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1. OZET
HiPPO YOLAGININ AKSOLOTL KOL YENILENMESINDEKIi ROLU

Hippo yolag: farklilasma, yenilenme, hiicre gogii, organ biiyiimesi, apoptoz, hiicre
dongiisii gibi bir¢ok hiicresel olayda etkin rol oynamaktadir. Aksolotl canlilarda
yenilenmeyi aydinlatmak i¢in sik kullanilan bir modeldir. Bu ¢aligmada neotenik ve
metamorfik aksolotlarda kol yenilenmesinde Hippo yolaginda bulunan YAP ve LATS
proteinlerinin durumu incelenmistir. Calismada aksoltl kol yenilenmesinde
metamorfik ve neotonik aksolotlarda kol hasar1 yapilmis ve hasarin 10. giiniinde doku
ornekleri toplanmistir. Bu doku 6rneklerinde kantitatif gercek zamanli polimeraz
zincir reaksiyonu (KGZ-PZR) ve immunohistokimya yapilmistir. Gen inhibisyonu
yapilan grupta ise, metamorfik ve neotonik hayvanlarda kol hasarinin 10. giinlinde
morfolino sistemi kullanilarak YAP ve LATS proteinlerinin inhibisyonu incelenmistir.
6 giin beklenildikten sonra dokular izole edilip: KGZ-PZR, immunohistokimya ve
proteomik calismasi ile sonuglar degerlendirilmistir. Kol hasarimin 10. giiniinde,
neotonik hayvanlarda YAP mRNA miktari metamorfik hayvanlara goére 72 kat
fazlayken, neotonik hayvanlarda LATS mRNA miktar1 metamorfik hayvanlara gore
87 kat fazla olmustur. Bu degerler hasarin 16. giinlinde neotonik hayvanlarda YAP
mRNA miktar1 metamorfik hayvanlara gore 227 kat fazlayken, neotonik hayvanlarda
LATS mRNA miktar1 metamorfik hayvanlara gére ¢cok daha fazla artis (849 kat)
gdstermistir. Inhibisyon yapilan metamorfik hayvanlarda, inhibisyon sonras1 YAP ve
LATS miktarlart kontrol grubuna gére artmustir. Inhibisyon yapilan neotonik
hayvanlarda LATS inhibisyonu sonrast YAP ve LATS mRNA miktarlar1 kontrol
grubuna gore azalirken, YAP inhibisyonu sonrast YAP ve LATS mRNA miktarlar
kontrol grubuna gore artmistir. Immunohistokimya sonuglar1 ise pozitif hiicreler
sayilarak elde edilmistir. Yenilenme tamamlaninca bilgisayarli tomografi kullanilarak
kemik fotograflar ¢ekilmistir. Proteomiks sonuglarina gore neotonik hayvanda YAP
inhibisyonu sonras1 yara iyilesmesi proteinleri anlamli artig gdstermistir. Sonug olarak

Hippo yolagi aksolotl kol yenilenmesinde elzem yolaklardan biri olmaya adaydir.
Bu tez TUBITAK (1002 — 1197976) tarafindan desteklenmistir.

Anahtar Kelimeler: Aksolotl, Hippo Yolagi, Metamorfoz, Morfolino, Proteomiks



2. ABSTRACT

THE ROLE OF HiPPO PATHWAY iN AXOLOTL ARM REGENERATION

Axolotl is a unique model organism in terms of regeneration capacity. Considering the
tasks of the Hippo pathway known in the literature, this pathway is expected to have
an effective role in axolotl arm regeneration. Morpholino is mMRNA inhibition system.
It is one of the most frequently used techniques to illuminate regeneration in living
things like axolotl. In this study, arm damage was performed for both metamorphic
and neotenic axolotls. Tissue samples were collected on the 10" day after arm injury.
Quantitative  real-time  Polymerase  Chain  Reaction (gRT-PCR) and
immunohistochemistry were performed on these samples. In the gene-inhibited group,
10 days were waited after arm injury in metamorphic and neotenic animals, and
inhibition of YAP and LATS proteins were performed on the 10" day using
morpholino system. