmektedir (Arinci ve Elhan, 2014, Kuran, 1983. Atrium ve ventrikiiller arasinda fibroz
kalp iskeleti bulundugudan bunlar1 saran kaslar birbirlerinin devami olmaz ve bu yiizden
atrium ve ventrikiiller ayr1 ayr1 kasilabilirler (Yildirim, 2013). Sag ve sol atriumlar1 saran
kas tabakasi birbirleriyle devam etmezken ventrikiilleri olusturan kas tabakasindaki lifler
birbirleri ile devam etmektedir (Arincit ve Elhan, 2014). Kas lifleri atriumlar1 saran lifler,
ventrikiilleri saran lifler ve fasciculus atrioventricularis (His Huzmesi) olmak iizere ii¢ gruba
ayrilmaktadir. Atriumlar gevreleyen kas tabakasi ventrikiil duvarina oranla daha incedir ve
dizilis yonleri farkli olan iki tabakadan meydana gelmektedir. Yiizeyel tabakada bulunan
lifler her iki atriumu birden sararken, derin tabakadakiler sadece bir atriumu sararlar.
Ventrikiillerin kas tabakasi ise atriuma oranla daha kalin olup daha karisik bir yonelme
izlerler (Arinci ve Elhan, 2014). Sol ventrikiil duvari ise sag ventrikiil duvarina oranla daha
kalindir ve burada myokardiyum 3 tabakalidir. Her bir tabakada bulunan lifler ise farkl
yonlere dogru dagilmis durumda bulunurlar fakat birbirlerinin devami seklindedirler. Her
bir kas lifi kalp iskeletinden baslayarak {i¢ tabakay1 meydana getirecek sekilde farkli yonlere
dogru uzanir ve tekrar kalp iskeletinde sonlanir. Orta tabaka en kalin iken dis tabaka en ince
olandir. Septum interventriculare’in yapisina katilan orta ve i¢ tabakada bir ventrikiilden
digerine gegmez iken dis tabakanin lifleri her iki ventrikiilii de ¢evrelemektedir (Sekil 5)

(Arinci ve Elhan 2014, Kuran, 1983).



kesit) 1) \ \e i I\ R BV, sPm«innlmu:1
i A Tyt (enine kesit)

7 Endokard

8 Kapiler
3 Kalp kas lifleri

 (boyuna kesit) ,‘ ;
i \ it 9 Subendokardiyal
W tnalatdiser <<_ &L e
R
N \ / '};;“‘“:\:%»q‘ i Rl | TTR@— 10 Purkinie lifleri
[ gl Jidh ! i hEL L L T (boyuna kesit)
Sekil 6: Kalp kasi lifleri (diFiore’nin Histoloji Atlasi, 2013).

5 Pulmoner trunkus:
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Sekil 7: Kalp, sag ventrikiil (diFiore’nin Histoloji Atlasi, 2013)

Perikardiyum kalp ve biiylik damarlarin kok kismini gevreleyen iki tabakali fibro-

ser0z bir zardir. Dista fibroz, pericardium fibrosum, icte serdz, pericardium serosum olarak

10



iki tabakadan meydana gelir (Arinci ve Elhan, 2014). Epikardiyum ise kalbin dis ylizeyine
bitigik haldedir ve ser6z perikardiyumun visseral tabakasidir (Seki 7). Bu visseral tabaka tek
tabakali mezotelyum hiicrelerinden ve bunlarin altinda yer alan bag ve adipoz dokudan
meydana gelmektedir. Ser6z perikardiyumun pariyetal tabakasi ise kalbe giren ve ¢ikan

bliyiik damarlarda perikardiyumun i¢ yiizeyinde uzanmaktadir (Ross ve pawlina, 2013).

2.2. Kalbin Embriyolojik Gelisimi

Fertilizasyon ile gametler yani oosit ile sperm fiizyona ugramaktadir. Boylece
embriyogenez denen slire¢ baslamakta ve zigot meydana gelmektedir. Mitotik boliinmeler
ile zigot birgok asamadan gecerek blastosist asamasina gelmekte ve bu asamada uterusa
implante olmaktadir (Kloesel ve ark, 2016). Blastosistin bir kutbunda embriyoyu
olusturacak olan i¢ hiicre kitlesi bulunurken, blastosist kavitesi ile ayn1 zamanda i¢ hiicre
kitlesini de ¢evreleyen dis hiicre kitlesi diger bir adi ile trofoblast hiicreleri bulunmaktadir.
Dis hiicre kitlesi farklilasarak plasentayr olusturacak yapiya katilirken, i¢ hiicre kitlesi
embriyoyu olusturucak dokulart meydana getirecektir (Sadler, 2011). Embriyogenez devam
ettikge i¢ hiicre kitlesinin blastosist kavitesini saran kiibik hiicrelerden hipoblast tabakasi,
amniyon kavitesini saran prizmatik hiicrelerden epiblast tabakasi olugsmaktadir. Bu tabakalar
birlikte bilaminar germ diskini olusturmaktadir. Bu siirecte epiblast tabakasi icerisinde bir
kavite meydana gelmektedir ve bu kavite amniyon boslugu adini almaktadir (Sekil 8)
(Moore ve Persaud, 2016).

Trofoblast ic hitcre kitlesi

A. > 4"’" W Amnivonik kavite

([ :|: " Blastosist | 1, ooace® Epiblast
¥ kawtesx . iy o Hipoblast
Fertilizasyon Zigot Morula Blastosist
Implante olan blastosist
Ektoderm
Notokord - Mezoderm
Primitif oluk - I e T
I
Primitif ¢izgi |“ Yolk kesesi J,“ Endodemm
‘AL\L-L e s n'—""’.‘ll
ST
Germ Diskinin Dorsal Kism1 Germ Diskinin Enine Kesiti

Sekil 8: Fertilizasyon. A) Ddllenme ve asamalari. B) U¢ germ hiicre tabakasiyla germ

diskinin farklanmasi (Kloesel ve ark, 2016)
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Embriyo yaklasik 15-16 giinliik oldugunda epiblastin yiizeyinde kaudal bolgeden
kraniyal bolgeye dogru primitif (ilkel) ¢izgi olugsmaktadir. Orofaringeal (kranial) ve kloakal
(kaudal) membranlar arasindan primitif diigiime dogru uzanmaktadir. Sefalik ugta ise
primitif digim primitif gukuru g¢evrelemektedir (Sadler, 2011; Kloesel ve ark, 2016).
Epiblast hiicrelerinin ¢ogalmasi ve gogii sonucu olusan primitif ¢izgiden epiblast hiicreleri
¢izgi boyunca hareket ederler ve ¢ukurdan epiblastin altina dogru yerlesirler. Bu yerlesim
diizeni hipoblastin itilmesiyle embriyonik endodermi, yeni olusmus endoderm ile epiblast
arasinda embriyonik mezodermi, epiblastta ise embriyonik ektodermi meydana
getirmektedir (Sekil 9). Primitif ¢izgi kdkenli mezenkimal hiicreler genis ¢apli sekilde gog
ederler ve bu hiicre tipleri ¢esitli hiicre tiplerine farklilasma yetenegine sahiptirler (Sadler,
2011, Moore ve Persaud, 2016). Epiblast hiicrelerinin gelecekleri, primitif ¢izgi boyunca
goc etme yoniine gore belirlenir. Primitif diigiimiin kraniyal alanindan iceriye dogru goc
eden hiicreler prekordal plagi ve notokordu olustururken, primitif ¢izginin kraniyal ucu ve
diiglimiin lateral bolgelerine go¢ edenler paraksiyel mezodermi, ¢izginin orta bolgesinden
goc edenler intermediate mezodermi, ¢izginin kaudal bolgesinden gog¢ eden hiicreler lateral
plak mezodermini, en kaudal kisimdan go¢ edenler ise ekstraembriyonik mezodermi

olustururlar (Sadler, 2011).

Kardiyojenik bolge

Noral plak

Ara paraksiyal  Noral oluk

Néral oluk mezoderm mezoderm

Noral k Embriyonik ektoderm
éral kivrim

B kesitinin
dizlemi \SHHAON

Amniyon

bosluklart

Amniyonun
kesik kenarl

Soélom bosluklar

Sekil 9: Embriyonik gelisimin 19 ve 21 giinleri. A, noral diskin dorsal goriintiisii. B,
Embriyonik diskin dorsalinden transvert kesit ( Moore ve Persaud, 2016)
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Yassi ve disk seklinde olan embriyonik disk, hiicrelerin 6zellikle sefalik yone dogru
siirekli go¢ etmesiyle giderek uzamaya baslar. Kaudal bolge daralirken sefalik bolgede
genisleme s6z konusu olmaya baglar. Orta ¢izgide notokord uzantist ve bu uzantida
notokord kanali olusur. Notokord, prekordal plaga kadar endoderm ve ektoderm arasinda
uzanir. Primitif ¢izgi ve notokordda bulunan bazi mezenkimal hiicreler notokord uzantisinin
her iki tarafinda da hem kraniyal hem prekordal plak ¢evresine dogru hareket ederek ticiincii
haftanin sonunda (Sekil 9 ve Sekil 10) kalp primordiyumun gelismeye basladig
kardiyojenik alanda kardiyojenik mezodermi sekillendirmek iizere birlesirler (Moore ve

Persaud, 2016, Sadler, 2011).

4
Néral kiviim
Orofarengiyal :
Prekordal plak membran \
e / = = 2
Kraniyal ug ST = 5 J'/ .‘;é 3 \\
. Néral plak (R
e Embriyonik b | —— j
Vv " ektoderm \ | = #
( )\/ o | Notokord \ ==
‘\ J Erlmntlf : /  uzantisi \\ — /
\ | cizgi \ == [
/ ~_ Yeni eklenen | S/
g/ Primit = hicreler~—————<$7
5 T~

i cizgi & \ ' /
Kaudal u \
5 =" Néral oluk
altinda notokord

Kloaka membran

A 15 ginliik B 17 gunliik C 18 ginlik D 21 gunlik
Sekil 10: Embriyonik gelisimin iiglincii haftasinda dorsal goriinlimiin sematik olarak

gosterilmesi (Moore ve Persaud, 2016)

Yaklasik bii siirece kadar yani 3. haftanin basina kadar diflizyonla besin ve oksijen
thtiyacim1 karsilayan embriyo gelisim siiresi devam ettikge beslenme ihtiyacina yeterli
cevabi alabilmek i¢in kalp gelisimine ihtiya¢c duyar. Bu nedenle embriyonik gelisim
siirecinde ilk gelisen ve faaliyet gosteren organ kalptir (Sadler, 2011). Primitif ¢izginin
kraniyal bolgesinde bulunan 6nciil kardiyojenik mezodermal hiicreler kraniyal-lateral goc
ederek, ilk kalp alan1 denilen kraniyal néral kivrimlarinin etrafinda hilal seklinde bir manto
olustururlar. ikinci kalp alani ise ilk kalp alaninin kaudal ve mediyal formlarin olusmasiyla

faringeal mezodermde olusur ve 15. giinde kardiyal krest ortaya ¢ikar. ilkel kalp ilk atimini
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21. giinde gerceklestirirken kan pompalamaya 24. ve 25. giinler civarinda baslamaktadir
(Kloesel ve ark, 2016).

Embriyonik biiylime ile gergeklesen kraniyo-kaudal ve lateral eksenlerde kivrilma
sonucu endokardiyal tiipler once servikal ve sonra torasik bolgeye tasinir. Dorsal aortun
kraniyal uglar1 ilk aortik kemeri olusturmak {izere dorsoventral bir bolge olana kadar ventral
olarak gekilir. Dordiincii ve besinci haftaya kadar faringeal kemerlerle baglantili olarak dort
ve daha fazla aortik kemer gelisim gosterir (Larsen, 1998). Her iki taraftaki yanal plak
mezodermin splanknik tabakasinda yer alan endokard tiipleri kaynasarak orta hat alaninda
tek bir endokardiyal tiip olusumunu saglar. Bu iki tiipilin fiizyon olay1 baglanti yiizlerinde ki
programli hiicre Oliimii ile saglanmaktadir. Yine biiylik kan damarlar1 endokardiyal tiip
olusumu ile ayni zamanlh gelisim gostermektedir (Kloesel ve ark, 2016). Kalbin birincil
¢ikis yolunu olusturan ¢ift dorsal aort ise notokordun her iki tarafindaki embriyonik diskin
dorsal mezenkiminde gelisir ve katlanmaya baslamadan once endokardiyal tiiplerle
baglantisin1 olusturur (Larsen, 1998). Endokardiyal tiip, miyokardiyal hiicreler tarafindan
olusturulan miyokarddan ve endotel hiicreleri tarafindan olusturulan endokardan meydana
gelmektedir. Kardiyak jole adi verilen bir hiicre dis1 matris bu iki hiicre tipini ayirmaktadir
(Sekil 11). Epikard daha sonra proepikardiyal onciil hiicrelerin gogiiyle olusturulmaktadir
(Kloesel ve ark, 2016).

:::::::

Noral
krest

Dorsal
aorta

Myokard

: Splanknik 3
N hucreleri

mezoderm
tabakasi

N
B Endokardiyal
tup

Noral krest

Onbarsak

Perikard
Dorsal boslugu
mezokardiyum
Kardiak
Myokard jdle

Endokardiyal
tip

Sekil 11: Endokardiyal tiiplerin tek bir endokardiyal tiip halini almasini1 gosteren transvers

kesitler. A. 17. glin, B. 18. giin, C. 22. Giin (Sadler, 2011)
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Gegmiste, kalp tiipliniin son halini yani dort odacikli kalbi olusturmak icin gerekli
tim elementleri igerdigi kabul edilmekteydi fakat yeni arastirmalar, ilk kalp alanindaki
hiicreler tarafindan olusturulan ilkel kalp tiipliniin, dort bolmeli kalpten sadece kiigiik bir
boliim olusturdugunu gostermektedir. ilk kalp alanindaki hiicreler bir iskele saglarken,
kalbin ¢ogunlugu kalp tiiptiniin uzamasina neden olan ikinci kalp alanindan kaynaklanan
oncli hiicre gociiyle olusturulmaktadir (Kelly, 2012). Endokardiyal tiipiin yeniden
diizenlenmesi dort kalp odasinin olusturulabilmesi i¢in ¢ok onemlidir. Kardiyak diiglim,
oncii hiicrelerin gociiyle endokardiyal tiiplin uzamasi ile yonlendirilir. 23 ile 28 giinler
arasinda endokardiyal tliip kardiyak diiglim yapisim1 tstlenmek i¢in bikiiliir. Cikis
bolgelerinin ve atriyoventrikiiler kanalin orta hat pozisyonuna hareket ettirilmesi bu yapilari

hizalamaktadir ve bu siiregte yakinsama olarak bilinmektedir (Kelly, 2012).

4. haftanin baslarinda artik kalp tiiplinde sinus venozus, truncus arteriosus, bulbus
cordis, ventrikiil ve atrium adi verilen bolmeler olusmus olur. Aorta arkuslarinin ¢iktig
aort kesesi, Truncus arteriosus’un kranyal ucunda bulunurken kalp tiiptiniin en kaudal
kisminda bulunan sinus venosus’a ise umblikal ven, vitellin ve embriyodan ana kardinal
venler agilmaktadir (Larsen, 1998). Bulbus kordis ve ventrikiil ¢ok hizli bliylimektedir bu
nedenden dolay1 28.giinde kalp tlipii egim yaparak ve at nali seklinde bir bulboventrikiiler
halka olusturmaktadir. Atrium ve sinus venosus bu egim ile birlikte truncus arteriosus,
bulbus cordis ve ventrikiiliin arka bolgesinde yer alir (Sekil 12). Bu sayede 4 kalp

boslugunun uzaysal diizenlenisi saglanmis olmaktadir (Cankara, 2010).

Truncus arteriosus

Atriyum

Sinus venosus

Sekil 12: 4. Haftada primordiyal kalp tiipii ve saat yoniiniin tersine kivrilma hareketi
(Moore ve Persaud, 2016)
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Dordiincii  haftanin sonuna dogru atriyoventrikiiler kanalin ventral ve dorsal
duvarindan endokardiyal yastiklar meydana gelir. Bu yastiklar noral krest ve kardiyak
jelden koken almaktadir. Besinci haftada endokardiyal yastiklar mezenkimal hiicrelerin
gociiyle birbirine yaklasir ve atriyoventrikiiler kanali sol ve sag atriyoventrikiiler kanallar
olmak iizere ayirir (Moore ve Persaud, 2016). Atriyal septasyon, gebeligin dordiincii ve
besinci haftalarinda tabandan tepeye dogru yiikselen septum ile baslar. Septum primum sol
ve sag atriyumu iki farkli alan diginda boler. Ilkel atriumda ilk olarak septum primum ve
septum sekundum olusmaktadir (Moore ve Persaud, 2016). Bu septumlar farklilasarak
birbiriyle birlesir ve ilkel atrium sag ve sol atriumlara ayrilir. Septum primum, ilkel
atriumun dorsokraniyal duvarindan 28. giinde atrioventrikiiler kanali bolen endokardiyal
yastiklara dogru biiyliyen ince bir zardir. Bu zarin serbest kenariyla endokard yastiklari
arasinda foramen primum denilen bir delik bulunur ve zar endokard yastiklar ile
kaynastiginda foramen primum kapanmaktadir (Sadler, 2011). Foramen sekundum ise
foramen primum kapanmadan 6nce septum primumun orta kismindaki programlanmis hiicre
oliimii sayesinde olusan deliklerin birlesmesiyle olusmaktadir. Ilkel atriumun ventrokraniyal
duvarindan ikinci bir zarin septum primumun sagina dogru biiyiimesiyle septum sekundum
olusmaktadir 5. ve 6. haftalarda biiyiiyerek giderek septum primum {iizerindeki foramen
sekundumun {iizerini kapatir.  Septum sekundum atriumlar arasinda tam bir bdlme
olusturmaz, iist ve alt ayaklar1 arasinda bir agiklik birakir. Bu agiklik foramen ovale’dir.
Dogumdan 6nce sag atriuma gelen kanin sol atriuma ge¢mesini saglar ve dogumdan sonra
ise sol atriumdaki basincin yiikselmesiyle dogumdan sonraki 3 hafta i¢inde kapanir (Moore
ve Persaud, 2016). Dordiincii haftanin ortasindan itibaren siniis venozus sag ve sol
boynuzlarindan vendz kan almaya baslamaktadir. Vitellin ven, umblikal ven ve ortak
kardinal ven bu boynuzlara gelmektedir. Sol boynuz 5. haftada gergeklesen sag umblikal
ven ve sol vitellin venin kapanmasiyla 6nemini kaybeder. Sag boynuz ise genisler, atriuma
acildig1 delik saga kayar. Sag boynuz bas-boyun bolgesindeki kani superior vena cava
yoluyla, viicudun alt kismindan gelen kani ise vena cava inferior yoluyla alir ve sag atriuma
bosaltir (Sadler, 2011). Gelisim ilerledik¢e baslangigta ilkel kalbin ayr1 bir bolimii olan
sinus venozusun sag boynuzu sag atrium duvarina katilir. Bu sayede vena cava superior ve
inferior sag atriuma direkt olarak acilir. Ayrica sag atriyum bu duvari siniis venarum adini
alir. Geri kalan trabekiillii bir goriiniimdedir ve burasi sag aurikula adini almaktadir,
atriyumun i¢ yiizeyinde bu iki kisim crista terminalis ile ayrilirken disardan sulcus

terminalis ile ayrilmaktadir (Moore ve Persaud, 2016).
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Primordiyal ventrikiil ilk olarak interventrikiiler septum ile bolmelenir. Septum,
ventrikiiliin apeksine dogru tabaninda yer almaktadir ayn1 zamanda sag ve sol primordiyal
ventrikiillerin miyositleri de bu septumun yapisina katilirak buradaki proliferasyon septum
boyutunu arttirmaktadir (Moore ve Persaud. 2016, Larsen. 1998). Interventrikiiler septumun
serbest kenar1 ile kaynagmis durumda bulunan endokardiyal yastiklar arasinda yedinci
haftaya kadar hilal seklinde interventrikiiler foramen bulunmaktadir. Bu yap1 sag ve sol
ventrikiiller arasindaki gegise izin vermektedir. Interventrikiiler foramen yedinci haftanin
sonunda bulbar ¢ikintilariin  endokardiyal yastiklar ile kaynagmasiyla kapanir.
Interventrikiiler septumun muskiiler kismi ile endokardiyal yastigin sag tarafinda bulunan
kisim Interventrikiiler septumun membrandz kismini olusturur (Cankara, 2010; Sadler,
2011). 1V foramen kapandiktan sonra trunkus pulmonalis ile sag ventrikiil iliski kurarken
aorta ile sol ventrikiil araciligiyla iletisim saglanmis olur (Sekil 13). Ventrikiil duvarlarinda
kavitelerin olusumuyla ise ag seklinde kas demetleri meydana gelir. Bu kas demetlerinden

ventrikiillerin trabekiil yapisi, papiller kaslar ve korda tendinealar olusmaktadir (Moore ve

Persaud, 2012).
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Sekil 13: Atrioventrikiiler kapaklarin chordae tendinea ve musculus papillaris’in gelisimi

(Moore ve Persaud 2016)
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Kalp kapaklar1 ise subendokardiyal bag dokusunun artmasiyla olusmaktadir. Endotel
ile sarilmis siki bir bag dokusu yapisindadir. Atrioventrikiiler kanallarin etrafindaki
mezekimal dokunun artigtyla sol atrium ve ventrikiil arasinda mitral (bikiispid), sag atriumla
sol ventrikiil arasinda ise trikiispid kapaklar gelismektedir (Sekil 14). Aort ve pulmoner
turunkus ¢evresinde ise semilunar kapaklar meydana gelir. Semilunar kapaklar 9. haftada

gelisimini tamamlar (Moore ve Persaud 2016, Sadler 2011).
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Sekil 14: Semilunar kapaklariin gelisimi (Moore ve Persaud 2016).
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2.3. Farelerde Embriyonik Kalp Gelisimi

Fare embriyosunda da ilk gelisen ve islev gdsteren organ kalptir. Fare embriyosunun
7,5 giiniinde (E7.5) primitif ¢izgide bulunan prekiirsér hiicrelerden farklilagan
kardiyomiyositler primitif ¢izginin arteriyo-lateral yoniinde hareket ederek cift tarafli
kardiyojenik plakalar1 (miyokardiyal, primordiyal) meydana getirirler. Bu plakalarin altinda
bulunan endotelyal hiicreler farklilagarak sag ve sol endokardiyal kalp tiipiinii olusturur
(Kaufman ve Bard, 1999). Embriyonun 8. giiniinde (E8.0) bu endotelyal kapli damarlar
birbirlerine paralel olarak hizalanir, rostral-arteriyal ( aortik kese) ve kaudal ven6z kutuplar
(sag ve sol siniis boynuzlar1) tek bir kalp tiipiinii olusturmak iizere orta hatta fiizyona ugrar
(Sekil 16). Baslangigta diizensiz olan kalp atiglar1 E9.0 da diizenli bir kasilmaya doniisiir.
Venoz kutup bir kalp pili gibi davranir ve kalp kasilmasi kalp tlipli boyunca yayilir (Sekil
15) (Kaufman ve Navaratnam, 1981).

Kalp tiipii dis miyokardiyal hiicreler ve i¢ endotelyal hiicrelerden olugmaktadir ve bu
iki hiicre tabakas1 arasinda ekstraseliiler matriks olan kardiyak jéle yer almaktadir (Kaufman
ve Navaratnam, 1981). Kalp tiipii ven6z kutbun kraniyal ve dorsal hareketi ile E8.5 ve

E10.5 giinler arasinda saga dogru doner.
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Sekil 15: Farede erken donem kalp gelisimi (Lin ve ark, 2012)
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Saga dogru kivrilma ile es zamanli olarak kalp tiipii uzar ve gelecekteki odalarda
balonlasmaya baslamaktadir. Birincil kalp tiipiiniin olusmasindan sonra ¢ikis yollarinin
uzatilmasi i¢in faringeal arkuslardan myokardiyum (ikinci kalp bolgesi) eklenir (Kirby
2007; Yelbuz ve ark. 2002). E9.5’dan itibaren birka¢ segment kalpte ayirt edilmektedir. Sag
ve sol siniis boynuzlar tiim sistemik kani ortak atriyal bélmeye bosaltirken, bu ortak atriyal
bolme ilkel sol ventrikiile bir atriyoventrikiiler kanal ile baglanmaktadir. Primitif sol
ventrikiil gelecekteki sag ventrikiile bulboventrikiiler kanal ile baglanirken, OFT, konus ve
trunkus gelecekteki sag ventrikiilii aortik keseye baglamaktadir. Atriyal ve ventrikiiler
parcalarin daha da gelismesi bu odalarin balonlagsmasina dayanmaktadir. Atriyal odalar her
iki atriyal kutuplarin genislemesi ile gelisirken ventrikiiler odalarda balonlagsma arada bir
interventrikiiler septum olusturacak sekilde dis kavise dogru olmaktadir. E9.5 giinliige
ulastiginda atriyoventrikiiler kanal ve ortak OFT i¢ hiicre duvarinin sismesiyle ortaya ¢ikar.
Bu siskinlikler atriyoventrikiiler ve OFT yastiklar1 olarak adlandirilmaktadirlar. Kalbe ait
dort odacagi olusturmak icin gerekli septal ve valf yapilarinin yani sira aorta ve pulmoner
trunk’in ayrilmasma da bu yastiklar katkida bulunurlar (Fananapazir ve Kaufman, 1988).
Ekstrakardiyal hiicrelerin ii¢ popiilasyonu ise go¢ yoluyla kalp yapisina dahil edilmektedir.
Bu hiicreler, septum transversumun mezenkiminden pro-epikardiyum, viicut duvarindan
atriyuma dahil edilen mezokard ve faringeal arkuslardan OFT’nin dorsaline gelen kardiyak
noral krest hiicreleridir. E9 ve E11 giinleri arasinda pro-epikardiyum OFT de dahil olmak
tizere tiim kalbin dis yiizeyini sarar. Buna ek olarak da koroner damar sisteminin endotel ve
diiz kas hiicreleri ile bag dokusu epitelyal mezensimal transformasyon ile epikardiyumdan

olusur (Perez-Pomares ve ark. 1997).

Embriyo 11.5 giinliige ulastiginda ortak ¢ikis yollar1 heniiz boliimlenmemis 3
parcadan olugsmaktadir. Bunlar; aortik kese, trunkus (arteriosus) ve konustur. Embriyonik
gelisimin 13.5 giinlinde Ortak c¢ikis yollarinin septasyonu boyunca bu parcalar ¢ikislara,
kapakgciklara, aortik ve pulmoner trunkuslarin bazaline katkida bulunurlar (Kirby, 2007).

Atriyoventrikiiler kanalda ise atriyoventrikiiler endokardiyal yastiklar goriiniir hale
gelmeye baslar. Inferiyor atriyoventrikiiler kanal dis biikey ile iliskili iken, siiperiyor
atriyoventrikiiler kanal i¢ biikey ile iliskilidir. Kalbin i¢ biikeyi boyunca ¢ikis yollar1 ve
atriyoventrikiiler yastiklar birbirleri ile iligski kurarlar ve bu asamada bulbus kordisden ¢ikis
yollar1 ortaya cikarken atriyoventrikiiler kanal bulboventrikiiler kanaldan koken alir. Cikis

yollar1 ve atriyoventrikiiler yastiklarin gelismesi ve olgunlasmasi epitelyal-mezensimal
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transformasyon ile gerceklesmektedir. Transformasyon boyunca luminal epitel
tabakalarindaki mezensim fenotipindeki endokardiyal hiicreler yastiklarin ekstraseliiler
matriksine go¢ etmektedir (Savolainen ve ark, 2009). Yine 11. giinde sistemik venlere
baktigimizda venoz drenajda yeni diizenlemeler meydana gelmektedir. Sag vitellin veni
vena kavayla iliskide bulunarak oksijenden fakir kani alt govdeden kalbe getirmektedir.
Duktus venozus adi verilen damar ise plasental oksijenlenmis kani sol umbilikal venden
dogrudan inferior vena kava i¢ine getirmektedir. Sol siniis boynuzunun ¢ap1 ise 6nemli
oOl¢iide azalir ve sol koroner siniis halini alarak gelismekte olan sol {ist vena kava ile inferior
vena kava’nin post-hepatik kismi arasinda baglant1 yapar. Bu asamada sag siniis boynuzu ve
ortak kardinal venler sag atriyuma dahil edilir ve siiperiyor vena kavaya katkida bulunur.
Sonugta tiim vendz kollar inferiyor vena kava ile iligkili olarak siniis venosus ad1 verilen tek
bir agikliktan varsayimsal olarak sag atriyuma gelmis olur. Intra-atriyal septasyonun ilk
belirtisi ise septum primum olusumudur. Septum primum E10.0 atriyoventrikiiler
endokardiyal yastik dokusuna dogru biiylimeye baslar ve atriyoventrikiiler yastiklar yaklasik
olarak E12.0’de kaynasir. Diger inter-atriyal septum, septum sekundum ise E12.5’te
gelismeye baslar (Ho ve Handerson, 2010). E12.5 da semilunar ¢ikis yolu kapaklarint da
iceren ¢ikis yolunun distal boliimiiniin septasyonu tamamlanmis ve konusdaki ¢ikis yolu
septumunun proksimal kismi distalden kapatilmaya baslamustir. Ust ve alt atriyoventrikiiler
yastiklar, atriyoventrikiiler kanalin ayr1 sag kanallara ve sol kanallara bdliinen bir
atrioventrikiiler septum veya septum intermedium olusturmasi i¢in kaynasirlar. Diger tim
kalp septalar1 (¢ikis yolunun konik yonii septum, interventrikiiler septum ve septum
primum) atriyoventrikiiler yastiklarla kaynasir ve atriyoventrikiiler septasyona katkida
bulunurlar. E12.5°te hala iki ventrikiil arasinda iletisim vardir ve ventrikiiller arasindaki
baglanti E13.5-14.0’a kadar kapatilir (Kaufmann ve Bard, 1999). E13.5 c¢ikis yollarinin
septasyonu tamamlanmistir. Kalbi kapsayan kesenin dis kismi olan perikardiyum-(parietal)
perikard esas olarak bag dokusundan olusur. Perikard, posterior olarak diyafragma, lateral
olarak mediastinal plevraya, ventrik olarak gogiis kafesine baglanir. Epikard (visseral
perikard) kalpteki en dis hiicre tabakasidir ve kalbi E11.0 de kusatir (Kirby, 2007). E14.5 da
Inferior ve superior endokardiyal atriyoventrikiiler yastiklar sirasiyla sag trikiispid ve sol
mitral septal valf brosiirlerine modifiye edilmistir. Atriyum odalar1 E14.0 de ikiye boliinmiis
olmasina ragmen burada bulunan agikliga foramen ovale adi verilir ve inferior vena kava
yoluyla sag atriuma giren biiylik oranda oksijenlenmis kani orta hat boyunca sol atriyum
bosluguna yoneltir. Sag atriyumun rostral kismina giren deoksijene kan ise sag {ist vena

kava yoluysa sag ventrikiile yonlendirilir (Kaufman ve Bard 1999). Foramen ovale dogumla
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birlikte iki atriyal septanin kaynasmasiyla kapanir. Onceki evrelerle karsilastirildiginda,
E15.5’te goriilen 6nemli degisiklikler ise sag atriyum hacminde, sol atriyumun hacminde
artis ve kalp yonelimde degisikligin olmasidir. Kalp, atriyoventrikiiler kapak brosiirleri ve
koroner arter hari¢ E15.5 ile kesin prenatal konfiglirasyonuna ulagmis olmaktadir.
Atriyoventrikiiler kapaklarin olusturulmasinda endokardiyal atriyoventrikiiler yastiklar
onemlidir, ancak kapak yaprak¢iklarinin daha sonraki olgunlagmasi i¢in miyokardin yeniden
sekillenmesi adimlar1 gereklidir. E15.5 ve E18.5 arasinda, miyokard gelismekte olan
brostirlerden kademeli olarak kaybolur ve olgun valf yapilarina benzeyen ince, lifli
yaprakciklar elde edilir. Kalp kasina kan saglayan koroner vaskiiler sistem ise

epikardiyumdan tiireyen endotelyal pleksustan gelisir (Kaufmann ve Bard, 1999).

2.4. Kalp Gelisiminin Molekiiler Diizenlenmesi

Organ ve dokularin olusum siiregleri, hiicrelerin kaderini belirleyen ardisik gen
diizenleyici adimlarla ilerlemektedir ve 6zel hiicre tipleri karmasik li¢ boyutlu yap1 ve islev
birimlerine organize olmaktadir. Basit model organizmalarda ve omurgalilarda kalp
gelisiminin ve genetik temellerinin arastirilmasi, miyojenik transkripsiyon faktorleri, onlarin
asag1 dogru hedef genleri, kardiyak hiicre akibeti, miyosit farklilagsmasin1 ve kardiyak
morfogenezi yonlendiren yukart akig sinyalleme yolaklar1 arasindaki fonksiyonel
baglantilardan olusan evrimsel olarak korunmus bir gen diizenleyici ag1 ortaya koymustur
(Cripps ve Olson, 1998). Genis ¢apta yapilan filogenetik ¢aligmalarda kalp gelisimi ile ilgili
transkripsiyonel aglar arasindaki ¢arpici paralellikler, giderek artan karmagiklikla evrimsel
olarak ortaya cikan kalplerin, kalp transkripsiyon faktorlerini kodlayan bir atasal agin
modifikasyonu ve genislemesi yoluyla olustugu fikrini desteklemektedir. Kalp diizenleyici
genlerin ¢ogalmasiyla birlikte kardiyak genetik aglarin genislemesi ve ilave gen hatlarinin
birlesmesi, muhtemelen, ilkel bir damar benzeri kalbe, odalar, valfler ve iletim sistemi gibi

yeni yapilarin eklenmesine izin vermistir (Fishman ve Olson, 1997).

Kalp gelisimi, kalp hiicresi kaderini, kontraktil proteinleri kodlayan genlerin
ekspresyonunu ve kardiyak yapilarin morfogenezini kontrol eden, evrimsel olarak korunan
transkripsiyon faktorlerinin (NK2, MEF2, GATA, Tbx ve HAND) ¢ekirdek seti tarafindan
yonetilir. Bu transkripsiyon faktorleri ayn1 zamanda birbirlerinin ifadelerini diizenleyerek,

kalp gen programimi stabilize eder ve gii¢clendirir. Bir¢ok durumda yine onlarca baska
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transkripsiyon faktorii bu g¢ekirdek diizenleyiciler i¢in yardimci faktorler olarak gorev

yaparak kardiyojeneze katkida bulunur (Cripps ve Olson, 1998; Buckingham ve ark, 2005).

Metazonlar boyunca korunan ve mayada bile bulunan MADS-box protein MEF2, en
eski miyojenik transkripsiyon faktoriidiir. Atasal organizmada kas hiicreleri ¢esitlendiginde,
MEF2 kas gen diizenleyici aglarin merkezi bir bileseni haline gelerek tiim kas hiicresi
tiirlerinin farklilagmasi ile iligkili olarak bilinen tek miyojenik transkripsiyon faktor halini
almigtir. Kalp kasi hiicrelerinde, MEF2 ¢ekirdek kardiyak transkripsiyon faktorleri ile
kontraktil protein gen ekspresyonunu diizenlerken, iskelet kasinda MEF2, bHLH
transkripsiyon faktorlerinin MyoD ailesiyle birlikte calismaktadir. Bu nedenle MEF2, cis
diizenleyici sekanslarin spesifik kombinasyonlar1 yoluyla farkli kas gen programlarini
diizenlemek i¢in farkli transkripsiyonel iligkiler kurmaktadir (Black ve Olson, 1998). Kalp
kas1 hatlar1 icinde Mef2, kalp kasi ve iliskili endodermal yapilara katilan NK2
homeodomain proteinlerinin kontrolii altina gimistir (Buckingham ve ark, 2005). Bilateral
canlilarin kardiyak gelisiminde iliskili olan Mef2 ve NK2 homeobox geni, kalp icermeyen
solenterlerin gastrodermisindeki miyoepitelyal hiicrelerde de eksprese edilir, bu ekspresyon
bu genlerin ortak atada kas geni programu ile iligkili oldugunu diisiindiirmektedir. Solenter
benzeri ataya ait organizmanin endoderminde NK2 sinifi bir genin yonlendirmesi altinda
gelisen bir kas hiicresi tabakasinin, erken bilateral canli doneminde bir pulsator kas
damarina doniistiigli kabul edilmektedir. Evrimsel siirecte yasanan gen duplikasyonlari, bu
cekirdek kardiyak transkripsiyon faktorlerini kodlayan genlerin sayisini arttirmistir (Olson,
2006). Bu gibi duplikasyonlar, cis-regiilatér elementlerin modifikasyonu ile birlesince, yeni
gen ifade kaliplar1 ortaya ¢ikmis ve protein kodlayici bolgedeki degisiklikler de kalp
yapilarinin ve fonksiyonlarinin edinilmesine veya degistirilmesine izin veren yollar
olusturmustur. Yeni gen ailesi iiyelerinin islev kazandig1 veya ince islevleri maskeledigi
fikrine uygun olarak, kardiyak diizenleyici agin nispeten daha basit oldugu Drosophila’daki
kardiyak diizenleyici genlerdeki —mutasyonlar siklikla kardiyakta anomalilerle
sonuglanmaktadir. Omurgali canlilarda da bu genlerin bireysel paraloglarinin mutasyonlari,
kalpteki belirli yapilar1 sik¢a etkilemektedir (Cripps ve Olson, 1998). Drosophila, bu
kardiyak diizenleyici agin mimarisini tanimlamak i¢in giiclii bir model saglamaktadir.
Dorsal damarin olusumunda transforming growth faktor— siiper aile iiyesi olan
Decapentaplegic (Dpp), Fibroblast growth faktor (FGF) ve Wnt Siiper ailesine iiye olan
wingless (Wg) yer alirken, Drosophila NK2 homeobox geni olan tinman, kardiyak hiicre

kaderini belirlemek ve kardiyogenez igin indiikleyici sinyalleri hedef almak i¢in gereklidir
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(Cripps ve Olson, 1998). Tinman’in hedef genleri arasinda, her kas tipinin farklilasmasi i¢in
gerekli olan Mef2 geni de bulunur. Drosophila’daki tek Mef2 geninin fonksiyon kaybi, kalp,
iskelet ve visseral kas hiicrelerinde kontraktil protein genlerinin ekspresyonunu ortadan
kaldirirken kas hiicre kimligini etkilememektedir, bu Mef2 faktoriin kas farklilagsmasinda
gorev aldigimi gostermektedir. Drosophila’daki GATA geninin (pannier) mutasyonu,
kardiyoblastlarin yokluguna ve perikardiyal hiicrelerin sayisinin azalmasina neden
olmaktadir (Sorrentino ve ark, 2005). Coklu T-box genleri, dorsal damarin kardiyak
akibetini, farklilagsmasini ve patternini kontrol etmek i¢in tinman ve pannier ile birlikte islev
gormektedir. Drosophila genomu dogrudan Tinman ve Pannier tarafindan diizenlenen ve
dorsal damarin normal gelisimi i¢in gerekli olan HAND ailesinin tek bir tiyesi olan bHLH
transkripsiyon faktoriinii kodlar. Tinman, Mef2, pannier, T-box ve Hand genlerinin
otoregiilasyonu ve ¢apraz-diizenleyici etkilesimleri upstream indiikleyici sinyaller tarafindan

aktive edildiginde kardiyak fenotip korunmaktadir (Olson, 2006).

Patterning genes

NK-2 (tinman)

Tbx (Mid-H15) MEF2 Muscle genes

Sekil 16: Drosophila kalbi. A) Drosophila embriyosunun kalbi, B) Drosophila da kalp
geligiminin ¢ekirdek transkripsiyonel aginin basitlestirilmis diyagrami (Olson, 2006)

Omurgali embriyolarinda komsu dokulardan gelen sinyaller vasitasiyla lateral

mezodermde kardiyak prekiirsor hiicreler belirlenmektedir. (Cripps ve Olson, 1998;
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Bodmer, 1995). Birincil kalp alanindaki kardiyak progenitorler ventral orta hatta birlesirler
ve hem yapisal hem de islevsel olarak atasal kordalilarda varoldugu diisiiniilen ilkel kalbe
benzeyen dogrusal bir kalp tiipii olustururlar. Kalp tiipiiniin olgun c¢ok odacikli kalbe
gelistirilmesi, omurgalilara 06zgii genetik programlara baghh birden fazla adim
gerektirirmektedir. Kalp tiipii, dort bélmeli kalpteki sol ventrikiiliin ortaya ¢ikmasina neden
olur; bunun, atasal kordadlarda kalp bdlmelenmesini temsil ettigine inanilmaktadir
(Buckingham ve ark, 2005). Sag ventrikiil ve ¢ikis yolu ile daha sonra ki evrimsel
ilerlemeler, oncelikli olarak, ikincil veya anterior kalp alani olarak adlandirilan bitisik bir
prekiirsor popiilasyonundan olusmaktadir (Kelly ve ark, 2001). Bu ek hiicre
popiilasyonunun, birincil kalp alaninin genisletilmis bir bolgesi karsisinda ayri bir kalp
alanimi temsil edip etmedigi konusunda tartigmalar olmasina ragmen, kardiyak yapi ve
fonksiyonun yeni bir birimi olan sag ventrikiiliin evrimsel olarak eklenmesinin, dnceden
haberci hiicrelerin ortak bir alanin1 basitge genisletmek yerine yeni bir prekiirsor hiicre
popiilasyonunun onceden var olan bir organa dahil edilmesiyle olustugu diisiiniilmektedir.
Ikincil kalp alanmin yeni bir ventrikiil saglamak i¢in degil de orijinal tek ventrikiil kiitlesini
arttirmak i¢in ortaya ¢iktigt ve bu durumun evrimsel siirecte ikinci ventrikiill meydana

gelmeden ortaya ¢iktig1 diisiiniilmektedir (Simoes- Costa ve ark, 2005).

Kalp tiipiiniin arka ucunda, omurgalilarda olan retinoik asit ile sinyal gonderilmesi,
ventrikiiler kaderi benimseyen hiicrelerde atriyal kimlik olusturur, bdylece oda-spesifik
genlere anterior-posterior eksen boyunca konumsal bilgi aktarilmaktadir. Bu durumda, yeni
bir yap1 olusturmak i¢in atasal kalp diizenleyici aga yeni bir sinyal yolagi baglanmis
olmaktadir. Kalp tiipliniin parcalari, omurgalilara 6zgii genetik yolaklar yoluyla kardiyak

iletim sistemini olustururlar ( Olson, 2006).

Drosophila tinman’in bir homologu olan homeobox geni Nkx2-5, kardiyak
progenitor hiicreler ile endoderm iliskili kordalilarda eksprese edilir ve kardiyogenezi
baslatan indiikleyici sinyaller i¢in bir hedeftir (Holland ve ark, 2003). Zebra balig1 veya
kurbaga embriyolarinda Nkx2-5’in zorunlu ekspresyonu, kalp alanini1 genisletir ve kardiyak
gen ekspresyonunu tesvik ederken dominant negatif bir Nkx2-5 mutant proteini, kurbaga
embriyolarinda kardiyogenezi bloke eder. Nkx2-5 ve Nkx2-3 dominant negatif
mutantlarinin kombine ekspresyonu ise tek bagina olan protein mutantlarina gore daha ciddi
bir fenotipe neden olmaktadir. Bununla birlikte, dominant-negatif mutant proteinlerin asir

ekspresyonu, ozellikle transkripsiyon faktdrlerinin kombinasyon halinde etkilesime girdigi
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kalp gelisimi ortaminda birden ¢ok transkripsiyon faktoriiniin faaliyetlerini de bozabilir ve
bu nedenle, gen delesyonlarindan daha ciddi fenotiplere neden olabilirler. Nkx2-5’den
yoksun farelerde, kalp olusumunun baslangi¢ olaylari normal olarak gergeklesir, ancak
embriyolar kalp tiipiinlin anormal morfogenezisinden ve sol ventrikiil gelisimindeki
basarisizliktan dlmektedir. Bu kusurlar birincil kalp alanmin tiirevlerinin segici bir kaybi
olarak yorumlanabilmektedir. Drosophila’daki kardiyak soyun ozellesmesinde tinman’in
esaslt erken rolii ile Nkx2-5 mutant farelerindeki nispeten ge¢ kalp defekti arasindaki fark,
diger NK2 homeodomain proteinleri veya Nkx2-5’den daha erken fonksiyon gdsteren diger
kardiyak transkripsiyon faktorleri ile agiklanmaktadir (Lin ve ark, 1997).

Omurgal1 dort adet Mef2 geninden, Mef2c, kardiyak kontraktil protein genlerinin bir
alt grubunun aktivasyonunun yani sira sekonder kalp alaninda tiiretilen kalp yapilarinin
gelistirilmesi i¢in gerekli bir gendir. Dolayisiyla, evrim siiresince, bu eski miyojenik
diizenleyicinin daha gelismis kalpte ortaya c¢ikan kalp yapilarinin olusumuna katkida
bulunan yeni fonksiyonlar kazandigini gostermektedir. Buna ek olarak omurgali Mef2

genlerinin ek fonksiyonlart muhtemelen maskelenmis haldedir (Olson, 2006).

Cinko parmak transkripsiyon faktorlerinin iiyelerinden olan GATA ailesi, sayisiz
kardiyak kontraktil protein genlerinin yanm sira, Nkx2-5, Mef2 ve HAND gibi yukar1 akis
diizenleyici genleride regiile etmektedir (Sorrentino, 2005). Omurgalilarda alti GATA
geninden gt (Gatad4, -5 ve -6) kalpte ifade edilmektedir. Xenopus ve zebra baligi
embriyolarinda kardiyak GATA faktorlerinin zorla ekspresyonu kardiyak gen

ekspresyonunun erken aktivasyonuna neden olmaktadir (Olson, 2006)

En az yedi Tbx geni birincil ve ikincil kardiyak hatlarda ve diger kardiyak
yapilarinda cakisan bir ifade gostermektedir. Tbx5 igermeyen farelerde, atriumdan tiireyen
kalp tiipliniin arka bolgesinde kusurlar meydana gelmektedir. Xenopus embriyolarinda
meydana gelen dominant negatif bir Tbx5 mutantin ekspresyonu, ilkel kalbin olusumunu
engellemektedir. Ayrica Tbx5 ve Tbx20 sirasiyla kalp iletim sisteminin ve ventrikiiler
odalarin olusumunda rol oynamaktadir. Tbx2 ve Tbx3, odaciklarda miyokardin
baskilayicilar olarak islev goriirken iletim sisteminin gelisimi ile de iliskilidir (Buckingham

ve ark, 2005).

Gen duplikasyonu ve kardiyak karmasiklik arasindaki korelasyon, ventrikiiler

biiylimeyi diizenleyen Hand genleri ile iliskilidir (Buckingham ve ark, 2005; Srivastava ve
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Olson, 2000). Tek bir ventrikiil igeren amfibiler ve baliklar, yalnizca bir Hand genini ifade
ederler ve Hand geni bulunmayan zebra baligi mutantlar1 ventrikiiler boélmeyi
olusturamazlar. Farelerde, Handl ve Hand2 genleri sirasiyla primer ve sekonder kalp
alanlarinin tiirevleri ile ifade edilmektedir (Buckingham ve ark, 2005). Hand2’den yoksun
olan fareler bir sag ventrikiil olusturamazlar. Hand1 mutant olan embriyonik kok hiicreler
kalbin dis kavisine katkida bulunamadigindan sol ventrikiiliin olusmasina neden olmaktadir.
Primer Kkalp bolgesinde Handl ekspresyonunu diizenleyen Hand2 ve Nkx2-5 gen
ifadelerinin silinmesi, her iki ventrikiiler odacig1 da ortadan kaldirarak yalnizca bir atriyal
kalint1 birakir. Boylece, ventrikiiler odalarin evrimsel duplikasyonu Hand genlerinin

duplikasyonu ile korelasyon gostermektedir (Srivastava ve Olson, 2000).

Cekirdek kardiyak gen agma farkli upstream yeni iiyelerin de girmesi kalbin
evrimsel siireci i¢in 6nemli olmustur. Tunicate Ciona’da, bHLH transkripsiyon faktoriinii
kodlayan tek Mesp geni, kardiyak progenitorlerden eksprese edilir ve NK2 ve Hand
genlerinin ifadesi i¢in gereklidir. Benzer sekilde, farede bulunan iki Mesp paralogu (Mesp 1
ve -2), kardiyak mezoderm olusumu i¢in gereklidir. Kardiyak regiilasyon agina upstream
giriglerin ¢esitlenmesi sag ventrikiiler odacigin sekonder kalp alanindan gelisimine iligkin
bir agiklama da saglamaktadir. Hem sag hem de sol ventrikiildeki kardiyak kas hiicreleri,
kardiyomiyosit farklilasmasi ve kontraktil protein genlerinin ekspresyonu i¢in gerekli gen
programinin aktivasyonu i¢in ayni transkripsiyon faktor setine ihtiya¢ duyar fakat birincil ve
ikincil kalp alanlarindan tiiretilen hiicrelerde bu diizenleyici aga upstream girisler farklidir.
Ikincil kalp alaninin evrimsel ilavesi, cekirdek kardiyak transkripsiyonel agim aktive etmek
icin bir sinyal mekanizmasi gerektirmistir (Zhao ve ark, 2005). Ozellikle sekonder kalp
alaninda ifade edilen Islet 1 (Isll) transkripsiyon faktorii, kardiyak oOncili hiicre
popiilasyonunda Mef2¢ genini dogrudan aktive etmektedir. Boylece Isl1 muhtemelen Mef2c
ve belki diger g¢ekirdek kardiyak diizenleyici genler tarafindan Isll’e bagli modiillerin
kazanilmasi yoluyla kardiyak diizenleyici aga baglanmistir bunun sebebi Isll kardiyak
spesifik olmamas1 ve baslangictaki aktivasyon ve downstream hedefler {izerindeki
eylemleridir. Her iki kalp alaninda da ifade edilen ve sekonder kalp alaninda Mef2c
ekspresyonu i¢in gerekli olan GATA faktorleri ve Nkx2-5, Isl1’nin bu roliine hizmet ediyor
olabilmektedir. Forkhead transkripsiyon faktorii Foxhl ayrica sekonder kalp alaninda Mef2c
transkripsiyonunu aktive eder ve Isl1’in downstream basamaginda hareket eder (Von Both
ve ark, 2004). Isl1, Mef2c veya Foxhl’deki mutasyonlar, bu kardiyojenik diizenleyicilerin

birbirlerine olan bagimliligini gosteren, ikincil kalp alaninin ve alt yapilarindaki ciddi
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kardiyak kusurlarla sonug¢lanir. Bu bulgular, dért bolmeli kalbe olan evrimin, atalara ait
kardiyak transkripsiyon faktorii genlerine yeni diizenleyici girdi kazanilmasinmi igcerdigini
diisiindiirmektedir. Cekirdek kardiyak agi icerisindeki genlerin ¢apraz regiile olmalar1 ve
ekspresyonlarini otoregiile etmeleri, agdaki bir veya birkag genin aktivasyonuna ve genler

ile ve ayn1 zamanda da downstream genlerini harekete gegirmektedir (Lin ve ark,1997).

Kardiyak biiylime ve morfogenezi yonlendiren ¢ekirdek kardiyak transkripsiyon
faktorlerinin downstream hedef genleri hakkinda nispeten az bir bilgi vardir. Kardiyak
kivrilma ve ventrikiiler odalarin spesifik sekil ve pozisyonlarimi nasil benimsedikleri,
cevaplanmamis 6nemli sorulardir. Morfogenez ve kalp biiyiimesi kardiyak fonksiyonla
yakindan iligkili olmasina ragmen bu bagin mekanik temeli belirsizdir, ayrica kalp (veya
diger organlarin) viicudun boyutunu koordine eden mekanizmalar da belirsizligini
korumaktadir. Kardiyak odalarin meydana gelmesi, miyosit farklilagsmas: ve kontraktil
aktivitenin yan1 sira kan akisi, sivi dinamigi ve oksijenasyonuna da baglidir. Bu igsel ve
digsal etkilerin kalp biiylimesi ve gelisimini nasil diizenledigi hala tam olarak agik degildir

(Olson, 2006).

A indiikeyid indiikleyici B indilkleyici
sinyaller sinyaller sinyaller
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Sekil 17: Memeli kalp gelisiminde sistematik transkripsiyonel ag (Olson, 2006)
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2.5. WNT Sinyalizasyonu ve Kalp Gelisimi

Embriyonik gelisim ve erigkin biyolojik siireglerde rol oynayan bir¢ok yolak gibi
Wnt sinyal yolagida 6nem arz etmektedir. Hiicre siklusunun regiilasyonu, hiicre adezyonu,
hiicre ¢ogalmas1 ve farklilagmasi gibi fonksiyonlarda rol oynadigi daha ilk tanimlandigi
yillarda ortaya c¢ikarilmis olup son yillarda ise karsinogenesiz, apoptoz, anjiyogenez gibi
siireclerde de rol aldig1 gosterilmistir. Fonksiyon goren tamimlanmis iti¢ farkli wnt
sinyalizasyonu bulunmaktadir. En sik ilgilenileni ise Wnt/ B-katenin sinyalizasyonu

olmustur (Logan ve Nusse, 2004).

Wnt/B-katenin sinyalizasyonu bir protein olan Wnt’nin hiicre zarindaki reseptoriine
baglanmas1 ile baslamaktadir. Bu baglanma sinyali hiicre cesitli fosforilasyon
mekanizmalarina neden olarak sinyalin hiicre zarindan sitozole dogru aktarilmasini
tetiklemektedir. Sitozole aktarilan sinyal yolakta goérev alan bir¢ok molekiilde cesitli
degisiklikler meydana getirterek B-katenin proteininin sitozolde birikmesine neden olur.
Sitozolde biriken B-katenin ¢ekirdege tasinarak burada yer alan transkripsiyon faktorlerini
aktiflestirerek sinyal yolaginin hedef genlerinin ifadesinin aktivasyonuna neden olmaktadir

(Kestler and Kiihl, 2008).

Yine ekstraseliiler matrikste bulunan bazi engelleyici biyomolekiiller ise Wnt/ B-
katenin sinyal yolagmin inaktif durumda kalmasimi saglamaktadir. Wnt proteininin
reseptorlere baglanmasina engel olan bu biyomolekiiller Wnt/p-katenin sinyal yolu inaktif
halde kalmasini saglar. Inaktif halde bulunan sinyal yolaginda fosforilasyonlar
gerceklesemez ve yolagin hedefinde yer alan (-katenin proteininin bir kismi hiicre zarinda
birikerek hiicre baglantilarinda goérev alir, diger bir kismi da proteozomlarda
parcalanmaktadir. Bu durumda sitozolde yeteri kadar f-katenin bulunmadigindan c¢ekirdekte

hedef genlerin transkripsiyonu engellenir (Kikuchi ve ark, 2006).

Omurgasizlardan omurgalilara kadar pek ¢ok canlida korunmus Wnt geninin
yaklasik 19 tanesi insanda tanimlanmustir. Yaklasik 350-380 amino asitten olusan Wnt
proteinleri 36-40 kD molekiil agirhgindadir. Yapilarinda 23-25 adet korunmus sisteinden
zengin bolge yer almaktadir. Bu bolge Wnt proteinlerinin sinyal mekanizmasini baglatmak
tizere hedef hiicre zarinda bulunan reseptorlerine baglanmasini Saglamanin yani sira sistein
rezidileri arasinda olusan molekiil i¢i disiilfit baglarida Wnt proteinlerinin ii¢ boyutlu
konformasyonlarinin saglanmasinda ve fonksiyonel sinyal haline gelmelerinde 6nemli rol

oynamaktadir (Kikuchi ve ark, 2006).
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Whnt/B-katenin sinyal yolu: Wnt/B-katenin sinyal yolu “canonical”, “standart” veya
“klasik” yol olarak da isimlendirilmektedir. Bu yolagin kontrolsiiz aktivasyonu ise kanser
basta olmak tiizere ¢ok sayida hastalikla da iligkilidir. Wnt/B-katenin sinyal yolu
mekanizmasi hiicre zarinda baslamaktadir. Aktivasyon ile birlikte sinyal dnce sitoplazmaya

oradan da ¢ekirdege yonelmektedir. (Coudreuse ve Korswagen 2007).

Wnt/B-katenin sinyal yolagi aktivasyonu Wnt proteininin hedef hiicre zarinda yer
alan reseptorlerine baglanmasi ile baslamaktadir. Ekstraseliiler halde olan sinyal bu
baglanma ile intraseliiler hale gelmektedir. Wnt proteininin hiicre zarinda yer alan
reseptorleri “Frizzled (Fz)” ve “Diisiik yogunluklu lipoprotein reseptor iliskili protein 5/6
(LRP5/6)’dir. Wnt proteini bir ucuyla Fz reseptoriine, diger ucuyla da LRP5/6 reseptoriine
baglanarak iicli bir kompleks olusturarak sinyalizasyonu baslatmaktadir. Ekstraselliiler
matrikste yer alan inhibitor proteinler olan “Dickkopf (Dkk)”, “sFRP (secreted frizzled-
related poteins)”, “Wnt inhibitdr protein (WIF)” gibi ¢esitli molekiiller ise, sinyalizasyonu
kontrollii bir sekilde engellemektedir (Wawrzak ve ark, 2009). Reseptorlere baglanan Wnt
proteini ile zarda baslayan sinyal sitozole oradan da c¢ekirdege kadar aktarilmalidir.
Sinyalizasyonda sitoplazmada gorev alan ¢ok sayida biyomolekiil yer almaktadir. En 6nemli
temel molekiiller ise Dishevelled (memelilerde Dvl seklinde kisaltilir), Axin (AXis
inhibition protein), Adenomatdz poliposis coli (APC), Glikojen sentaz kinaz 3B (GSK3p),
Kazein kinazlar (CKle, CKla, CKly) ve f-katenin’dir. Dvl, hiicre i¢i ilk sinyal molekiiliidiir
ve membrana bagl reseptorler ile B-katenin kompleksi arasindaki iliskiyi saglamaktadir.
Dvl, bir ucu ile zarda bulunan Fz’nin hiicre i¢i kismina baglanirken, diger ucu ile
fosforillenmis LRP5/6’ya bagl halde bulunan Axin’e baglanmaktadir. Bu baglanma ile
Axin proteininde konformasyonel bir degisim olur. Bu degisim, GSK-33’nin Axin’den
ayrilmasini saglar. Axin’den ayrilan GSK-3f hucredeki bir inhibitor protein (frequently
rearranged in advanced T-cell lymphoma-1; Frat-1) tarafindan inhibe edilir ve bu sayede
GSK-3pB’nin B-katenini fosforilleme etkisi ortadan kaldirilmis olur (Chen ve ark, 2008).

862 amino asit uzunlugunda olan Axin proteini 95,6 kd molekul agirligindadir. Wnt
sinyal yolaginda negatif diizenleyici gorevinde bulunur ve yikim kompleksinin merkez
iskeletini meydana getirmektedir (Sekil 18). Amino terminalinde bulunan RGS (regulator of
G protein signaling) domaini ile Adenomatous Polyposis Coli (APC)’ye, merkezi domaini
ile B-katenin-Glikojen sentaz kinaz 33 (GSK3p)-protein fosfataz 2A (PP2A)- Kazein kinaz |
(CKl)’ya ve C-terminal (DIX) domaini ile de Dvl’ye baglanan 3 adet domaine sahiptir.

30



Yikim kompleksi Axin, GSK3-B—CKI-APC-PP2A-B-katenin multikompleksi ile meydana
gelmektedir. Bu meydana gelen kompleks B-kateninin fosforilasyonunu saglamaktadir
(Wawrzak ve ark, 2009).

P

APC  )|GsK.3p [P-eatenn
LN IX

PP2A Dvl
=

L

Sekil 18: Axin’in protein yapisi (Altinok, 2011)

2843 amino asitten meydana gelen APC proteini cok sayida alt birimden olusmustur
ve 312 kd molekiil agirligina sahiptir. Hiicrenin sitozoliinde ve cekirdeginde yer alan APC
proteininin gorevi B-katenin’in hiicresel diizeylerini regiile etmektir. Negatif bir diizenleyici
olarak Wnt sinyalizasyonunda gorev yapmaktadir. p-katenin’in  GSK3-f ile
fosforilasyonunu hizlandirmasinin yani sira bazi arastirmacilar APC proteininin sinyal
yolaginin aktivasyonu ile niikleusa ulasan beta kateninin sitoplazmaya tekrar tasidigi ve bu
sekilde hedef genlerin transkripsiyonunun Onledigide diisiinmektedir (Brokardo ve
Henderson 2008).

Yaklasik 420 amino asit uzunlugunda ve 47 kd molekiil agirligina sahip olan GSK-
3B wnt sinyalizasyonunda diger bir negatif diizenleyicidir. f-katenin’in fosforilasyonundan
sorumlu bir serin/treonin kinaz olup, B- katenini N terminal bolgesinden Serin (Ser) 33, Ser
37, Ser 45 ve Treonin (Thr) 41. pozisyonlardan fosforilasyona ugratmaktadir. Fosforile (-
katenin ubikutin proteozom bozunmasi i¢in hedef hale gelmektedir. (Kikuchi, 2006).
Ubikutin ligazin bir bileseni olan -TRCP, (B-transducin tekrar1 iceren protein) fosforile 3-
katenin ile iliski kurarak proteinin ubikutinasyonla yikimini uyarir. Wnt sinyali
olmadiginda, B-kateninin ubikutin bozunumu Ser 45 rezidusunun Kazein kinaz a (CKla)
tarafindan fosforilasyonu ile baslamaktadir. Ser 45’in fosforile edilmesi CKla’nin Axin’e

baglanmasina baghdir. Sonrasinda p-katenin-APC-Axin-GSK3- kompleksi meydana gelir.
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GSK3-B, B-kateninin amino ucundaki diger fosforilasyonlar1 kolaylastirarak fosforilasyon
Thr 41, Ser 33 ve Ser 37 ile devam etmektedir. GSK3-f tarafindan fosforilasyona ugrayan
B-katenin, E3 ubikutin ligaz, B-TRCP tarafindan komplekse baglanir. Bu kompleks
ubikutinasyon ve fosforile B-kateninin proteozomal yikimma neden olur (Brokardo ve

Henderson 2008).

Frizzled

Sinyal inaktif

ﬁalaktlf

Dvli
Yikici Kompleks m

CKla

CKla GSK3B “Axin |
L

beta katenin pargalanir

Groucho CBP / m r>
\ Transkripsiyon inaktif / k Transkripsiyon aktif /

Sekil 19: Wnt/B katenin sinyal yolagi (Tanir, 2010)

CKI enzimi ise Serin ve treonin amino asitlerinin fosforilasyonunda gorev alan tek
bir polipeptidten olusan yaklasik 30-60 kd molekul agirliginda olan bir protein kinazdir.
CKI enzimleri hiicre zari, sitozol ve c¢ekirdekte bulunmaktadirlar ve birgok proteinin
fosforilasyonu ile biyolojik siireclerde gorev almaktadirlar. Fosforilasyon reaksiyonlari
proteinlerin aktif hale gecerek sinyal iletimini saglamaktadir. CKI enzimlerinin Wnt/[3-
katenin sinyal yolaginda fosforilasyona ugrattig1 ilk LRP5/6°dir (Coudreuse ve Korswagen
2007). Sinyalizasyonla birlikte konformasyonel degisime ugrayan LRP5/6, CKly tarafindan
fosforilasyona ugramaktadir. Diger bir hedef molekiil ise Dvl proteinidir. Yine bu proteinde
CKle tarafindan fosforilasyona ugratilmaktadir. Wnt/B-katenin sinyal yolaginda CKI
enziminin en 6nemli fonksiyonu, yikim kompleksininyapisina katilarak komplekste bulunan
Axin ve APC’yi ve de B-katenini fosforilasyona ugratmasidir (Lustig ve Behrens 2003). Bu

fosforilasyonlar, GSK3p’mn yapacagi fosforilasyon aksiyonlari i¢in bir hazirlik
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sayilmaktadir. B-katenin diizeylerinin regiilasyonunda bu iki kinaz birlikte biiylik 6neme
sahiptir. Yikim kompleksine baglanan B- kateninin 45. Ser rezidusu CKlo tarafindan
fosforillenir. Bu fosforillenme GSK3f enziminin B- kateninini Thr 41, Ser 37 ve Ser 33

amino asit rezidulerinden fosforilasyona ugratilmasini saglar (Lustig ve Behrens 2003).

B-katenin, hiicre-hiicre baglantilariyla- Wnt sinyalizasyonunda yer alan birden fazla
fonksiyonu olan 90kD’luk bir proteindir GSK-3 i¢in fosforilasyon bolgeleri Amino
ucunda yer alirken, karboksil ucunda hedef genlerin aktivasyonu icin gerekli
transaktivasyon bolgesi yer almaktadir. B- katenin Proteinin orta bolgesinde yer alan
“Armadillo repeat’> Armadillo (Arm) ise adezyon reseptoru kaderin, degradasyon
kompleksi Axin/APC/GSK-3p ve transkripsiyon faktorleri TCF/LEF (T Cell Factor/Lenfosit
enhancer binding factor) gibi cogu negatif yuklu ligandlarla etkilesim icin bu baglanma
bolgesi olusturmaktadir. ~ Adezyonla iliskili B-katenin fosforilasyonu 142. ve 654.
rezidulerdeki tirozin (Tyr) aminoasitlerinde olusmaktadir. -kateninin 654. Tyr’nin c-src
tarafindan fosforilasyonu E-kaderine baglanmasinda azalmaya sebep olurken, Tyr 142’nin
Fer, Fyn veya Met tirozin kinazlar ile fosforilasyona ugratilmasi ise a-katenine
baglanmasinda azalmaya neden olmaktadir. Tyr 142’den fosforilasyona ugradiginda ise f-
katenin BCL9-2 ile iliski kurar, B-katenin-BCL9-2 kompleksinin cekirdege girerek
TCF/LEF gibi DNA’ya baglanan proteinler ile birlikte hedef genlerin transkripsiyonuna izin
vermektedir (Lustig ve Behrens, 2003).

Sinyalizasyon tiim bunlarin 1s181inda kisaca soyle 6zetlenmektedir. Hiicreye bir Wnt
sinyali gelirse Wnt proteini hedef hiicre membraninda bulunan Fz reseptoru ve LRP5/6
koreseptoru ile baglanmaktadir. Bu 1lliski sonucu Wnt bir takim fosforilasyon
mekanizmalarini baglatmaktadir. Oncelikle LRP5/6’nin sitoplazmanin i¢ kisminda kalan
bolgesi GSK3B ve CKle enzimleri tarafindan fosforilasyona ugratilmaktadir. Bu bolgenin
fosforillenmesi, sitoplazma iginde yer alan Axin-APC-GSK3f’dan olusan yikim
kompleksini uyarmaktadir. Fosforilasyon mekanizmasi yikim kompleksini bir arada tutan
Axin ile ona bagli bulunan GSK3B’nin bu kompleksten ayrilarak LRP5/6’nin sitoplazma
icindeki fosforillenmis bolgesine baglanmasina neden olmaktadir. Bu sirada bagka bir
fosforilasyon mekanizmasinda sitoplazmada yer alan CKI, CKII ve Par-1 enzimleri ile Dvl
proteininin fosforilasyona ugratilmasidir. Dvl, Axin’e tutunarak, Axin ‘de konformasyonel
bir degisiklik olusturmaktadir. Boylece GSK3f’nin, Axin’den ayrilmasi tetiklenmektedir.
Axin’den kopan GSK3p, Frat-1 tarafindan inhibisyona ugramaktadir. Bu sayede
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GSK3pB’nin B-katenini fosforilleme etkiside yok olmaktadir. Boylece ‘B-katenin’in sitozol
icinde konsantrasyon diizeyleri artmaya baslamaktadir. Artan konsantrasyon ilk olarak “‘B-
katenin’’ hiicre zarindaki N-kaderin’in hucre ici bdlgesine tutnarak hucreler arasi baglantiy1
guclendirici etkisi olmaktadir. ikinci olarakta gekirdege gecerek’ Tcf/Lef” transkripsiyon
faktorlerine baglanir Wnt sinyalizasyonunun hedef genlerinin transkripsiyonuna izin
vermektedir (Ilyas 2005, Tanir ve Demirezen). Wnt sinyali olmadigi zaman Wnt proteini
hiicre membraninda bulunan Fz ve LRP5/6 reseptorlerine tutunamaz. Buna bagli olarak
fosforilasyon mekanizmasi devreye giremediginden yikim kompleksi aktif halde kalir.
Kompleks bilesenleri olan GSK-3 —Axin- APC, ‘‘B-katenin’’ in amino ucunda yer alan
serin ve treonin amino asitlerinden (kodon 33, 37, 41) fosforilasyonunu gergeklestirirken,
kazein kinaz-1 (CKI) ise Ser 45’den fosforilasyonunu gerceklestirmektedir. Bu
fosforilasyonlar B-katenine baska bir protein kompleksi (ubikutin ligaz kompleksi) icin
baglanma bolgesi meydana getirir ve ubikutinasyon baslatilirak p-kateninin degradasyonu
saglanir (Sekil 19) (Lustig ve Behrens, 2003).

B-kateninin embriyonik gelisimdeki yapisal ve sinyalizasyon 6zellikleri knock-out ve
transgenik fare modelleri kullanilarak ¢alisilmistir. Sonug olarak, zigot sathasinda [-katenin
delesyonu gastrulasyon asamasinda ciddi defektlere, embriyoda bas ve kalp gelisiminde
gelisimsel bozukluklara ve hatta 6liime yol agmaktadir. Fare embriyo endoderminde pB-
katenin geninin uzaklastirilmas: durumunda, kardiyak mezoderm hiicrelerinde endoderm
hiicrelerinin yeniden yapilanmasit olay1 gerceklesir. Sonucta birka¢ kalpli embriyolar
meydana gelir.  Arastirmacilar, embriyogenez doneminde meydana gelen defektlerin
interseliiler adezyon sorunlarindan kaynaklanabilecegi gibi, B-katenin yoklugunun yol ac¢tigi
baglant1 sorunlarindan da olusabilecegini diisiinmektedirler. Arastirmacilara gore, bu
bozukluklara erken endodermdeki hiicre proliferasyonu ve sinyal diizenlenme hatalar1 neden
olmaktadir. Bu sekildeki caligmalar ve sonuclari, Wnt sinyalizasyonunun, 6zellikle de -
kateninin yalnizca embriyogenezde degil, memeli kardiyogenezinde de rolii oldugu

noktasinda varsayimda bulunmaktadir (Chen ve ark, 2006).

B -katenin geninin baskilandigi veya asir1 aktiflendigi mutant hayvan modelleri,
Wnt/B katenin sinyalizasyonunun kalp gelisimindeki roliinii tanimlamaya Onciiliik
etmektedir. Kardiyogenez iizerine yapilan c¢aligmalar Wnt/ [B-kateninin sinyalizasyon
diizenlenmesi hakkindaki roliinii desteklemekte ve gen ekspresyonu ile kalp gelisimi

arasindaki iliskiyi gostermektedir (Klaus ve ark, 2009).
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Klaus ve arkadaslar1 B-katenin geninin birinci ve ikinci kardiyak alanlardaki
mezoderm prekiirsor hiicrelerinde baskilanmasini sagladiklari ¢alismada, birinci kardiyak
bolgesinde formasyonun etkilenmedigini fakat ikinci kardiyak bolgesinin gelisiminde akut
defektlerin olustugunu ortaya koymuslardir. Knock out modeller, B-kateninin yoklugunda
kardiyak tiipiin olustugunu fakat kardiyak loop, ¢ikis yolu ve sag ventrikiil gelisiminin
gozlemlenemedigini ortaya koymustur (Klaus ve ark, 2007). -katenin sinyalizasyonunu test
etmek i¢in olusturulmus kardiyospesifik caligmalarda, Wnt/B-katenin sinyalizasyonu
olmaksizin birinci kardiyak alanin gelistigi gosterilmistir. Miyokardiyum gelisiminin
ilerleyen asamalarinda ise Wnt sinyalizasyonundan kaynaklanan bozukluklar sonucu benzer
fenotipler elde edilmistir. Bu etkilerin tespit edilebilmesi i¢in Nkx2.5 kontrolii altindaki Cre
rekombinaz ile kardiyomiyositlerdeki prekiirsor hiicreleri silinmistir ve arastirmacilar ikinci
kardiyak alanlarda B-katenin genini Isletl veya Mef2c-AHF promotorlarini kullanarak tespit
etmeyi planlamislardir. Bunun sonucunda uygun gostergecler ile ikinci kardiyak alanlarda
fenotip tespit edilmistir ve tersi sekilde uygun aktivite arttiricilar aracihigi ile aktif
cogalmalar1 da gozlenmistir. Yapilan ¢aligmalarda 6.5 giinliik embriyonik kalpte delesyona
ugratilmig PB-kateninin etkileri incelenmis, 16.5 giinlik embriyoda ve dogumdan hemen
sonra bu defektlerin oldiiriicii etkisi oldugu saptanmistir (Kwon ve ark, 2007). Bu durum
embriyonik miyokardium gelisiminde Wnt/p-katenin sinyalizasyonun zamanlamasinin
Oonemini gostermektedir. B-kateninin kardiyojenezdeki sinyalizasyon {izerindeki Onemi
birinci ve ikinci kardiyak alanlarinda, kardiyak tiipte, kardiyak loopte ve ventrikiillerde
gosterilmektedir. Yine p-kateninin endotelyal hiicrelerdeki doku spesifik kaybinin
endotelyal hiicrelerin migrasyonunu engelledigini ve endokard formasyonunu bozdugu
saptanmistir (Kioussi ve ark, 2002). Kurbaga embriyolarinda, bu yolun aktivasyonu
embriyonun bir tarafinda B-kateninin niikleer birikimi ile sonuglanmaktadir. B-katenin
niikleer birikimi, embriyo icerisinde mezoderm ve endodermin olusacagi bolgelerin
olusturulmas i¢in gerekli olan faktorlerin transkripsiyonel aktivasyonuna izin vermektedir.
Kurbaga ya da zebra baliginda maternal B-katenin tiikkenmis olan embriyolar ya iglerinde
aksis ya da mezoderm olusturamazlar ve B-katenin asir1 ekspresyonu ise sekonder aksislerin
olusumu veya mesendoderm belirteglerinin ektopik ekspresyonuyla sonu¢lanmaktadir
(Larabell ve ark, 1997). Homozigot B-katenin delesyonuna sahip olan farelerde ise ilkel
cizgi yoktur ve hi¢cbir mezoderm de olusmamaktadir. B-kateninin, embriyo icinde Nodal
ekspresyonun baslangic pozisyonunu belirleyerek mezoderm olusumu iizerine etkisini
gosterdigi diisiiniilmektedir. Bu bulgular, kanonikal Wnt sinyalizasyonunun mezoderm

olusumu icin ve bunun bir sonucu olarak kalp olusumu icin kritik oldugunu ortaya

35



koymaktadir (Hashimoto-Partyka ve ark, 2003). Mezoderm olusumu baslayinca ise
kanonikal Wnt/B-katenin sinyallemesi kardiyak mezoderm olusumunu engellemektedir.
Crescent, Dkk1l ve XDbf4 gibi Wnt sinyalini inhibe eden faktorler ise kalp olusumunu
aktive etmektedir. Dkk1 gibi Wnt 6nleyicileri dogrudan prekardiyak mezoderm iizerine etki
etmez. Bundan ziyade, kardiyak mezoderm’e komsu endodermde kardiyak indiikleyici
faktorlerin ekspresyonunu aktive eder ve farelerin endoderminde B-katenin baglh tiikkenme,
orta ¢izgisi boyunca birden ¢ok kalplerin olusumuyla sonuglanmaktadir. Bu B-Catenin
etkinliginin endodermdeki kardiyak kaderdeki onemi gosermektedir (Lickert ve ark, 2002).
Wnt sinyal kaybiyla endodermde aktive olan faktorlerin dogasi hala bilinmemektedir. Hem
fare embriyonik kok (ES) hiicrelerinden hem de embriyonal karsinom (EC) hiicrelerinden
(P19 hiicreleri gibi) gelen kardiyomiyosit farklilasmas: c¢aligmalart da bu fikri
desteklemektedir. Hiicre biiylime ortamimna Wnt proteininin gegici eklenmesinin P19
hiicrelerinde kardiyomiyosit farklilasmasini arttirmaya yeteceginden, kanonikal Wnt/B-
Katenin sinyal yolagi yoluyla bifazik sinyalleme kalp olusumu i¢in gereklidir. Buna karsilik,
Wnt3 ilavesi, bu hiicrelerdeki kalp olusumunu engellemektedir (Sekil 20) (Nainato ve ark,
2005). Benzer sekilde, ESC ve zebrabaliginda Wnt sinyalizasyonunun zamansal olarak
diizenlenmesi, kalp gelisiminde Wnt’ler i¢in iki fazli bir gerekliligi gostermektedir. Daha
sonra kardiyak morfogenezisinde kanonikal Wnt sinyal yolunun yeniden aktiflestirilmesi,
sekonder kalp alaninda kardiyak onciillerin korunmasi ve c¢ogalmasi ile yastiklarin ve

valflerin olusumu i¢in gereklidir (Hurlstone ve ark, 2003).

Deneysel calismalar, kardiyogenezin farkli asamalarinda 6zellesme, restorasyon ve
farklilasma asamalarinda Wnt/B-katenin sinyalizasyonunun etkilerini gostermektedir. Bu
calismalar, Wnt/B-katenin sinyalizasyonunun kardiyomiyositlerde ve diiz kas hiicrelerinde
hiicresel farklilasmalarin gerceklesmesi icin zorunlu oldugunu gostermektedir. ilerleyen
caligmalar ve konuyla ilgili yeni yaklasimlar, Wnt sinyalizasyon yollarinin kompleks

molekiiler ve biyolojik baglantilarin1 ortaya koymaya devam etmektedir (Piven ve ark,

2014).
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Sekil 20: Wnt sinyalizasyonun kardiyak hat kok hiicre farklilagmasindaki rolii (Naito ve ark,
2006).

2.6. Hippo Sinyal Yolag

Hippo sinyal yolagi, yaklasik 20 yil 6nce ilk olarak doku biiylimesi ile iligkili olarak
Drosophila melanogaster’ da tanimlanmis ve son birka¢ yilda hem Drosophila hem de
memelilerde yogun olarak calisilmaya baslanmistir. Hippo sinyal yolagmin c¢ekirdeginde,
bir kinaz kaskadi, transkripsiyon ko-aktivatorleri ve DNA baglama {iyeleri bulunmaktadir.
Son zamanlarda yapilan calismalarda Hippo yolaginin en az 30’dan fazla bilesen
bulundurmastyla karmasik bir sinyal ag1 oldugu gosterilmistir. Bu yolak hiicre-hiicre temasi,
hiicre kutuplagsmasi ve aktin hiicre iskeleti gibi intrinsik hiicre mekanizmalar1 tarafindan
diizenlenmenin yami sira hiicresel enerji durumu, mekanik stres ve G-protein baglh
reseptorler gibi sinyallerden de etkilenmektedir. Hippo sinyal yolaginin baslica islevleri
yetiskinlerde doku biiylimesini sinirlamak ve gelismekte olan organlarda hiicre ¢ogalmasini,
farklilagmasin1 ve gociinii modiile etmektir. Dahasi, Hippo yolagimin sinyalizasyonunda

bozulma, anormal hiicre biliylimesi ve neoplaziye yol agmaktadir (Meng ve ark, 2016).

2.6.1. Drosophilada Hippo Sinyali

Hippo sinyal yolaginin ismi, bir Drosophila kinaz geni olan hpo’dan gelmektedir. Bu
gen, doku biiyiimesinin sinirlandirmasinda yaklagitk 10 yi1l 6nce bagimsiz olarak
tanimlanmistir. Hpo mutantlari, asirt hiicre proliferasyonu ve apoptozun azalmasi nedeniyle

birden fazla dokuda kontrolsiiz biiylimeye neden olmaktadir. Bu fenotipler, cyclin E (cycE)

37



ve Death associated inhibitor of apoptosis (diapl)’in artmis transkripsiyonuyla birlikte daha
once gosterilmis olan salvador (sav) ve warts (wts) mutantlari ile ¢ok benzerdir (Tapon ve
ark, 2002). Hpo, Sav ve Wts genetik etkilesimler gosterir ve Hpo dogrudan Wts’u fosforile
ederek etkinlestirmektedir. Bu sebepten dolay1 Hippo sinyal yolagi Salvador / Warts / Hippo
(SWH) yolag1 olarak da bilinir. Sav, Hpo’nun Wis’yi fosforile etmesinde bir adaptor
proteini olarak gérev yapar ve Hpo tarafindan fosforile edilmektedir. Hpo ile olan etkilesim
Sav’in Hpo tarafindan fosforilasyonuna neden olur bununla birlikte Wts’in fosforilasyonu
ve cycE ve diapl’in transkripsiyonel baskilamasi meydana gelmektedir (Meng ve ark,
2016). Buna ek olarak, Hpo’nun Sav’a baglanmasi Sav ile HECT etki alan1 proteini Herc4
(HECT ve RLD alami igeren E3 ligaz) arasindaki etkilesimi onleyerek Sav’un protein
stabilitesini arttirir. HECT etki alan1 proteini Herc4, Sav E3 ligazi olarak iglev goriir ve
Sav’in ubikitinilasyonuna ve bozunmasina neden olmaktadir. Diger bir ¢ekirdek bileseni
olan Mats (tiimor baskilayict Mob) Wts kinaz aktivitesini giiclendiren bir Wts etkilesimli
protein olarak tanimlanmaktadir. Mats kaybi, Drosophila’da hpo veya wts mutasyonuna
benzer sekilde kontrolsiiz doku biiylimesine neden olmaktadir. Wts ile cycE ve diapl’in
transkripsiyonel diizenlenmesi arasindaki en Onemli baglantiyr olusturan Hippo yolak
efektorii Yorkie (Yki) ise 2005°te bir mayada kesfedilmistir (Huang ve ark, 2005). Yki’nin
asin ifadesi, hiicre proliferasyonu, apoptozis ve doku biiylimesinde hpo, wts ve sav mutant
fenotiplerini tekrar etmektedir. Buradaki biyokimyasal mekanizma, Wts’in Yki’yi fosforile
ettigi ve Yki’nin 14-3-3 ile etkilesimine girerek sitoplazmik tutulmaya ugramasidir. Yki,
Scalloped (Sd) transkripsiyon faktorii ile etkileserek gen transkripsiyonunu
diizenlemektedir. Yki baglanmasinin yoklugunda, Sd, Tondu alani igeren biiyiime
onleyicisine (Tgi) baglanir ve gen ifadesi baskilanir. Yki ise Tgi’nin yerine gegerek Sd’yi
bir transkripsiyonel aktivator haline doniistiirmektedir (Zhang ve ark, 2008). Bu nedenle,
Hippo yolagimin diizenlenmesinin ortak molekiiler mekanizmas1 Drosophila ve memeliler
arasinda olduk¢a korunmus durumdadir. Hippo sinyal yolag: ¢esitli intrinsik ve ekstrinsik
sinyallerle diizenlenir. Cogu zaman Hippo yolaginin merkezi olay1, fosforilasyona bagli Wts
aktivasyonu ve Yki inhibisyonu olarak goriiniir. Wts i¢in ana kinaz, Tao kinazi tarafindan
fosforile edilebilen ve aktive olabilen Hpo’dur. Wts’in Hpo tarafindan fosforilasyonu ayrica,
Mats ve Merlin (Mer) gibi bagdastiric1 proteinlerin Wts’i plazma membranina almasini da
gerektirir (Yin ve ark, 2013). Son caligsmalar, Misshapen (Msn) ve HappyHour (Hppy)
olmak tizere iki baska kinazin, Wts’yi aktive edebilecegini ve Yki’yi Hpo’dan bagimsiz
olarak baskilayabildigini gostermektedir. Hpo gibi, Hppy’nin de Wts’in hidrofobik motifini

fosforile ettigine dair kanitlar vardir. Ayn1 zamanda Msn’nin dogrudan Wts’1 fosforilasyona
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ugratamayacagi da gosterilmistir. Bununla birlikte, insan MAP4K4/6/7°nin  (Msn
homologlar1) LATS’i dogrudan fosforile edip aktive edebilmektedir. Bundan dolay:
Msn’nin dogrudan Wts’yi fosforilasyona ugratip aktive edip edemeyecegini tam olarak
acikliga kavusturulamamistir. Msn, Hppy ve bunlarin memeli homologlart MAP4K’lerin
tanimlanmasi, Hippo yolagmmin kapsamini1 genisletmistir ve cesitli sinyallerin, MST1/2
nakavt hiicrelerinde LATS’i nasil aktiflestirebileceginin molekiiler temelini ortaya
koymustur (Sekil 22) (Zhao ve ark, 2012).

A Drosophila B Mammals

Sekil 21: Hippo yolag: ¢ekirdek kinaz kaskadi (Reddy ve Irvine, 2008)

2.6.2 Drosophila Hippo Sinyalizasyon Ag:

Cekirdek kinaz kaskadini olusturan dort tiimor supresoriiniin kesfedilmesinin
ardindan genetik ¢aligmalar, faaliyetleri Hpo ve/veya Wts lizerinde etkili olan en az yedi ek
tiimor baskilayiciyr daha ortaya ¢ikarmistir. Bunlar, FERM domain i¢eren Merlin (Mer) ve
Expanded (Ex), Protokadherinler Fat (Ft) ve Dachsous (Ds), CK1 ailesi kinaz diski (Dco),
WW ve C2 domain-igeren protein Kibra ile apikali transmembran protein olan Crumbs
(Crb)dir. Bu iist diizey diizenleyicilerin Hippo kinaz kaskadinda bir araya geldigi
mekanizmalar karmasiktir ve bazi durumlarda halen daha tam anlasilamamistir (Sekil 23)

(Pan, 2010).
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Apikal protein kompleks igeren kibra, Ex ve Merlin; Band 4.1, Ezrin, Radixin,
Moesin (FERM) domanini igeren aile iiyesi proteinleri olan Merlin (Mer) ve Expanded
(Ex)’m Hpo’nun potansiyel up-stream diizenleyicilerileridir. Mer ve Ex birbiri ile
baglanirlar ve epitel hiicrelerinin apikal alaninda lokalize olurlar (McCartney, 2010). Mer ve
Ex’nin asir1 ekspresyonu, Wts fosforilasyonunu tesvik etmektedir. FERM proteinlerinin
transmembran proteinlerini hiicre iskeletine baglayan adaptorler olan genel rolii g6z oniine
alindiginda, Mer ve Ex, Hippo kinaz kaskadini, potansiyel transmembran reseptorlerine
baglamak i¢in benzersiz sekilde konumlandirmaktadirlar (Pan, 2010). WW ve C2 domain
iceren protein Kibra, Hippo sinyalini uyarmak i¢in Mer ve Ex ile birlikte islev goren apikal
olarak lokalize bir timor baskilayicidir. Kibra, Ex ve Mer birlikte Wts fosforilasyonunu
tesvik etmektedir ve bu iic gen arasinda meydana gelen ikili mutasyon kombinantlari,
herhangi tek bir mutasyona kiyasla daha gii¢lii Hippo sinyali defektlerine neden olmaktadir
(Yu ve ark, 2010). Kibra-Ex-Mer kompleksi Hippo kinaz kaskadiyla ¢oklu protein-protein
etkilesimleri yoluyla etkilesime girmektedir. Bu fiziksel etkilesimler Hippo kinaz kaskadini
aktivasyon icin plazma zarma getirmek i¢in kritiktir. Nitekim c¢alismalarda da tiimor
slipresOr Mats’1n hiicre zarinda aktive oldugu gdosterilmistir (Ho ve ark, 2010). Her bilesenin
Hippo yolunun diizenlenmesine ne Olclide katkida bulundugu, doku tiirline gore
degismektedir. Larval gézde Hippo sinyali i¢in Ex tercihen gerekli iken pupal gozde tercih
Mer’in kullanilmasidir. Bu 6rnekler dogrultusunda Kibra-Ex-Mer kompleksi, zamansal ve
mekansal olarak dilizenlenmis bir sekilde yukar1 akis sinyallerinin dinamik bir

biitiinlestiricisi olarak islev gérmektedir (Pan, 2010).

Transmembran Protein FAT: Atipikal kaderin Fat (Ft), Hippo sinyalizasyonunu
etkileyen ilk transmembran proteindir. Ft, N-terminal 450 kDa hiicre dis1 alani, C-terminali
110 kDa transmembran fragmani ile heterodimer bir yapidadir. Ft, bir bilylime regiilatorii
rolliniin yan1 sira Drosophila’daki kanat killarinin koordineli yonlendirmesinde goriildiigi
gibi bir epitel diizlemindeki hiicrelerin apikal-bazal eksene dik olan bir eksende kendisini
yonlendirmesi ile diizlemsel hiicre polaritesini de etkilemektedir. Ft’yi Hippo
sinyalizasyonuna baglamak i¢in iki farkli model &ne siiriilmiistiir. ilkinde Ft, EX ve Hpo’nin
dogrusal bir yolda islev gordiigii ve Ft’nin apikali membran lokalizasyonu ve EX’in
stabilitesi icin gerekli oldugudur. Diger modelde ise Ft ve Ex’nin birbirine paralel
calistiklar1 ve sirasiyla Ft ve Ex’nin protein seviyelerinin Wts proteininin fosforilasyonunu
etkiledigidir (Cho ve ark, 2006).
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Hippo yolunda Ft hareketinin 6nemli alt diizenleyicisi miyozin Dachs antagonistik
olarak Ft’ye ve Wits’in akis yukarisina islev gormektedir. Dachs, Drosophila hiicre
kiiltiirlerinde asir1 eksprese edildiginde Wts ile iliskilidir ve Wts proteolizisini tesvik ederek

fonksiyon gostermektedir (Rogulja ve ark, 2008).

Ft, Dachsous (Ds) ad1 verilen baska bir atipik kaderine baglanarak islev goriir ve bu
siire¢ golgi aginda transit olarak Ft ve Ds’in kaderin domainlerini fosforile eden Golgi
yerlesik kinazi olan Dort four-jointed (Fj) ile modile edilmektedir. Fj ve Ds, birgok
gelismekte olan dokuda karsit derecedeki gradyanlarda ifade edilir ve bunlarin ekspresyonu,
Decapentaplegic (Dpp, BMP), Wingless (Wnt) ve Hedgehog gibi morfojenlerle diizenlenir
ve doku sekli ile boyut koordinasyonunda potansiyel bir mekanizma saglarlar. Fj aracili
fosforilasyon, Ft’nin Ds’leri baglama yetenegini arttirirken, Ds’nin Ft’ye baglanma
kabiliyetini inhibe eder, bu bize Fj’nin bir¢ok Drosophila dokusunda derecelendirilmis
ekspresyonunun, Dach’larin kutuplasmis lokalizasyonu tarafindan yansitildigi gibi, her
hiicredeki polarize Ft aktivitesine nasil doniistiiriilebilecegine iliskin bir molekiiler

mekanizma sergilemektedir (Simon ve ark 2010).

Ft’nin bir bagka modiilatorii olan kazein kinaz Disc Overgrown (Dco), Ft’in hiicre i¢i
alanini fosforile edebilmektedir. Yine bir bir Ft regiilatorii olan Lowfat (Lft), Ft ve Ds’lerin
sitoplazmik alanlarina baglanan ve sitoplazmik alanlarin stabilitesini etkileyen korunmus bir
sitoplazmik proteindir. Ft ve Ds ise tersine Lft’nin sub-apikal lokalizasyonunu kontrol
etmektedir (Mao ve ark, 2009).

Ds-Ft sisteminin geleneksel reseptor-ligand etkilesimlerinden ayiran olagandisi
ozellikleri vardir. Birincisi, Ft sinyali yalnizca Ds miktariyla degil, Ds gradyaninin dikine
gore diizenlenmektedir. Dik bir Ds gradyani, Ft’yi inaktive edeken si1g bir gradyan Ft’yi
harekete gecirir. Ikinci olarak ise sinyal gonderen hiicrelerde oldugu kadar sinyale yamit
veren hiicrelerde de Ds gereklidir ve Ds’nin ligand ve reseptor benzeri aktivitelere sahip
oldugu diisiiniilmektedir. Son olarak Ds ve Fj, Ft’ye bagli PCP sinyallemesi ilizerinde ters
etkilere sahiptir ancak Ft bagli Hippo sinyalizasyonunda benzer etkileri vardir. Bu zit etki,
PCP’nin bir hiicre icindeki Ft kutuplagmasinin yonliiliigii ile diizenlendigi bir modelle

aciklanmaktadir (Rogulja ve ark, 2008).

Transmembran Protein crumbs; Crumbs(Crb), Drosophila embriyolarinda apikal-

bazal polaritenin diizenlenmesindeki rolii ile en iyi bilinen apikal transmembran proteinidir.
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Ekstraseliiler hiicre domaininde 28 EGF benzeri ve dort laminin AG benzeri tekrarlar ile bir
juxtemembran FERM baglama motifi (FBM) ve bir C terminali PDZ-baglama motifi (PBM)
iceren kisa bir hiicre i¢i domain icermektedir. Crb, apikal kutup proteinleri Stardust (Sdt) ve
Patj ile PBM motifi araciligyla protein kompleksi olusturmaktadir ancak Crb’nin FBM’sinin
molekiiler fonksiyonu daha tam olarak agik degildir. Birka¢ calismada, FBM’nin EXx
stabilitesini ve lokalizasyonunu etkiledigi gosterilmistir (Ling ve ark, 2010). Crb’nin
FBM’si Ex’nin FERM domainine baglanir ve bu siire¢ Ex’in apikal lokalizasyonu i¢in
gereklidir. Crb’in asir1 ekspresyonu, FBM’ye bagli dokunun asir1 biiylimesine ve muhtemel
bir dominant-negatif bir etki ile apikal Ex proteininin tilkenmesine neden olur. Kibra ve ex
gibi Hippo yolaginin diger upstream regiilatérlerinde oldugu gibi crb’nin transkripsiyonu

Hippo sinyalizasyonu ile negatif olarak diizenlenmektedir (Genevet ve ark, 2009).

. E

Sekil 22: Hpo yolaginin ve Yki’nin farkli yukar: akis bilesenleri arasindaki etkilesimleri
(Parsons ve ark, 2014)

Yki etkinliginin diizenlenmesi; Hippo yolaginin upstream basamaklar1 tarafindan

diizenlenmesi goz korkutucu bir sekilde karmasik goziikse de, bu upstream bilesenleri, ortak
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bir downstream biiylime diizenleyici efektor olan transkripsiyonel koaktivator Yki’ye sinyal
vermektedir. Nitekim Wts, Yki’nin Serin rezidiilerinden (S168) dogrudan fosforile eder ve
14-3-3 proteinleri i¢in baglanma yeri olusturur ve bu da Yki’nin niikleustan uzaklagmasina
ve sitoplazmik birikimine neden olur (Zhao ve ark, 2007). Hippo sinyalin kaybi, 14-3-3"{in
nakavt1 veya 14-3-3 baglanma motifinin mutasyonu endojen Yki niikleer birikime ve / veya
aktivasyonunun anormal hale gelmesine yol acar. Wts, ayn1 zamanda asir1 eksprese edilen
Yki’nin faaliyetini ve niikleer lokalizasyonunu S168’den daha az olarak ve 14-3-3’ten
bagimsiz olarak S111 ve S250 olmak iizere iki ilave bolgeden de etkileyebilmektedir.
Yki’nin WW alanlari ile Ex, Wts ve Hpo’nun PPxY motifleri arasindaki dogrudan baglanma

vardir ve bu baglant1 Yki’yi durdurabilmektedir (Pan ve ark, 2010)

Yki tarafindan transkripsiyonel regiilasyon; bir transkripsiyonel koaktivator olarak
Yki dogrudan DNA’ya baglamaz, daha ¢cok Yki’nin neden oldugu doku biiylimesine aracilik
eden TEAD/TEF aile transkripsiyon faktorii Scalloped (Sd) gibi DNA-baglayici
transkripsiyon faktorleri ile ortaklik eder. Sd, iyi karakterize edilmis bir Hippo hedef geni
olan diapl’in Hippo’ya bagl transkripsiyonel regiilasyonunu saglayan minimum 26 bp
Hippo yanit elementine (HRE) direkt olarak baglanir. Diger DNA baglayici transkripsiyon
faktorleride Yki aktivitesinin bazal seviyelerine yanit olarak hedef gen ekspresyonunu

diizenlemektedir (Wu ve ark, 2008).

Hpo’dan Yki’ye kadar olan fosforilasyon mekanizmasinda ¢ekirdek kinaz kaskadi
degismez ve gerekliyken kinaz aktivitesini etkileyen upstream basamaklar1 ¢ok daha gesitli
ve aslinda kismen gereginden fazla oldugu goze carpmaktadir. Yolaktaki asil biiyiik soru,
Hippo yolagin1 aktive eden birincil "sinyaller" olan hiicre adezyonu ve polaritesinin
ozelliklerini tanimlamak ve bu sinyallerin Hippo kinaz kaskadi tarafindan nasil
biyokimyasal olarak yorumlandigini anlamak gerekmektedir. Apikal olarak bulunan
upstream reseptorleri Kibra-Ex-Mer kompleksi, downstrean kinaz kaskadiyla dogrudan
etkilesimleri gbz Oniine alindiginda, sinyal entegrasyonu i¢in bir platform olarak benzersiz
bir konumdadir. Hippo kinaz kaskadmin plazma zarinda aktive edildigi diisiiniilse de,
plazma membraninda ki kinaz aktivasyonunun biyokimyasal mekanizmasi agikliga
kavusturulmamaktadir. Ayrica, memeli Hippo kinaz kaskadinin bazi bilesenlerinin niikleus
gibi ilave hiicre i¢i bolmelerde mitotik ¢ikis ve sentromer duplikasyonunu kontrol altinda
tutmada aktive edilip edilemeyecegi de bilinmemektedir (Sekil 23) (Guo ve ark, 2007;
Hergovich ve ark, 2009).
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Pozitif upstream regiilatorlerinin yani sira, proteinlerle saglanan ilave sinyaller olan
entegrasyon Hippo kinaz kaskadini negatif olarak da modiile edebilmektedir. Bu tiir
proteinler, daha 6ncede bahsedilen miyozin benzeri protein Dachs, Drosophila Ras iliskili
ailesi proteini dRASSF ve LIM ailesi protein Ajuba’dir (Mao ve ark, 2006; polesello ve ark,
2006). Bununla birlikte, memelilerdeki tiimor silipresor karsiliklarindan farkli olarak,
dRASSF, Sav ile Hpo’ya baglanmasi i¢in rekabet ederek ve dSTRIPAK olarak adlandirilan
Hpo’y1 inaktive eden PP2A kompleksini aktive ederek biiyiimenin olumlu bir diizenleyicisi
olarak islev gormektedir (Ribeiro ve ark, 2010). Ajuba proteinleri siki baglanti
komponentleridir ve Hippo sinyalini Wts ve Sav ile fiziksel etkilesimler yoluyla inhibe
etmektedir (Das thakur ve ark, 2010).
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Sekil 23: Hippo yolagimin farkli bilesenleri arasindaki etkilesimler (Luo, 2010)

2.6.3. Hippo Sinyalizasyonunun Memelilerde Cekirdek Kinaz Kaskadi

Hippo sinyal yolaginin memelilerdeki ¢ekirdegini, memeli Ste-20 benzeri kinazlar
1/2 (MST1/2, Drosophila Hippo’nun [Hpo]) homologlari), biiylik timor supresori 1/2
(LATSL1/2, Drosophila Warts homologlari [Wts])’yi fosforilasyona ugratip aktive eden bir
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kinaz basamagi olusturmaktadir. Bu kinaz kaskad: Yes ile iliskili protein (YAP) ve
transkripsiyonel ko-aktivator PDZ baglanma motifli (TAZ; Drosophila Yorkie’nin iki
homologu [Yki]) olan iki transkripsiyonel koaktivatoriin faaliyetlerini sinirlamaktir. YAP ve
TAZ aktif olduklarinda, TEAD transkripsiyon faktorii ailesini (Drosophila Scalloped [Sd]
homologlar1) baglamak i¢in ¢ekirdege yer degistirirler ve hiicre ¢ogalmasi, hayatta kalma ve
goc ile ilgili genis bir gen yelpazesinin ekspresyonunu indiiklerler. Mekanik olarak, Hippo
kinaz kaskadi, MST1/2’nin aktivasyon halkasini fosforile eden ve dolayisiyla MST1/2
aktivasyonuna yol acan TAO kinazlar (TAOK 1/2/3) tarafindan baslatilabilir (Sekil 24)
(Boggiano ve ark, 2011).
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Sekil 24: Drosophila ve Memelilerde Hippo sinyal yolagi. A) Memeli Hippo yolagi, B)
Drosophila Hippo yolagi (Meng ve ark, 2016)
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Ayn1 zamanda aktivasyon halkas1 fosforilasyonun MST 1/2 dimerizasyonu ile
arttirtlmaktadir. Bu nedenle, MST 1/2 aktivasyonunun dimerizasyon ile baslatilabilecegi ve
upstream kinazlar gerektirmedigi diisiiniilmektedir. Aktif MST 1/2, iki iskele proteini olan
SAVY1’i (Protein Salvador homolog 1, Drosophila Salvador [Sav] homologu) ve
MOB1A/B’yi (Mob kinaz aktivator 1A/B, Drosophila Mats homologlari) fosforilasyona
ugratir ve bu LATS1/2’nin fosforilasyonunda MST1/2’ye yardimer olmaktadir (Sekil 25)
(Praskova ve ark 2008). Bu aktivasyonda diger 6nemli unsur ise NF2/Merlin’dir. Dogrudan
LATS 1/2 ile iligki kurar ve MST 1/2-SAV1 kompleksi tarafindan LATS 1/2
fosforilasyonunu kolaylastirirmaktadir. LATS 1/2 daha sonra otofosforilasyona tutularak
aktive edilir ve bunun ardindan YAP ve TAZ’1 fosforile ederek etkisiz hale getirir. MST
1/2’ye paralel olarak, MAP4K (mitojen ile aktiflestirilmis protein kinaz kinaz kinaz kinaz),
MAP4K 1/2/3/5 (Drosophila Happyhour [Hppy] homologlart) ve MAP4K 4/6/7 (Drosophila
Misshapen’in homologlari [ Msn]), LATSI/2’yi hidrofobik motifleri ile dogrudan fosforile
ederek LATS 1/2 aktivasyonu saglamaktadir (Meng ve ark, 2016). HEK293A hiicrelerinde,
MAP4K 4/6/7’in tiglii nakavti, YAP/TAZ m fosforilasyonunu MST 1/2 ¢ift nakavtina gore
serum yoksunlugu altinda daha dramatik bicimde azaltmaktadir bu belirli kosullar altinda
Hippo yolaginin diizenlemesinde MAP4K’lerin MST’ye gore daha belirgin bir rol
oynayabilecegini gostermektedir. Bununla birlikte, kontakt inhibisyon, enerji stresi, serum
yoklugu gibi LATS-aktive edici sinyallere yanit olarak YAP fosforilasyonunu ortadan
kaldirmak i¢in hem MST1/2 hem de MAP4K’lerin silinmesi gereklidir. Bu nedenle,
MST1/2 ve MAP4K’lar, LATS1/2 diizenlemesinde rollere sahiptir. YAP ve TAZ’in
fosforilasyonu, YAP ve TAZ’in 14-3-3 ile baglanmasina ve 14-3-3’in YAP/TAZ’in
sitoplazmik sekestrasyonuna neden olmaktadir. Ayrica LATS ile indiiklenen fosforilasyon,
YAP/TAZ’in Kazein kinaz 18 / ¢ ile fosforilasyonunu ve SCF E3 ubikitin ligazinin alimimi
tetikleyen YAP/TAZ ubikitasyon aracili bozunmasina yol agar (Zhao ve ark, 2010). Buna ek
olarak, YAP proteini de otofaji ile bozunabilmektedir (Meng ve ark, 2016). YAP ve TAZ,
transkripsiyonel ko-aktivatorlerdir ve DNA baglama alanlarina sahip degildirler. Aksine, bu
dizi-spesifik transkripsiyon faktorleri c¢ekirdege transloke olduklarinda TEADI1-4 ile
etkilesim araciligiyla gen ifadesini diizenlerler (Zhao ve ark, 2008). TEAD1-4 ayn1 zamanda
cekirdekte VGLL4’e (Vestigial Like Family Member 4) baglanabilmektedir ve bu nedenle
transkripsiyonel baskilayici olarakta iglev gérmektedir. YAP/TAZ ve TEAD1-4 arasindaki
etkilesim, VGLL4’ii TEADI1-4’ten ayirmaktadir, boylece doku biiylimesini arttirmak ve
apoptozu inhibe etmek i¢cin TEAD aracili gen transkripsiyonunu aktive etmektedir. fare
modellerinde MST 1/2, SAV1, MOB1A/B, NF2 veya LATS 1/2 delesyonu veya YAP asir
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ekspresyonu, TEAD hedef gen ekspresyonunun sergilenmesine bunun neticesinde

progenitor hiicrelerin gogalmasi ve doku biiyiimesine neden olmaktadir (Zhou ve ark, 2009)

Hippo: Hippo:
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Sekil 25: Yap/Taz’in ¢ekirdek kinaz kaskadina yanit1 (Yu ve ark, 2015)

2.6.4. Memeli Hippo Kinaz Kaskadinin Upstream Diizenleyicileri

Dachs hari¢, memeli genomu, Hippo yolaginin drosophilada bildirilen tiim upstream
diizenleyicileri i¢in homologlarini icerir. Bunlar, iki Kibra homologu (KIBRA/WWCI1 ve
WWC2), iki Ex homologu (FRMD6/Ex1 ve FRMD1/Ex2), bir Mer homologu (NF2/Mer),
bir Ft homologu (Fat4/Fat-j), iki Ds homologu (Dchsl ve Dchs2), bir Fj homologu (Fjx1),
iki Lft homologu (Lix1 ve Lix1- benzeri) ve ii¢ Crb homologu (Crbl, Crb2 ve Crb3) dur
(Tablo 1) (Pan, 2010).

Drosophilada karsilig1 olan ve Hippo sinyalizasyonun upstream regiilatorleri olarak
dahil edilmis olan memeli genleri arasinda NF2/Mer en yogun sekilde incelenmis olanidir.
Mer/NF2 yaklagik yirmi yil Once mutasyonunun sinir sistemi ile iligkili benign
schwannomalar ve diger Schwann hiicre kaynakl tiimorlerin gelisimi ile karakterize edilen
otozomal dominant bir bozukluk olan Norofibromatozise neden olan bir tiimdr baskilayici

olarak kesfedilmistir (Rouleau ve ark, 1993). O zamandan beri, NF2/Mer, memeli
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hiicrelerinde Ras, Rac, STAT veya PI3K sinyalizasyonunun yani sira EGFR gibi membran
reseptorlerinin endositozu/degradasyonu veya niikleusta E3 ubikitin ligaz CRL4P“*in
inhibisyonu gibi efektor yolaklar ve hiicresel islevlerin genis bir yelpazesine baglidir (Li ve
ark, 2010). Yine NF2 islevinin 6zellikle 6dnemli bir 6zelligi hiicre yiizeyi reseptorlerinin
(6rnegin hiyaliironik asit reseptorii CD44) veya siki baglantilarin aracilik ettii temas
inhibisyonunda belirgin bir rol oynamasidir. Yine Nf2’nin inaktivasyonunun hepatoseliiler
karsinoma (HCC) ve safra kanal1 tiimdrlerine yol a¢tig1 gosterilmistir (Zhang ve ark, 2010).
Mst1/2 ve Savl gibi ¢ekirdek Hippo yolagi bilesenlerinin mutasyonlari, benzer ¢ift timor
fenotiplerini ortaya g¢ikarmaktadir (Yu ve ark, 2010; Lu ve ark, 2010). YAP’in kaybi,
hepatositlerin ve safra epitelyal hiicrelerinin kaybina yol acarken, YAP’mn heterozigot
delesyonu, tek basma bir fenotipik bulguya yol agmamaktadir. Bu bulgular, fizyolojik
olarak memelilerin Hippo sinyal yolaginin upstream basamagina NF2/Mer yerlestiren giiglii

genetik kanit saglamaktadir (Zhang ve ark, 2010).

Drosophila Kibra-Ex-Mer kompleksinin bazi bilesenlerinin asir1 eksprese edilmis
insan homologlari, birbirleriyle fiziksel olarak veya Hippo yolag: bilesenleri ile etkilesime
girerek Latsl/2 fosforilasyonu ve memeli hiicre kiltiirlerinde YAP aktivitesini inhibe
etmektedirler (Zhao ve ark, 2007).

Sadece Fat4 benzer sitoplazmik kuyrugu ile diger dort memeli atipikal kadherin
arasindan drosophila ft homologudur. Fat4, diizlemsel hiicre polaritesi ile sinir tiipliniin
uzamasinin rolii sira Fat4 mutantlar1 yonlendirilmis hiicre boliinmesi kaybiyla karakterize
kistik bobrek hastaligini gelistirmektedir (Saburi ve ark, 2008). Ayni sekilde, memeli
apikobazal polaritesinde Crb familyasi proteinlerinin 6nemi ve patofizyolojisi, insan
Crbl’deki mutasyonlarin, retinitis pigmentosa ve Leber konjenital amaurosis gibi erken
baslangi¢h retinal dejeneratif hastaliklara yol agtig1 gergegi ile gosterilmistir. Fakat bu Crb
eksik fenotipleri Hippo sinyali ile ilgili degildir. Ilging olarak, Fat4 ve Crb3, meme
kanserlerinde potansiyel tiimdr baskilayici olarak yer almaktadir, bu da belirli dokularda bu

proteinler arasinda olasi bir ¢apraz-iliskiyi diisiindiirmektedir (Pan, 2010).
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Tablo 1: Drosophila ve insanda hippo sinyalizasyonunun bilesenleri

Drosophila insan Korunmus Motifler ve Alanlar
Cekirdek kaskad
Hippo Mst 1-2 Ste20 Ser/Thr Kinaz ve SARAH Alani
Salvador Savl/ Ww45 WW ve SARAH Alani
Warts Lats1-2 NDR Ser/Thr Kinaz Alani, PPXY Motifi
Mats MOBKL1A-B Mob1/phocein alani
Yorkie YAP, TAZ WW ve TEAD-baglanma alan
Scalloped TEAD1-4 TEA/ATTS ve YKi/YAP-baglanma alani
Upstream apikal
kompleksler
Kibra KIBRA/WWC1,WWC2 WW ve C2 alani
Expanded FRMDG6/EX1, FERM alam
FRMD1/Ex2
Merlin NF2/Merlin FERM alam
Fat efektorleri ve
regiilatorleri
Fat Fat4/fat-j EGF- benzeri, Laminin G ve Kaderin
Tekrar Alant
Dachsous Dchsl1-2 Kaderin tekrar alani
Four-jointed Fjx1 Golgi Ser/Trh Kinaz
Dachs ? Miyozin Motor Alani
Disc overgrown Ck19,CKle Ser/Trh Kinaz Alani
Approximated 2DHHC14 DHHC Cinko Parmak Alan
Lowfat Lix1, Lix1L Bilinmeyen Korunmus Alan
Apikal-Bazal polarite
Crumbs Crb1-3 EGF- benzeri, Laminin G Alani, PDZ ve FERM-
Baglanma Motifi
Lgl Lgll-2 LLGL2 Alani
aPKC aPKC), aPKC{ PKC Kinaz, PB1 ve C1 Alam

Diger diizenleyiciler

dRASSF

RASSF1-6

Ras iligkili ve SARA alani

dSTRIPAK PP2A

STRIPAK PP2A

PP2A Ser/Thr fosfataz kompleksi

dJuba

Ajuba, LIMD1, WTIP

LIM Alani

2.6.5. Hippo Kinaz Kaskadinin Aktivasyon Mekanizmalari

LATS1/2, Protein kinaz A/G/C (AGC) ailesinin bir alt grubu olan, NDR (niikleer
Dbf2 ile iliskili) kinaz ailesine aittir. NDR ailesinin diger iki iiyesi NDR1 (STK38) ve

NDR2 (STK38L)dir. Hippo yolag: etkilesiminin birka¢ yeni ¢alismasinda Hippo yolaginda

NDR1/2’yi igine almaktadir. NDR1/2, bagirsak epitelinde YAP kaynakli timorgenezisi

inhibe etmek igin belki bir YAP kinazi olarak islev gorebilir (Wang ve ark, 2014; Zhang ve
ark, 2015). NDR1/2 ve LATS1/2’nin benzer fosforilasyon motiflerinide paylagmaktadir.
Bununla birlikte, LATS1/2’nin delesyonunu igeren bir¢ok kosulda YAP fosforilasyonu

ortadan kalkar ve YAP’in niikleer lokalizasyonu meydana gelir dolayisiyla Hippo yolaginin
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diizenlemesinde NDR 1/2’nin kesin rolii tanimlanmamustir (Meng ve ark, 2016). NDR Kinaz
ailesi, Aktivasyon halkasi i¢inde korunan bir Ser/Thr kalintisiyla aktivasyon i¢in hidrofobik
motif diizenleyici bolgenin fosforilasyonuna ihtiya¢ duymaktadir. Hidrofobik motifin
fosforilasyonu, upstream basamaktaki Ste20 benzeri kinazlar araciligi ile gerceklesir:
LATS1/2 ve NDR1/2 i¢in MST1/2 ve NDR1/2 i¢in MST3 bu kinazlardir (Tang ve ark,
2015). Son yillardaki aragtirmalar, Ste20 ailesinin bir iiyesi olan MAP4K’lerin LATS1/2’yi
hidrofobik motifinden fosforile edebildigini gostermistir. Hidrofobik motifin Ste20 benzeri
Kinaz aracili fosforilasyonu, aktivasyon halkasinda LATS otofosforilasyonunu tesvik eder,
bu nedenle kinaz aktivitesinde bir artisa neden olur. Ilging bir sekilde, MOB proteinleri
arasindaki etkilesim (insan genomu altt MOB’u kodlar: MOB1A/B, MOB2 ve
MOB3A/B/C) ve kinazlarin N-terminal diizenleyici alani, NDR ailesi kinazlarin ortak bir
ozelligidir, ancak LATS1/2 ve NDR1/2’nin MOB proteinlerinin farkli alt gruplarim
kullandig1 gorilmektedir. MOB1A/B hem LATS1/2 hem de NDRI1/2 ile iligkiliyken;
MOB2, NDR1/2 ile inhibitor etkilesime aracilik etmektedir, ancak LATS1/2 ile etkilesime
girmemektedir (Kohler ve ark, 2010). Yeni yapilan caligmalar MOB1’in LATS1/2
fosforilasyonundaki rollerine ve ardigik bir fosforilasyon olarak MST1/2’nin aktivasyonuna
yeni molekiiler kavrayislar getirmektedir. MST2, kendi baglayici kinaz alan1 ile SARAH
alan1 arasinda oto-fosforilasyonu MOB1’i de igine alabilen bir fosfor tutma motifi
gostermektedir. MOBI1-fosfoMST2 kompleksinin yapisi, MOB1’in fosforile MST2’ye
baglanmasi ile MOB1’i kendine 6zgii otoinhibitdr konformasyonundan kurtararak MOB1’i
LATSI e erisilebilir hale gelmesini sagladigini gostermektedir. Daha sonra LATS1, MOB1-
fosfoMST2  kompleksine  baglanarak ~ MST2-MOBI1-LATS1 gl kompleksi
olustururmaktadir ve boylece MOB1’in N-terminal kuyrugunda (T35 ve T12) ve LATS1’in
hidrofobik motifinde (T1079) MST2 tarafindan fosforilasyon arttirilmaktadir. LATS1 deki
T1079’un MST2 tarafindan fosforilasyonu LATS1 aktivasyonuna dogrudan Kkatkida
bulunurken, MOBZ1’in fosforilasyonu aslinda MST2’den fosforile LATS1 ve MOBL1’in
ayrigmasini tetiklemektedir. Bu ¢aligmalar MST1/2 ile LATS1/2 aktivasyonunun molekiiler
mekanizmasi ile bu sliregte MOB1’in kritik rolii izerine yapisal bilgiler vermektedir (Meng

ve ark, 2016).

2.6.6. LATS Aktive Edici Kinazlar Olan MST1 / 2 ve MAP4K’larin Diizenlenmesi

LATS1/2’ye bagli fosforilasyon, memelilerde YAP/TAZ diizenlemesinde en 6nemli

olay olarak goriinmektedir. Bunun nedeni Hippo yolagmin bilinen bir¢ok diizenleyici
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sinyallerine yanit olarak LATS1/2 nakavt hiicrelerin bircogunda YAP/TAZ fosforilasyonu
ortadan kalkmaktadir (Meng ve ark, 2016). MST1/2 ve MAP4K’lerin, LATS1/2’yi fosforile
edip aktiflestirdikleri ve LATS1/2 hidrofobik motif fosforilasyonunu ve aktivasyonunu
ortadan kaldirmak i¢in ise hem MST1/2 hem de MAP4K’lerin ortadan kaldirilmasi gerektigi
gosterilmistir (Zheng ve ark, 2015; Meng ve ark, 2015). TAOKZ1/2/3 transfosforilasyonu
ve MST’in dimerizasyonu yoluyla otofosforilasyonu ile MST1/2 aktivasyon halkasinin
tamamen aktif hale gelmesi saglanir (Praskova ve ark, 2004). Yine AKT, ABL ve mTOR
gibi birka¢ baska kinazda MST1/2’yi birden fazla bolgeden fosforile edebilir ve
MST1/2’nin kinaz aktivitesini farkli mekanizmalarla modiile edebilmektedir (Yuan ve ark,
2010). PP2A’1n ¢ekirdegi olan STRIPAK kompleksi ise MST1/2 ile etkilesime girerek
MST1/2 defosforilasyonuna katkida bulunmaktadir. STRIPAK’in etkilesiminin veya
aktivitesinin Hippo yolagini kontrol ettigi bilinen sinyallerle diizenlenip diizenlenmedigi

halen belirsizligini korumaktadir (Couzens ve ark, 2013).

MOBI ile etkilesime ek olarak, MST1/2, SAV1 ve RASSF’ler ile de dogrudan
etkilesime girer. SAV1 ayrica MST1/2’nin bir substratidir ve MST1/2 fosforilasyonu ile
stabilize edilmistir ve esas olarak MST1/2’yi LATS1/2’ye baglamak i¢in bir iskele proteini
olarak calismaktadir fakat SAV1’in dogrudan MST1/2 kinaz aktivitesini etkileyip
etkilemedigi gosterilmemistir (Callus ve ark, 2006).

RASSF’lerin MST1/2 diizenlemesindeki fonksiyonel rolii MST1/2’nin durumuna
bagli olarak olumlu ya da olumsuz olabilmektedir. Bununla birlikte, RASSF’lerin MST1/2
dimerizasyonunu bozdugu ve otofosforilasyonunu o6nledigi gosterilirken ayni zamanda
RASSF’lerin 6nceden aktive edilmis MST1/2 ile etkilesimi, MST1/2 defosforilasyonunu
onledigi ve bu nedenle MST1/2 kinaz aktivitesini siirdiirebilir halde tuttugu da gosterilmistir
(Praskova, 2004; Guo ve ark. 2011).

MAP4K’larin diizenlenmesi ise kapsamli olarak hala daha incelenmemistir.
MAP4K’lerin yan1 sira MST1/2, Fas-aracili apoptoz ile Caspase 3/6/7 tarafindan
pargalanabilmektedir. JNK yolagi (MEKK1-MKK4/7-JNK1/2) ve p38 yolagi (MAP3K-
MKK3/6-p38MAPK) da bu pargalanmayi aktif hale getirebilmektedir. Bununla birlikte,
parcalanmis MAP4K’lar ve 6zellikle MST1/2, sargt bobini ve SARAH alanlar1 gibi SAV1
veya LATS1/2 ile etkilesimleri i¢in gerekli olan bazi alanlar1 kaybederler (Dan ve ark,
2001). MAP4K1/4/6 da dahil olmak iizere birkag MAP4K, Src homoloji 2 (SH2) ve SH3

alanlarini igeren bir bagdastirici protein olan NCK1 (katalitik olmayan tirozin kinaz adaptor
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proteini bolgesi 1) ile etkilesime girmektedir. NCK1, sitoplazmada bulunur ve reseptor
tirozin kinazlar ile Rho-GTPase aktivasyonu ve aktin hiicre iskeleti diizenlenmesiyle Ras-
GTPaz aktivasyonuna katilir. Hippo yolaginin diizenlemesinde Rho-GTPases ve aktin hiicre
iskeletinin 6nemli rolii géz oniine alindiginda, hiicre iskeleti ve mekanik iletimi sinyallerinin

MAP4K ler vasitasiyla LATS1/2’ye iletildigi diisiiniilmektedir (Buvall ve ark, 2013).

2.6.7. YAP / TAZ Transkripsiyonel Programlar ve islevsel Ciktilar

Drosophila ve fare modelleri iizerine yapilan g¢alismalar YAP/YKi’nin 6zellikle
gastrointestinal dokulardaki doku 6ncii hiicrelerinin kendini yenileme ve ¢ogalmasinda rolii
oldugunu tespit etmistir. Daha 6nce yapilan transgenik fare ¢alismalari, ¢arpici fenotipler
gostermis, gelisim ve karsinogenezisde hippo yolaginin roliinii ortaya koymus olsa da, doku
spesifik delesyon ve indiiklenmis asir1 ifade ile ¢ok daha saf hale getirilmis transgenik fare
modelleri son birkag yilda iiretilmistir. Bu fare modeli ¢aligmalar1, Hippo yol bilesenlerinin
bireysel olarak doku biiyiimesi, hiicre farklilasmasi, hiicre rekabeti ve malign
transformasyona fizyolojik katkisinin daha detayl karakterizasyonlarina olanak tanimistir
(Barry ve ark, 2013). Hippo yolaginin 6nemli bir fonksiyonunun, hiicrenin sessizligini
korumak ic¢in farklilasmis hiicrelerde YAP ve TAZ’mn inaktivasyonu oldugu
diistiniilmektedir (Zhou ve ark, 2009). Doku hasar gordiikten sonra, Hippo yolu baskilanir
ve YAP ve TAZ, progenitdr hiicrenin kendini yenilemesi ve doku onarimi i¢in harekete
gecirmektedir. In vitro kiiltiirlenmis hiicrelerin yaralanmast YAP’1 aktive eder ve niikleer
Y AP, yara iyilesmesini desteklemek icin hiicre gogiinii ve cogalmasini yonlendirir (Zhao ve
ark, 2007). Hem temel hem de klinik kanser arastirmalari, hiicre apoptozunun baskilanmasi
ve hiicre proliferasyonunun tesvik edilmesi yoluyla YAP ve TAZ’ 1n kanser inisiyasyonunda
ve gelisiminde rolii oldugunu belirtmistir. Yine YAP ve TAZ, bir takim kanserlerin yani1 sira
diger bazi hastaliklar icin de terapodtik hedefler olarak kabul edilmistir (Yu ve ark, 2014).
YAP ve TAZ’m islevinin ¢ogunlukla TEAD1-4 aracili oldugu diisiiniilmektedir ¢iinkii YAP
ve TAZ dogrudan DNA’ya baglanamazlar ve TEADI1-4’1in transkripsiyonel koaktivatorleri
gibi davranirlar, bunun yani sira YAP ve TAZ’in diger birkag transkripsiyon faktorii ile
iligkili oldugu da bildirilmistir (Zhao ve ark, 2008). Bir¢cok gen YAP ve/veya TAZ ile
kompleks olusturan TEAD tarafindan transkripsiyonel olarak etkinlestirilir (Zhu ve ark,
2015). Mekanik olarak, YAP ve TAZ, SWI/SNF kromatin yeniden sekillendirme
kompleksinin bilesenlerini veya NCOAG6 histon metil transferaz kompleksini tekrar

olusturarak TEAD transkripsiyonel aktivitesini uyarmaktadir (Skibinski ve ark, 2014). Yine
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YAP/TAZ-TEAD kompleksi, DDIT4, Trail veya ANp63 gibi ek hedef genler i¢in NuRD
histon deasetilat kompleksini ¢agirarak transkripsiyonel cekirdek baskilayici olarak da
faaliyet gosterebilmektedir (Kim ve ark, 2015). Bu nedenle niikleer YAP/TAZ ya gen
ifadesini indiikleyebilir ya da baskilayabilir. YAP/TAZ’in genom ¢apindaki eylemlerini
aydinlatma konusundaki ¢alismalar, YAP ve TAZ’ 1 transkripsiyonel diizenlemedeki bazi
ozelliklerini gostermistir. Drosophila’da Yki, transkripsiyonel aktivasyona aracilik etmek
icin promotor bolgelere baglanirken benzer sekilde YAP/TAZ’in transkripsiyonel
fonksiyonlart TEAD’lerin hedef genlerin hizlandiricilarina baglanmasi ile iliskilendirilmistir
(Lian ve ark, 2010). Motif analiz ¢alismalart YAP/TAZ’mn esas olarak TEAD ile DNA’y1
baglamak igin etkilesime girdigini dogrulamistir (Zhao ve ark, 2008). AP-1 transkripsiyon
faktorleri, YAP baglayic1 bolgelerde dnemli 6l¢iide zenginlestirilmis haldedir, bu motif
YAP/TAZ-TEAD’in hedef genleri sinerjik olarak aktive etmek igin AP-1 ile isbirligi
yaptigin1 diisiindiirmektedir. AP-1, 16zin fermuar proteininin JUN ve FOS ailelerinden
olusan heterodimerik bir protein kompleksidir. TEAD’ler AP-1 ile etkilesime aracilik
etmektedirler. YAP/TAZ, AP-1 ile bir araya gelerek transkripsiyon baslatmak,
transkripsiyon uzamasini arttirmak ve bdylece hedef gen ekspresyonunu arttirmak icin ek
regiilatorleride ¢agirabilmektedir. YAP/TAZ/TEAD aracili transkripsiyonda AP-1’in roliini
destekleyen YAP/TAZ indiikli MCF10A meme epitel hiicresi biiyiimesi AP-1 ile artarken
AP-1’e bagli deri tiimorgenezisi YAP/TAZ azalmasi ile durdurulabilir (Zanconato, 2015).

2.7. Hippo Sinyalizasyonu ve Wnt Sinyalizasyonu Arasindaki iliski

Wnt ile Hippo Sinyalizasyonu yolagi arasindaki ters iliski ilk kez 2010 yilinda
gosterilmistir. Varelas ve arkadaslari TAZ’mm CkI1E ile Dvl arasindaki baglantiy1
engelleyerek Wnt3a ile indiiklenmis Dvl2 fosforilasyonu engelledigini gdstermistir ve
bdylece Wnt/B-katenin sinyalizasyonu inhibisyona ugramaktadir (Varelas ve ark, 2010).
Ayrica MST veya LATS’in ektopik ekspresyonu ve kontrol ettigi TAZ in sitoplazmik
lokalizasyonu ile Wnt3a inhibisyonu gosterilmistir. Endojen Wnt/katenin sinyalizasyonunun
Hippo sinyalizasyon yolaginin aktivasyonu ile inhibe edildigi gosterilse de bunu hangi
yoldan gerceklestirdigi agiklanmamistir. In vivo durumda da TAZ knock out’lu siganlarin
bobreklerinde az miktarda artmis katenin miktar1 saptanmustir (Makita ve ark, 2008).
Ayrica Hippo sinyalizasyonunun Wnt katenin sinyalizasyonu iizerine olan inhibitor etkisi
kalp spesifik Salvador knock out fareleri ile gosterilmistir. Artmis kalp biiyiikligi, artmis

kardiyomiyosit proliferasyonu ve niikleer B-katenin miktar1 Sav knock outlarinda
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saptanmistir Mikroanaliz sonuglari kalp gelisiminde gorevli genlerin ekspresyona ugradigini
ve antiapoptatik aktivitenin B-katenine bagli olarak arttigi saptanmustir (Heallen ve ark,
2011). Piccolo ve arkadaslar1 ise YAP/TAZ seviyelerinin B-katenin ile diizenlendigini
gosteren bir mekanizma tanimlamiglardir. TAZ’in  Wnt/p-katenin sinyalizasyonunun
ayrilmaz bir mediyatorii oldugu fikri kiskirtici gériinse de, TAZ diizeyinin, APC, Axin ve
GSK3p olusan B-catenin yikim kompleksinde diizenlendigi gosterilmistir (Sekil 26). Wnt
sinyalinin yoklugunda, GSK3p ile fosforile edilmis B-katenin, TAZ’in B-TrCP E3 ligaz
kompleksiyle iligkisi i¢in bir iskele goérevi gérmektedir. Bununla birlikte, Wnt sinyali
varliginda, B-katenin fosforilasyonunun bloke edilmesi, yikim kompleksinden hem f-
katenin hem de TAZ’in kagmasina ve daha sonra [-katenin/Tcf ve TAZ/TEAD
komplekslerinin aracilik ettigi hedef genlerin ekspresyonunu arttirmaya neden olmaktadir.
Bu sonuglardan 1s1ginda ayni grup, YAP/TAZ’1n, B-TrCP’nin B-katenini yikim kompleksine
almasina ve ardindan B-katenin degredasyonu icin gerekli oldugunu gostermistir (Azzolin
ve ark, 2012). Genel olarak, bu veriler Hippo sinyal transkripsiyon faktorleri YAP ve
TAZ’n, B-katenin yikim kompleksinin integral bilesenleri oldugunu ve Wnt yanitlarinin

orkestrasyonunu sagladigini gostermektedir.

Bu TAZ’1n Wnt B kateninin mediyatorii olarak tanimlandig bir diisiinceye dayalidir.
Wnt sinyalizasyonu yoklugunda, B katenin GSK3 ile fosforillenerek TAZ ve TrCP E3 ligaz
kompleksi i¢in iskele yapist saglar. Wnt varliginda ise, B katenin fosforilasyonunun
engellenmesi, hem B katenin hem de TAZ’in yikici komplekslerden kagmasina imkan
tanimaktadir. Bu sonuglarin 1s18inda, YAP/TAZ’in ve TrCP’nin B katenin parcalayici
kompleksin esasli elemanlar1 oldugunu gostermektedir. Sonu¢ olarak, Hippo
sinyalizasyonunun transkripsiyon faktorleri olan YAP ve TAZ’in B katenin yikim
kompleksinin pargasi olan integral elemanlar oldugu ve Wnt cevaplarinida kontrol ettikleri

saptanmistir (Kim ve Jho, 2014).
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Sekil 26: Wnt ve hippo sinyalizasyon iliskisi (Imajo ve ark, 2012)

2.8. Hippo Sinyalini Aktivator Olarak Hedefleyen Verteporfin

Hippo sinyalizasyonunda en Onemli down-stream efektorii olan Yes-associated
protein (YAP) Hippo yolaginda ki Latsl/2 tarafindan fosforilasyona ugrayarak sitozolik
sekestrasyon ve ardindan proteozom aracili bozunmaya ugramaktadir. Hippo
sinyalizasyonun inaktivasyonu ise YAP’1n sitozolden ¢ekirdege dogru yer degistirmesine ve
TEAD ‘in aracilik ettigi transkripsiyonel ko-aktivator olarak islev gdrmesine ve bdylece
bircok gelisimsel genlerin yani sira timor baskilayicilarin ekspresyonunu inhibe ederken

onkogenik genlerin de transkripsiyonunu arttirmasina izin vermektedir (Wang ve ark, 2015).

Glniimiizde kullanilan fotodinamik terapi (PDT), oksijen ortaminda bir
fotosensitizer ve 15181n etkilesimini kullanarak yapilan bir kanser tedavisidir. 1993 yilinda
resmi olarak ilk kez Kanada’da uygulanmaya baslanmistir. Verteporfin ise FDA tarafindan
onaylanan ikinci nesil bir fotosensitizerdir. 2000 yilinda, yasla iliskili makiila
dejenerasyonunun tedavisi i¢in kullanilmaya baslanmis ve ilk ¢aligmalar fotodinamik tedavi

yoluyla hiicre 6ldiirmeye odaklanmistir (Henney, 2000).
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Verteporfin (VP), aromatik heterosiklik iceren modifiye dort pirol biriminden olusan
porfirin ailesine aittir. Verteporfinin kullanildig1 fotodinamik terapi (PDT), sensitizoriin bir
emme bandina tekabiil eden 693 nm’lik bir dalga boyundaki bir 1s1nlama ile takip eden bir
fotosensitize edici maddenin uygulanmasini igeren, klinik olarak onaylanmig, minimal
invaziv bir terapdtik yontemdir. Yasa bagli makiiler dejenerasyonda (AMD), lipozomal VP
(Visudyne ticari ad1), anormal kan damarlarinda birikir ve buraya 693 nm’de reaktif oksijen
radikaller iireten termal olmayan lazer uygulanarak aktivasyonu saglanir. Bu, endotelde
lokal hasarin yani sira damarlarin potansiyel eliminasyonuna da neden olur. Bir¢ok hastada
klinik olarak diinya ¢apinda kullanilmaktadir ve bu sayede bir¢cok hastada gorme duyusunun
korunmasi saglanmaktadir. VP, test edilmis olsa da bir¢ok insan kanseri i¢in 151k temelli
tedavi yontemi olarak heniiz onaylanmamistir. Vp igeren PDT, insan kanserlerinde sadece
vaskiilatiirinde degil aynt zamanda dogrudan kanser hiicreleri ilizerinde apoptoz ya da

otofajinin bir uyaricisi olarak da etki gosterebilmektedir (Brodowska ve ark, 2014).

Bununla birlikte 6rnegin otofagozomu ve otofajiyi inhibe etmek i¢in Verteporfinin
151k aktivasyonundan bagimsiz aktivite sergiledigi de gosterilmistir. Son zamanlarda ise
Verteporfinin YAP aktivitesini baskilayarak hepatoseliiler karsinoma hiicrelerinin ve
retinoblastoma hiicrelerinin proliferasyonunu inhibe ettigi 6ne siiriilmektedir. Yine baska bir
calismada VP’nin 151k aktivasyonu olmadan kanser hiicrelerinin biiylimesi tlizerinde direkt
bir inhibitdr etkiye sahip oldugu ve bunu YAP-TEAD kompleksinin bozarak ve YAP
kaynakli onkogenlerin transkripsiyonun engellenmesi sonucu yaptig1 gosterilmistir

(Donohue ve ark, 2011).

Verteporfin, otofaji de dahil olmak {lizere tiimor patofizyolojisi ile iligkili
fonksiyonlar1 degistirebilecegine ve bir fotosensitizer etkisinden bagimsiz olarak
inhibisyona neden olabilecegine dair kanitlar vardir. Verteporfinin niikleer YAP diizeylerini
distirdligiinii ve sitozolik 14-3-36’y1 arttirarak YAP’1 sitoplazmada yakaladigir yapilan
calismalarda gosterilmistir. 14-3-3, yedi tiyeden (B, v, €, {, n, o ve 1 (ayrica 0 olarak
adlandirilir) olusan 28-33 kDa’lik asidik proteinlerden olusan olduk¢a korunmus bir ailedir
ve otofaji, apoptoz, hiicre dongiisii, DNA hasar cevabi ve transkripsiyonel regiilasyon gibi
bircok kritik olayr diizenlemektedirler. 14-3-3 proteinleri otofajiyi diizenlediginden bu
durumun otofajiye kars1 Verteporfin’in 14-3-3 aile iiyelerini indiikleme {izerindeki ikinci bir
Ozellik olabilecegi diigtiniilmektedir. 14-3-3 proteinlerinin baglica aktivitesi sitozol

icerisindeki fosforile proteinlerin tutulmasi ve ardindan proteazomda bozunma igin
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hedefleme oldugu varsayilmaktadir. TAZ da (YAP’in bir homologu) YAP gibi 14-3-3
tarafindan sitoplazmada tutulmaktadir ve transkripsiyonel aktivasyonu durdurulmaktadir

(Wang ve ark, 2015; Liu-Chittenden ve ark, 2012).

2.9. Hippo Sinyalini Inhibitér Olarak Hedefleyen C2 Ceramide

Hippo yolaginin aktivasyonu igin MST1/2’nin aktivasyonu ve YAP/TAZ aracili gen
ifadesinin inhibe edilmesi gereklidir. Hippo sinyalizasyonunda anahtar olay MST1/2 kinaz
aktivasyon mekanizmasidir. MST1/2 esnek bir baglayici ile ayrilmis olan bir N-terminal
kinaz alan1 ve SARAH alan1 i¢eren bir C-terminaline sahiptir. MST1 ve MST2, her biri
SARAH alan1 boyunca yapisal bir homodimer olusturabilir ve kinaz aktivasyonu,
aktivasyon halkasinin trans-otofosforilasyonu ile gergeklestirilir. MST1/2’in  homodimerler
olusturarak otofosforilasyona ugramasina ragmen, Hippo yolagi kapali oldugu zaman MST
1/2 molekiillerinin biiyiik ¢ogunlugu fosforile edilmemis olarak kalir ve MST1/2 bu
aktivasyonunun fosfatazlar tarafindan antagonize edildigi diisliniilmektedir. Son ¢aligmalar,
Hippo aktivitesinin, Drosophila’da striatinle etkilesen fosfataz ve kinaz (STRIPAK) adi
verilen coklu altbirim protein fosfataz 2A (PP2A) kompleksi tarafindan negatif olarak
diizenlendigini goOstermektedir. Yapilan c¢alismalar STRIPAK’mm MST aktivasyonu
baskiladigin1 gostermistir (Bae ve ark, 2017). Ayrica MST1/2 defosforilasyonunun
RASSF1A tarafindan engellendigi RASSF1A’ nin, fosfatazlarin roliine kars1 koyarak aktif
MST 1/2 olusumunu tesvik ettigide PP2A’in inhibisyonu roliinii diisiindiirmektedir. Ser/thr
protein fosfataz inhibitorii olan Okadaik asit ile yapilmis baska bir ¢alismada in vitro olarak
MST 1/2 ‘in aktivasyonunun arttigi gézlemlenmis Bunun sonucunda MST 1/2 ‘in PP2A
tarafindan defosforilasyona ugratildigi kabul edilmistir (Riberio ve ark, 2010; Hata ve ark,

2013).

Protein fosfataz 2A (PP2A), tiim Okaryotlarda bulunan, bir dizi hiicresel siiregleri
diizenleyen ¢ok islevli bir serin/treonin fosfatazdir. Bir yapisal A alt birimi ve heterotrimerik
PP2A holenzimleri olusturmak iizere diizenleyici B tipi altbirimler ile kompleks olusturan
katalitik bir C alt biriminden olusan bir ¢ekirdek heterodimerden olusmaktadir. B tipi alt
birim PP2A’y1 spesifik sinyal komplekslerine ve subseliiler lokasyonlara yonlendirirken C

alt birimi farkli substratlar yoniindeki aktiviteyi diizenlemektedir (Dobrowsky ve ark, 1993).

Seramidler, N-agillenmis ve bir yag asidine baglanmis bir sfingosin omurgasindan

olusan sfingolipid smifina iiyedirler. Seramid, 3-keto-dihidrosfingosin olusturmak iizere
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asetil-CoA ve serin kullanan serin palmitoiltransferaz (SPT) ile baslayan bir dizi adimla de
novo olarak {iretilebilmektedir. Bu {iriin, dihidrosferidoz desatiiraz tarafindan desatiirasyon
reaksiyonu ile seramid olusturmak iizere seramid senteziyle (SERS1-6) agcillenmis
dihidrosfingosini iiretmek tiizere dihidrosfingosin desatiiraz (DES) ile olusturulmaktadir.
Seramidin sentez yollarindan biri sfingomiyelinlerin = sfingomiyelinazlar tarafindan
parcalanmasidir. Digeri ise seramid sentaz islevini iceren kurtarma yoluyla sfingozin-1-
fosfat (S1P) nin defosforilasyonu ile iiretilen sfingozinden dogrudan kaynaklanmaktadir.
Seramid’in PP2A’y1 aktive ettigi gosterilmistir. Ayn1 zamanda sfingolipidlerin PP2A
inhibitorlerine de baglanarak PP2A’y1 rahatlatdigi yapilan g¢aligmalarda gdsterilmistir
(Mukhopadhyay ve ark, 2009; Chalfant ve ark, 2004; Chalfant ve ark, 1999 ).

58



3. GEREC VE YONTEM

3.1. Deney Hayvanlarimin Temini

Adnan Menderes Universitesi Tip Fakiiltesi Deney Hayvanlar1 iinitesinden Yaklasik
12-14 haftalik, ortalama 30-40 gr agirhiginda daha once hi¢ gebelige birakilmamis olan
Balb/c cinsi 32 adet disi ve 10 adet erkek olmak {izere fareler alinarak ¢aligsma baslatilmigtir.
Deney siiresince biitiin fareler bagil nem oran1 %40-60, optimal 1s1 (22C°) ve 12 saat
aydinlik-12 saat karanlik ortam saglanacak sekilde kafeslerde barindirilmislardir. Deney
stirecinde su ve pelet yem ihtiyaglar1 ad-libitum olarak karsilanmistir. Calismaya Oncesi ise
Adnan Menderes Universitesi HADYEK kurulundan etik kurul onay1 alinnustir (Etik kurul
n0:64583101/2015/108).

3.2. Deney Hayvanlarinin Gruplandiriimasi

10.5 ve 18.5 giinliik fareler rastgele 4 gruba (n=4) ayrilmistir. Fareler gebe kalmalari
icin iki disi bir erkek olmak iizere kafeslere yerlestirilmistir. Sabah ve Aksam olmak {izere
giinde iki kez vajinal plak kontrolii yapilmis ve plak gdzlemlenen farelerin, gebeligin
0.5’inci giintinde (dpc:0.5) oldugu kabul edilerek gruplandirmalar yapilmistir. Ttiim disilerin
gebe kalmasmin ardindan erkek fareler deney hayvanlari {initesine geri teslim edilmistir.
10.5 giinliik embriyolar elde edilmis olsa da histokimyasal islemler 6ncesi soguk zincirleri

bozuldugundan deneye tabi tutulamamislardir.

Grup | (Kontrol grubu E18.5, n=4): Deney siiresince sadece gebelik takibi yapilacak

olan ve E18.5 giiniinde fetuslarin elde edilecegi grup.

Grup Il (DMSO E18.5 n=4): Gebeligin ilk giinii itibari ile hergiin Ilaglarmn
¢oziindiigii Dimetil Siilfoksit uygulanip E18.5 giinde fetuslarin elde edilecegi grup.

Grup Il (Verteporfin E18.5, n=4): Gebeligin ilk giinii itibari ile hergiin verteporfin
uygulanip E18.5 giinde fetuslarin elde edilecegi grup

Grup IV (C2 ceramide E18.5, n=4): Gebeligin ilk giinil itibari ile hergiin c2 ceramide
uygulanip E18.5 giinde fetuslarin elde edilecegi grup
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Resim 1: Gruplandirilan gebe farelerin takibi

Resim 2: Vajinal plagin tespiti
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3.3. Ilaclarin Uygulanmasi

Gebeligin ilk giinii itibari ile grup Ill, DIMETIL SULFOKSIT (DMSO) icinde
¢cozdirilmiis  Verteporfin  (Sigma-aldrich, SMLO0534), 1 mg/kg seklinde gebeligin
sonlandirilacag: tarihe kadar giinde tek doz seklinde intraperitoneal olarak uygulanmstir.
Grup 1V’e DMSO iginde ¢ozdiriilmiis C2 ceramide (N-Acetyl-D-sphingosine) (Sigma-
aldrich, A7191) giinde 10 pg tek doz seklinde gebeligin sonlandirilacag: tarihe kadar
intraperitoneal olarak uygulanmistir. Grup | (Kontrol, NT) gruplarina higbir ajan
uygulanmazken, grup Il DMSO gruplarma 1 ml DMSO’un 37 ml PBS iginde olan
karisimindan giinde 0.3 ml intraperitoneal olarak gebeligin sonlandirilacag: tarihe kadar

verilmistir.

3.4. Deneyin Sonlandirilmasi

E10.5 giiniinde sakrifiye edilecek olan gebe denekler eter anestezisi altinda sakrifiye
edilmislerdir. Anneden almman embriyolar soguk Phosphate buffered saline i¢ine alinarak
disseksiyon mikroskobu altinda ekstaembriyonik membranlarindan ayrilarak artan alkol
serilerinden gecirilerek dehidrate edilip immiinofloresans goriintiiliime i¢in soguk zincire
kaldirilmistir. E18.5 giiniin kalp dokular1 alinacak fetuslar i¢in anneye eter anestezisi altinda
iken %40’k formaldehit ile perfiizyon uygulanarak fetuslar cikarilmistir. Cikarilan
fetuslarin agirliklar hassas terazide Olciildiikten sonra torakslarina kesi agilarak kalpleri
cikarilarak histokimyasal islemler Oncesi fiksasyonlarin saglanmasi ig¢in %10’luk

formaldehite konulmustur.

Resim 3: Fetuslarin anneden ¢ikarilmasi
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Resim 4: E18.5 ait fetuslar

Resim 5: E10,5 Embriyolarin disseksiyon mikroskobu altinda ekstraembriyonik

membranlarindan ayrilmasi ve disseksiyon sonrasi gortiiniimii

3.5. Doku Takibi

E18.5 kalp Dokular1 yapilacak olan histokimyasal boyamalar ve immiinohistokimya

icin takip edilmistir. Fiksasyonun ardindan E18.5 giine ait kalp dokular1 akarsu altinda bir
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gece birakilarak fikasyon maddesinden uzaklastirilmalar1 saglanmistir. Yikama isleminin

ardindan manuel olarak asagidaki tabloda verilen takip islemi uygulanmistir.

Tablo 2: Doku takibi islemi

Kimyasallar Siire
%70 lik Alkol 1 Saat
%80 lik Alkol 1 Saat
%96 "lik Alkol 1 Saat
%200 'Ziik Alkol 1 Saat
Ksilol 1 Saat
Ksilol (Son 15 Dakika 55 Etiivde) 1 Saat
Parafin (Etiivde 65 ‘c) 1 Saat
Parafin (Etiivde 65 ‘c) 1 Saat
Parafine Gémme

Her gruptan rastgele 7 blok alinarak kalp dokular1 transvers diizlemde yaklasik 5 um
kalinliginda kesitler seklinde alinmustir. Kesitler immiinohistokimya, PAS, Trikrom ve

Hematoksilen-Eozin boyama i¢in lamlara alinarak boyama islemlerine gecilmistir.

3.6. Histokimyasal Boyamalar

Hematoksilen- eozin boyama i¢in bir gece 6nceden 45°c etiivde birakilan dokulara

ertesi giin yapilan iglemler tabloda verilmistir.

Tablo 3: Hematoksilen-Eozin boyama prosediirii

Kimyasallar Siire
Ksilol 5dk
Ksilol 5 dk
%2100 'liik alkol 2 dk
%80 lik alkol 2 dk
Distile su 5 dk
Harris” Hematoksilen (Merck) 5 dk
Akar su altinda yikama 1dk
Eozin (Sigma-aldrich) 1dk
%80 lik alkol 2 dk
%2100 'liik alkol 2 dk
Ksilol 5 dk
Ksilol 5 dk
Entellan ile kapatma
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Bir gece onceden 45° etiivde birakilan dokulara Masson Trikrom boyama (Bio-

Optica, 04-010802) igin yapilan siiregler asagida ki tabloda verilmistir.

Tablo 4: Trikrom boyama prosediirii

Kimyasallar Siire
Ksilol 8 dk
%96 "lik alkol 2 dk
%80 ’lik alkol 2 dk
Distile su 10 dk
Weigert hematoksilen 3 dk
Akarsu altinda yitkama 4 dk
Distile su 15sn
Trikrom soliisyonu (Bio-optica) 20 dk
%0.2 ’lik asetik asit 30 sn
%95 ’lik alkol 2 dk
%2100 'liik alkol 2 dk
Ksilol 8 dk
Entellan ile kapatma

Bir gece Onceden 45° etiivde birakilan dokulara Pas Boyama tabloda verilen

stiregler ile uygulanmustir.

Tablo 5: PAS boyama prosediirii

Kimyasallar Siire
Ksilol 6 dk
%100 ’Lik alkol 3dk
%96 "lik alkol 3 dk
Periyodik asit (Merck) 10 dk
Distile su 1dk
Schiff Soliisyonu (Sigma-Aldrich) 10 dk
Akarsu altinda ytkama 5 dk
Distile su 5 dk
Harris” Hematoksilen (Merck) 1dk
Distile su 1dk
%96 'lik alkol 3dk
%100 ’Lik alkol 3dk
Ksilol 5 dk
Entellan ile kapatma
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Histokimyasal boyama sonucu tiim preparatlarin degerlendirilmesi Nicon Eclipse
E100 mikroskopta ve XCAM 1050 microHD High Frame Rate Slow Motion Camera
System ile ger¢eklestirildi.

3.7. Immiinohistokimya

Gata 4 ( Bioss, bs-1778), Yap (Cell signaling, 14074S), p Catenin (Cell signaling,
8480S) antikorlarinin immiinohistokimyasal boyamas1 i¢in Polilizinli lamlara alinan kesitler
bir gece onceden 55°c’ye ayarlanan etiive birakildi. Target Retrieval soliisyon (Dako) ile
mikrodalga firinda 7 dk boyunca kaynatilarak 20 dk oda sicakliginda sogumaya birakilan
kesitlerde Antijenler ortaya ¢ikarildi. Dokular sonrasinda 5 dakika distile suda bekletilerek
boyama Chamberina alindi. Etraflar1 Pap-pen ile ¢izildi. Sonrasinda Histostain Plus 3rd Gen

IHC Detection Kit (Novex) uygulandi.

Tablo 6: Immiinohistokimya prosediirii

PBS Soliisyonu ile 5 dk yikama yapild.

Solusyon A (peroxidase quenching sol.) ile 6 dk bekletildi.

PBS soliisyonu ile 5 dk yikama yapildi.

Kesitler iizerine B solusyonu (Blocking sol.) damlatilarak 30 dk bekletildi.

Blok soliisyonunu yikama yapmadan uzaklastirildi ve uygun sekilde diliisyonu
vapilmis primer antikorlar (Gata 4 i¢in 1:300, Yap i¢in 1:200, B catenin igin
1:100 PBS i¢in diliisyon oranlart kullamilmistir) damlatilarak kapali nemli
kutuda +4 °C’de overnight bekletildi.

6 | PBS soliisyonu ile iki kez 5 dk yitkama yapildi.

7 | Primer antikor ile wuyumlu biyotinlenmis sekonder antikor (Solusyon C)
damlatilarak, kapali nemli kutuda 30 dakika oda 1sisinda bekletildi

8 | PBS soliisyonu ile 5 dk ytkama yapild.

9 | Solusyon D (streptavidin-peroxidase conjugate) damlatilarak, kapali nemli
kutuda 15 dk oda 1sisinda bekletildi

10 | PBS soliisyonu ile 2 kez 5 dk yikama yapildh.

11 | I damla DAB chromogen (Soliisyon E2) Iml DAB substrate buffer igine
(Soliisyon E1) damlatildi ve karistirildi, hazirlanan DAB dokular iizerine
damlatilirak renk alana kadar bekletildi (Genel olarak bekleme siiresi 1-5 dk
olmustur).

12 | Akan ¢esme suyu altinda 1 dk yikama yapild..

13 | Cekirdek boyanmast i¢cin Mayer’in hematoksileni dokular tizerine damlatilirak
430 sn bekletildi.

14 | Akan ¢esme suyu altinda en az 5 dk boyunca dokular renk alana kadar yikama
yapildl.

15 | Swraswyla %680, %96 ve %100 liik etil alkolde 2 dakika bekletildi

16 | Kesitler 2 kez 5 'er dakika ksilende tutulup Entellan ile kapatild.

QPR IWIN|F-
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3.8. istatistiksel Analiz

3.8.1. Fetus Agirhklar:

Kontrol ve deney gruplarina ait E18.5 fetus agirliklart acisindan gruplar arasinda
istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olup olmadigini belirlemek i¢in One Way ANOVA

testi uygulandi ve p<0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli olarak kabul edildi.

3.8.2. Immunohistokimyasal Degerlendirme

Dokular semikantitatif bir skorlama ile degerlendirildiler; 0: boyanma yok, 1: az

boyanma, 2: orta diizeyde boyanma, 3: yogun boyanma.

Gruplar arasinda, immiinohistokimyasal boyama ile gosterilmis olan belirtecler
acisindan istatistiksel olarak anlamli bir farklilik olup olmadigini belirlemek i¢in Kruskal-

Wallis testi uygulandi ve p<0.05 olan degerler istatistiksel olarak anlamli olarak kabul

edildi.
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4 BULGULAR

4.1. Fetus Agirhiklar:

SPSS 21 istatistik programi kullanilarak yapilan One Way ANOVA testi ile sonuglar

i¢cin mean + standart deviation (ortalama + standart sapma) degerleri Tablo 7°de verilmistir.

Tablo 7: Agirlik 6l¢iim sonuglart

Ornekler Mean + standart deviation
NT 1.33 +0.059
DMSO 1.36 £ 0.058
C,ceramide 1.33 £ 0.057
Verteporfin 1.20 £ 0.086

Gruplar aras1 agirlik degisimleri incelendiginde NT grubuna, DMSO grubuna ve
seramid grubuna kiyasla Verteporfin grubunda agirligin anlamli olarak azaldigi goézlendi

(swrastyla p degerleri; p<0.01, p<0.01 ve p<0.01).

4.2. immiinohistokimyasal Degerlendirmeler

Immunhistokimyasal skorlamalar atriyum ve ventrikiilde (endokard, myokard,
endokard) ayr1 ayr1 yapilmistir. Skorlamay istatistiksel olarak degerlendirmek i¢in Kruskal

Wallis testi kullanilmustir.

4.2.1. Gata-4 Degerlendirme

Immunhistokimyasal skorlamalar atriyum ve ventrikiilde (endokard, myokard,
endokard) ayr1 ayr1 yapilmistir. Skorlamayi istatistiksel olarak degerlendirmek i¢in Kruskal
Wallis testi  kullanilmistir.  Atriyum ve ventrikiillere ait sonuglar i¢in median

(ortalama)(minimun-maximum) degerleri Tablo 8-11’de verilmistir.

Tablo 8: Gata-4 atriyum skor sonuglari

Ornekler Median (min.-max.)
NT 3 (1-3)
DMSO 2 (2-3)
Seramid 3 (2-3)
Verteporfin 1 (1-2)
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Tablo 9: Gata-4 ventrikiil epikard skor sonuglari

Ornekler Median (min.-max.)
NT 3 (2-3)
DMSO 3 (2-3)
C, Ceramid 3 (2-3)
Verteporfin 1 (1-2)

Tablo 10: Gata-4 ventrikiil myokard skor sonuglari

Ornekler Median (min.-max.)
NT 2 (2-3)
DMSO 1(1-3)
C, Ceramid 2 (0-3)
Verteporfin 1(0-1)

Tablo 11: Gata-4 ventrikiil endokard skor sonuglari

Ornekler Median (min.-max.)
NT 3 (3-3)
DMSO 2 (2-3)
Seramid 2 (1-3)
Verteporfin 1 (0-1)

Immunhistokimyasal skorlarin Kruskal Wallis testi ile analiz edilmesi sonrasinda;

1) Atriyum i¢in gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmistir (p=0.032)%*,
2) Ventrikiil epikard igin gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmistir (p=0.012)%*,

3) Ventrikiil myokard igin gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmistir (p=0.039)*

2

4) Ventrikiil endokard igin gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmistir (p=0.003)*.
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100pm

Resim 6: Gata-4, NT grubu, x40 biiyiitme (soV, sol ventrikiil; soA, Sol atriyum; saV, Sag
ventrikiil, Tk, Trikiispit kapak; EN, Endokardiyum; MY, Miyokardiyum; E, Epikard)

Resim 7: Gata-4, DMSO grubu, x40 biiyiitme (soV, sol ventrikiil; saV; Sag ventrikiil; EN,
Endokardiyum; MY, Miyokardiyum; E, Epikard)
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Resim 8: Gata-4, C2 Ceramide grubu, x40 biiyiitme (soV, sol ventrikiil; saV; Sag ventrikiil;
EN, Endokardiyum; MY, Miyokardiyum; E, Epikard)

Resim 9: Gata-4, Verteporfin grubu, x40 biiyiitme(soV, sol ventrikiil; saA, Sag atriyum;
saV, Sag ventrikiil, Tk, Trikispit kapak; EN, Endokardiyum; MY, Miyokardiyum;
E, Epikard; pA, Pulmoner Arter)
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Resim 10: Gata-4, x100 biiyiitme. (A, NT Grubu; B, DMSO Grubu; C, Ceramide grubu; D,
Verteporfin Grubu) (soV, Sol Ventrikiil)

4.2.2. B-Catenin degerlendirme

Immunhistokimyasal skorlamalar atriyum ve ventrikiilde (endokard, myokard,
endokard) ayr1 ayr1 yapilmistir. Skorlamayi istatistiksel olarak degerlendirmek i¢in Kruskal
Wallis testi  kullanilmistir.  Atriyum ve ventrikiillere ait sonuglar i¢in median

(ortalama)(minimun-maximum) degerleri Tablo 12-15’te verilmistir.

Tablo 12: B-catenin atriyum skor sonuglari

Ornekler Median (min.-max.)
NT 1 (0-2)
DMSO 1 (1-3)
C, Ceramide 2 (1-3)
Verteporfin 1 (0-2)
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Tablo 13: B-catenin ventrikiil epikard skor sonuglari

Ornekler Median (min.-max.)
NT 1 (1-3)
DMSO 2 (0-3)
C, Ceramide 3 (2-3)
Verteporfin 1 (0-2)

Tablo 14:. B-catenin ventrikiil myokard skor sonuglari

Ornekler Median (min.-max.)
NT 1(0-2)
DMSO 1(0-2)
C, Ceramide 1(1-2)
Verteporfin 0 (0-0)

Tablo 15: B-catenin ventrikiil endokard skor sonuglari

Ornekler Median (min.-max.)
NT 1 (1-2)
DMSO 1 (0-2)
C, Ceramide 2 (1-3)
Verteporfin 0 (0-1)

Immunhistokimyasal skorlarin Kruskal Wallis testi ile analiz edilmesi sonrasinda;

1) Atriyum i¢in gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir (p=0.115),
2) Ventrikiil epikard igin gruplar arasinda anlamli bir fark gozlenmistir (p=0.031)*,
3) Ventrikiil myokard igin gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmistir (p=0.044)*,

4) Ventrikiil endokard igin gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmistir (p=0.009)*.
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Resim 11: B-Catenin, NT grubu, x40 biiyiitme (soV, sol ventrikiil; saV; Sag ventrikiil; EN,
Endokardiyum; MY, Miyokardiyum; E, Epikard)

Resim 12: B-Catenin, DMSO grubu, x40 biiyiitme (soV, sol ventrikiil; saV; Sag ventrikiil;
EN, Endokardiyum; MY, Miyokardiyum; E, Epikard; pA, Pulmoner Arter)
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Resim 13: B-Catenin, C2 Ceramide, ihc boyama, x40 biiyiitme (soV, sol ventrikiil; saV; Sag
ventrikiil; EN, Endokardiyum; MY, Miyokardiyum; E, Epikard)

Resim 14: 3-Catenin, Verteporfin grubu, ihc boyama, x40 biiyiitme (soV, sol ventrikiil;
saV; Sag ventrikiil; EN, Endokardiyum; MY, Miyokardiyum; E, Epikard; Bk,
Bikiispit kapak)
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Resim 15: B-catenin, ihc boyama, x100 biiytitme. (A, NT Grubu; B, DMSO Grubu; C,
Ceramide grubu; D, Verteporfin Grubu) (soV, Sol Vntrikiil)

4.2.3. YAP Degerlendirme

Immunhistokimyasal skorlamalar atriyum ve ventrikiilde (endokard, myokard,
endokard) ayr1 ayr1 yapilmistir. Skorlamayi istatistiksel olarak degerlendirmek i¢in Kruskal
Wallis testi  kullamilmigtir. Atriyum ve ventrikiillere ait sonuglar i¢in median

(ortalama)(minimun-maximum) degerleri Tablo 16-19’da verilmistir.

Tablo 16: YAP atriyum skor sonuglari

Ornekler Median (min.-max.)
NT 2 (2-3)
DMSO 2 (1-2)
C, Ceramid 1 (1-2)
Verteporfin 0 (0-1)
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Tablo 17: YAP ventrikiil epikard skor sonuglari

Ornekler Median (min.-max.)
NT 2 (2-3)
DMSO 2 (2-3)
C, Ceramid 1 (0-2)
Verteporfin 0 (0-1)

Tablo 18: YAP ventrikiil myokard skor sonuglari

Ornekler Median (min.-max.)
NT 1 (0-3)
DMSO 0(0-2)
C, Ceramid 1(0-2)
Verteporfin 0 (0-0)

Tablo 19: YAP ventrikiil endokard skor sonuglari

Ornekler Median (min.-max.)
NT 2 (2-3)
DMSO 2 (1-3)
C, Ceramid 2 (1-2)
Verteporfin 0 (0-0)

Immunhistokimyasal skorlarin Kruskal Wallis testi ile analiz edilmesi sonrasinda;

1) Atriyum i¢in gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmistir (p=0.003)*,
2) Ventrikiil epikard igin gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmistir (p=0.003)*,
3) Ventrikiil myokard igin gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmemistir (p=0.155),

4) Ventrikiil endokard i¢in gruplar arasinda anlamli bir fark gézlenmistir (p=0.004)*.
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Resim 16: YAP, NT grubu, x40 biiyiitme (saV; Sag ventrikiil; saA, Sag atriyum; EN,
Endokardiyum; MY, Miyokardiyum; E, Epikard; Tk, trikiispit kapak)

Resim 17: YAP, DMSO grubu, x40 biiyiitme (soV, sol ventrikiil; saV, sag ventrikiil)
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Resim 18: YAP, C2 Ceramide grubu, x40 biiyiitme (saV; Sag ventrikiil; EN,
Endokardiyum; MY, Miyokardiyum; E, Epikard)

Resim 19: YAP, Verteporfin grubu, x40 biiylitme (saV; Sag ventrikiil; saA, sag atriyum;
soV, sol ventrikiil; EN, Endokardiyum; MY, Miyokardiyum; E, Epikard)
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Resim 20: YAP, x100 biiyiitme. (A, NT Grubu; B, DMSO Grubu; C, Ceramide grubu; D,
Verteporfin Grubu) (saV, Sag ventrikiil)

4.3. Histokimyasal Boyamalarin Degerlendirilmesi
4.3.1. Trikrom Boyamanin Degerlendirilmesi

Trikrom boyama ile kalp dokusunun genel yapisina bakilmstir, 6zellikle Ceramide
ve Verteporfin grubunda farklilik gézlemlenmistir. Verteporfin gruplarinda epikard ¢ok

zay1f boyanirken, ceramide gruplarinda yogun bir boyama goriilmiistiir.

Resim 21: Trikrom boyama, NT grubu, x40 biiyiitme (E, Epikard; MY, Miyokard; EN,
Endokard)
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Resim 22: Trikrom boyama, Verteporfin grubu, x40 biiyiitme (E, Epikard; MY, Miyokard;
EN, Endokard)

Resim 23: Trikrom boyama, C2 Ceramide Grubu, x100 (E, Epikard; MY, Miyokard; EN,
Endokard)
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Resim 24: Trikrom boyama, C2 Ceramide gurubu, x40 biiyiitme

4.3.2. PAS Boyamanin Degerlendirmesi

Pas boyama sonucunda ise verteporfin gruplarinda boyama siddeti biraz daha fazla

gozlemlenmistir.

Resim 25: Pas boyama, x40 biiyiitme (A, NT Grubu; B, DMSO Grubu; C, Ceramide grubu;
D, Verteporfin Grubu).
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4.3.3. Hematoksilen-Eozin Degerlendirilmesi

Hematoksilen-Eozin boyama ile morfolojik degerlendirme yapilmistir. Sonucunda
tiim gruplar arast ventrikiiller ve atriyumlar olagaan goriilmiistiir. Epikard miyokard ve

endokard olagandir. C, ceramide gruplarinda fibriller dallanmalarda azalma goriilmiistiir.

Resim 26: NT Grubu, HE Boyama, x40 biiyiitme
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, X40 biiyiitme

Resim 27: DMSO grubu, HE boyama
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Resim 28: C2 Ceramide grubu, HE boyama, x40 biiyiitme
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, X40 biiyiitme

HE Boyama

Resim 29: Verteporfin Grubu,
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Resim 30: Tiim gruplar arasi (A, NT; B, DMSO; C, C2 Ceramide; D, Verteporfin) genel
goriiniis, HE, objektiften dijital biiyiitme
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5. TARTISMA

20. yiizy1l boyunca, kardiyak gelisim sirasinda ortaya c¢ikan olaylarla ilgili bilgi,
celigkili tanimlamalarla ifade edilmekteydi. Elde edilen tiim bilgilerin temelini embriyonik
materyalin dogrudan incelenmesi veya konjenital olarak hatali bi¢imlendirilmis kalbin
yapisindan yapilan ¢ikarimlarla desteklenen yorumlar olusturmaktaydi. Bu siiregler kalp
olusumu sirasinda ortaya ¢ikan kardiyak malformasyonlarin morfogenezinin analizine
yardimer olmus olsa da ozellikle son on yilda kalp gelisiminin molekiiler mekanizmasi
onem kazanmistir (Moorman ve ark, 2003). Kalp, erken gastrulasyon sirasinda olusan iki
bilateral kalp bolgesinden gelismektedir. Son yillarda ise kardiyak mezodermi belirleyen
sinyal yollar1 ortaya ¢ikmis ve kapsamli bir sekilde analiz edilmistir. Buna ek olarak,
kardiyak morfogenezin ve sitodiferansiyonun farkli yonlerini diizenleyen bir dizi
transkripsiyon faktorii de model organizmalarda tanimlanmis ve karakterize edilmistir. Kalp
gelisiminin genetik kontroliinlin karmagsikligini anlamak onem arz etmektedir. Yaklasik 100
canli dogan infantin 1 tanesinde konjenital kalp malformasyonu goriilmekte ve oliimciil
konjenital malformasyon insidansinin da % 5-10 arasinda degistigi tahmin edilmektedir
(Hoffman, 1995). Dolayisiyla, molekiiler diizeyde kalp gelisimini anlamak uzun vadede de
konjenital malformasyonlarin klinik yonetimi {izerinde etkili ve alternatif tedaviler igin

yardimci olabilecektir (Band, 2003).

Hippo yolagi, hiicre ¢ogalmasini inhibe ederek ve apoptozu tesvik ederek, kok/
progenitor hiicrelerin kaderlerini diizenleyen ve bazi durumlarda hiicre boyutunu sinirlayan,

organ boyut kontroliinde gelisimsel bir rol oynayan bir sinyal kaskadidir (Meng ve ark,
2016).

Drosophila ile galisan arastirmacilar drosophilada fenotipik olarak basin orantisal
asir1 biiyiimesiyle karakterize edilen bir dizi mutant1 hippo sinyal yolaginda tanimladilar. Bu
mutasyonlarin organin normal boyutuna ulastiginda durmayan anormal hizli hiicresel
cogalmanin yanisira apoptoz ile hiicresel ¢ikarmadaki eksiklige neden oldugunu da
bulmuslardir. Boylece hem hiicre ¢ogalmasinin durdurulmasit hem de apoptozun tesvik

edilmesi Hippo yolaginin temeli olmustur (Pan, 2010).

Yaptigimiz ¢alismada Verteporfin kullanarak YAP-TEAD etkilesimini bozarak

hippo sinyal yolagimin aktivasyonunu saglayip TEAD aracili transkripsiyonun
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inhibisyonunu sagladik. Wang ve ark. (2016)’na gore, Verteporfin YAP 1 14-3-3 protein
aracili sitoplazmik tutulumuna ve bozunmasina neden olmaktadir. Immiinohistokimya
sonuglarimiza gore Verteporfin grubunda YAP belirteci 6nemli dl¢lide azalmistir. Riberio
ve ark. (2010)’na gore dSTRIPAK PP2A kompleksi ise MST kinazin fosforilasyonu tersine
cevirerek defosforilasyonu saglamaktadir. Boylece YAP niikleusa girerek hedef genlerin
ifadesine izin vermektedir. C2 Ceramide aracilig1 ile de PP2A aktivasyonu saglayarak Hippo
yolagmin inaktivasyonunu ve boylece YAP hedef genlerin ifadesi artmaktaydi. Bununla
uyumlu olarak Hippo yolaginda C2 Ceramide grubuna baktigimizda YAP ifadesinde bir

artis oldugunu immiinohistokimya sonuglar1 neticesinde gozlemledik.

Verteporfin grubuna baktigimizda diger gruplar ile karsilastirildiginda anlamli olarak
fetal agirhik diisik ¢ikmustir. Bu durum YAP’in organ boyutunda ki roli ile uyumlu
olmaktadir. Zanconato ve ark. (2015)’na gére YAP/TAZ’in DNA’ya baglandigi TEAD
faktorleri, TEAD ve AP-1 motiflerini barindiran bilesik cis diizenleyici elementlerde
kromatin ile aktivator protein-1 birlikte baglanmaktadir. YAP/TAZ/TEAD ve AP-1,
dogrudan S-faz girisinin ve mitozun kontroliinde yer alan hedef genleri sinerjitik olarak
aktive eden bir kompleks olusturarak onkogenik biiylimeninde dahil oldugu proliferasyonu
saglamaktadir. Zhao ve ark. (2007)’na gore YAP aym1 zamanda Cyclin E ile etkileserek
hiicre siklusundada gorev almaktadir. Calismamizda YAP ifadesini baskilanmasi bazi doku
ve organlarin YAP aracili hiicre sikluslarinda ki aksakliklara neden olarak proliferasyonda
azalma ve neticesinde diisiik dogum agirligina sebep olmus olabilir. Yine gozlemsel olarak
baktifimizda YAP ifadesinin baskilandig1 kalp dokular1 diger gruplar ile kiyaslandiginda

daha kiiciik goriilmiistiir.

Ceramide grubunda diger gruplara oranla anlamli fark ¢ikmamasi p53 gibi tiimor
baskilayic1 bir diizenleyicinin etkilesimi ile oldugu varsayilabilir. Genom biitlinliigliniin
saglanmasinda merkezi rolii ve arizali genomlar1 barindiran hiicrelerin ortadan kaldirilmasi
bakimindan p53 genomun koruyucusudur. Birka¢ yil once ise Hippo yolagmn kilit bir
bileseni olan LATS2’nin, mitotik hasara ve onkogen aktivasyona yanit olarak p53’iin
stabilizasyonuna ve aktivasyonuna katkida bulundugu kesfedilmistir (Aylon ve Oren, 2016).
Bu yiizden p53 aracili stabilite ceramide gruplarinda verilen dozunda ¢ok diisiik miktarda

olmasi nedeniyle LATS araciliiyla saglanmis olabilir.

Arastirmalar bu yolagin kardiyomiyosit ¢ogalmasi ve kalp biiyiikliigiiniin

diizenlenmesinde de oOnemli bir rol oynadigimi gostermektedir. Hippo yolaginin
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inaktivasyonu veya onun asagi akis efektoriiniin aktivasyonunun (YAP) Kkardiyak
rejenerasyonu gelistirdigi belirtilmistir. Buna ek olarak, YAP’mn bir¢ok transkripsiyonel

mekanizma yoluyla kardiyomiyosit kaderini diizenledigi gosterilmistir (Zhou ve ark, 2015).

Cinko-parmak transkripsiyon faktorleri olan GATA ailesi kalp olusumunda 6nemli
bir gen ailesi olmaktadir. Drosophila’da, kardiyogenezin ortaya ¢ikmasi i¢in tek bir GATA
geni olan Pannier gereklidir (Gajewski ve digerleri, 1999). Pannier kardiyak kimlik geni
olarak islev gormektedir. Zorlu ekspresyonu dorsal mezodermin diger tiirevlerinin kardiyak
hiicre kaderleri ile sonuglanmaktadir. Memelilerde de GATA-4, kalpte ifade edilmektedir.
GATA-4’ten yoksun fare embriyolarinda bilateral kalp tiipleri (cardia bifida) ve azaltilmis
sayida kardiyak miyosit bulunur (Kuo ve ark, 1997). Yine GATA-4, gelismekte olan fare
kardiyak hiicrelerinde eksprese edilen en erken transkripsiyon faktorlerinden birisidir.
Spesifik olarak GATA-4, prekardiyak mezodermde, kalp borusunun olusumu ve biikiilmesi
sirasinda endokard ve miyokardda ifade edilir. Hayat boyuncada kalp miyositlerinde bol
miktarda GATA-4 ekspresyonu devam eder (Heikinheimo ve ark, 1994).
Immiinohistokimya sonuglarina gore calismamizda Verteporfin ile YAP inbisyonu
sagladigimiz gruplarda hem ventrikiillerde hem atriyumlarda GATA-4 ifadesinin de
azaldigini gozlemledik. Bu durumda YAP ve GATA-4 arasinda bir etkilesim oldugunu
diisiindiik. Pagliari ve ark (2014)’na gore YAP/TAZ, kardiyak progenitor hiicrelerinin
gelisimsel kaderine katilirlar ve gen susturma ile inhibisyonlar1 kardiyak ve endotelyal nesil
arasinda anahtar rol oynamaktadir. YAP/TAZ proteini ile GATA-4, Thx-5 gibi kardiyak-
spesifik transkripsiyon faktorleri arasindaki etkilesim meydana gelebilir. Bu baglanma,
kompleksin kardiyak progenitor hiicrelerin  spesifik yanitlar1 tetiklemesine neden
olmaktadir. Bu agidan sonuglarimizin ile bu ¢alisma uyumlu olabilecegini diisiindiik. Yine
calismamizdaki Ceramide uygulayarak YAP ifadesinin arttirildigi grupta Verteporfin
sonuglarina zit olarak yiiksek GATA-4 ifadesi gosterilmistir. Grepin ve ark (1997)’na gore
asir1 artmis GATA-4 ifadesi embriyonik kok hiicrelerde kardiyak farklilasmaya neden

olmaktadir.

Kalp, birincil kalp bolgesi (FHF) ve ikincil kalp alan1 (SHF) olarak adlandirilan iki
farkl1 mezoderm bolgesinden kaynaklanmaktadir. Daha sonra iki bolge basit kardiyak tiipti
olusturmak igin orta hatta go¢ ederek birlesir. SHF oOnciilleri, sag ventrikiil ve atriyumun
yani sira giris yollarmin olusumunda biiyiiyen ve septasyona ugrayan kalbede katkida

bulunurlar. Molekiiler seviyede, FHF ve SHF onciileri arasindaki ayrimlar tam olarak
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anlagilamamistir Bununla birlikte, son veriler SHF progenitorlerin diferansiyasyonu ve
proliferasyonunda Wnt/B-katenin sinyalizasyonun roliine isaret etmektedir. Wnt/B-katenin
yolaginin kardiyak gelisimindeki aktivitesi, birka¢ LEF/TCF transgenik hattin kullanilmasi
sonucu kesfedildi. Ozellikle perikardda aktivite gdzlemlenmesine ragmen, endokardiyal
yastiklar, komsu kardiyak mezoderm ve gelismekte olan ventrikiiler miyokardda az bir
aktivitede gozlenmistir (Kelly ve ark, 2001). Bu bilgiler dogrultusunda biz de tiim deney
gruplarimizda B-katenin ifadesini gézlemledik. Verteporfin grubunda YAP’1n baskilanmasi
ve sitozolde tutulmasi sonucu ise B-katenin ifadesininde azaldigin1 gozlemlerken Ceramide
gruplarinda B-katenin ifadesinin arttigin1 gozlemledik. Bu sonuglar bize Hippo sinyali ve
Wnt sinyalizasyonu arasinda ki muhtemel etkilesimi gostermistir. Hyun Woo Park ve ark
(2015)’a gore meme epitel hiicre hattinin Wnt3a ile uyarilarak -katenin sinyalini uyarmasi
hem TAZ hem de B-katenin ifadesini arttirmaktadir. Yine Wnt5a veya Wnt3a’nin gesitli
kiiltiir hiicrelerine uygulanmas: veya L hiicreleri (Wnt3a’nin stabil sekilde ekspresyonu
saglanan hiicreler) defosforile edilmis YAP/TAZ birikimine neden olmaktadir. Heallen ve
ark (2011)’mn yaptig1 ¢alismada gelismekte olan kalpte Salvador geni susturulmasi sonrasi
yiikselmis Wnt/B-katenin sinyali ile birlikte kardiyomegali sergilenmistir. [-kateninin
heterozigot silinmesi sonucunda ise kardiyomiyosit cogalmasi ve kalp boyutu sinirlanmaistir.
YAP aktivitesi kardiyak organ boyutunu kontrol ederken Wnt/B-katenin yolunun gerekli
oldugu boylece gosterilmistir. Bizim g¢aligmamizla uyumlu olarak ceramide grubunda
arttirdigimiz YAP/TAZ ifadesi B-katenin ifadesini de arttirmustir.  Park ve ark (2015)’na
gore fosforile YAP/TAZ in vivo ve in vitro olarak Wnt/B-katenin sinyalizasyonunu inhibe
etmektedir. Bu inhibisyon sitozolik YAP/TAZ tarafindan Dv12 veya B-katenin baglanmasi
ve baskilanmasi yoluyla saglanmaktadir. Verteporfin grubunda sitozolik YAP’1n artmasi
olas1 B-katenin tutulumuna neden olarak yikim kompleksinin aktivasyonu saglayarak [-
kateninin diizeyini azaltmis olabilecegini diistinmekteyiz. Azzolin ve ark (2012)’na gore
YAP/TAZ ve Wnt/B-katenin tarafindan yonetilen biyolojik siiregler arasindaki Ortiisme
bulunmaktadir ve bu faktdrlerin birbirlerinin faaliyetlerini etkileyebilecegi diisiintilmektedir.
Fosforile p-katenin, TAZ’in B-TrCP’ye sunum faktorii olarak gorev yaparak TAZ
bozunmasini tesvik etmektedir. Ayn1 mekanizma muhtemelen YAP’in da B-katenin ile

iliskili olmasina ve bozunmasina neden olmaktadir.

Heallen ve ark (2012) MST1/2 ve Latsl/2 genlerini susturduklari fare
modellerinde miyokardiyum kalinliginda ve kalp boyutunda degisiklik gormiislerdir.

Calismamizda miyokardiyum kalinligin1 ve kalp boyutlarini degerlendirmemis olmamiza
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karsin trikrom boyama sonucu gruplar arasinda epikard kalinliginda bir degisim
olabilecegini gostermektedir. Von Gise ve ark (2012) ¢alismasinda ise Hippo yolagimnin
kardiyomiyosit ¢ogalmasinin diizenlenmesindeki fonksiyonu, aktif YAPf kosullu
transgenik (cTG) farelerin embriyolarinda gozlemlenen dramatik miyokard asiri
biiyiimesi ve kardiyomegali olusumu ile desteklenmistir. Ozellikle siirekli YAP ifadesi
fetal kalplerdeki trabekiiler miyokardda ozellikle ventrikiillerde neredeyse tamamen
kapanma ile sonug¢lanmaktadir. Kardiyomiyosit g¢ogalmasi genellikle farklilagsmaya
baghdir. Trabekiiler ve kompakt kardiyomiyositlerin farkli gen ifade programlar: vardir.
Trabekiiler miyokardda ifade edilen ve trabelkiiler miyokard isaretcisi Nppa (natriiiretik
peptit A) dir. Aktif YAP transgenik farelerde Nppa diizeyide asir1 artmistir; bu yiikselmis
ifade Nppa’'nin YAP tarafindan regiile edildigini ve kardiyomiyosit ¢ogalmasinin,
bozulmus Nppa ifadesi ile iligkili oldugunu diisiindiirmektedir. Ceramide gruplarinda ise
indiikledigimiz YAP ekspresyonu kardiyomiyopatiye sonrasi artmis kollajen miktarina
neden olmus olabilir. Marijianowski ve ark (1995) e gére miyopatilerde intramyokardiyal

fibrillerde artis gozitkmektedir.

PAS boyamas: ise bilindigi gibi glikojen, glikoprotein ve misin gibi
mukopolisakkaritleri gostermek i¢in kullanilmaktadir. Hiicresel enerji stresi bozulmasi
ise metabolik hastaliklara neden olmaktadir. Bilindigi {izere kalp en ¢ok enerjiye ihtiyag
duyan organlardan biridir. Calismamizda Verteporfin grubunda PAS boyamasini diger
gruplara gore daha yogun bulunmasi YAP’m glikoz metabolizmasinda rolii oldugunu
disiindiirtmiistiir. Wang ve ark (2015)’a gore YAP glikoz metabolizmasinda yer alan
genlerin de diizenleyicisidir ve YAP’in siirekli ifade edilmesi GLUT3 sentezini
arttirmaktadir. Boylece hiicrede glikolizis meydana gelmektedir. Glikoz ve glikojen
miktarlarint 6lgmemis olmamiza karsin Verteporfin gruplarinda YAP aktivasyonunu
baskilamamiz muhtemel enerji metabolizmasinin azalmasina, glikoz birikimine ve bunun

artmig PAS boyanma yogunluguna neden oldugunu diisiindiik.

Ilerleyen cgalismalarda terapotik ajanlarin direkt hedefli olarak segilmesi, birden
fazla kalp spesifik gene bakilmast ve PCR gibi yoOntemlerle gen diizeylerinin
hesaplanmasi Hippo yolaginin kalp iizerinde degerlendirilmesine daha ¢ok aciklik getirip

daha ¢ok fikir sunacaktir.
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6. SONUC VE ONERILER

Bu calismada kalp gelisimi sirasinda Hippo yolagi sinyalinin etkisine bakmay1
amagladik. Yaptigimiz c¢alismanin sonunda Hippo yolagi aktivatdrii ve inhibitori
kullandigimiz gruplarda anlamli farkliliklar saptandi. Verteporfin ile Hippo yolag: efektorii
olan YAP’m baskilandig1 fetiis gruplarinin agirliklarinda anlamli bir diisiis meydana
gelmistir. Hippo sinyal yolagi doku biiyiimesindeki rolii ile bilinmektedir ve YAP’in
baskilanmas1 neticesinde bu sonuglarn  ortaya cikmistir. Immiinohistokimyasal
degerlendirmede ise Ozellikle kalp dokusunda ifade edilen GATA-4 geninin ifadesinin
kontrol grubuna oranla aktivatdr grupta azaldigini, inhibitor grupta ise arttigini gézlemledik.
Bu gibi genlerin ifadesi tizerinde Hippo sinyalizasyonun etkisinin olmasi, kalp gelisimi veya
kardiyak miyopatilerde Hippo sinyalizasyonununda terapotik bir hedef olmasimin
saglanmast yeni tedavilerin olusturulmasinin kapisini acacaktir. Ayrica gruplar arasi f3-
katenin seviyesinin farkli olmasi, kalp dokusunun gelisiminde Wnt ve Hippo sinyalleri arasi
etkilesiminin bir rolii oldugunu goéstermektedir. Belirtildigi gibi Hippo sinyalizasyonu
birden ¢ok mekanizma ile kontrol edilmektedir ve olduk¢a karmasik bir aga sahiptir. Bu
nedenle ilerleyen ¢aligsmalarda sinyali kontrol eden birden ¢ok mekanizmanin hedef odakli
olmasi ayrcia kalbe spesifik farkli genlerin segilerek sinyal yolag ile iliskili olarak bunlarin
diizeylerinin belirtilmesi daha dogru bir yaklasim olacaktir. Her iki sinyal yolaginin
etkisinin birbirine nasil oldugunun belirlenip agikliga kavusturulmasi da onem arz
etmektedir. Bu yiizden genetik c¢erceveye sahip calismalar bu gibi mekanizmalarin
aydinlatilmasinda daha biiyiik rol oynamaktadir. Ayni1 zamanda c¢aligma sirasinda erken
donem embriyolarimizin deneyde basarisiz olup degerlendirilememesi yine ¢alismamizda
bir takim eksikliklere neden olarak kalp gelisimin etkisini tam olarak degerlendirmemizde
negatif bir etken olmustur. Baska caligmalarda erken donem kalp gelisimlerinin de

degerlendirilmesi anahtar rol oynayacaktir.
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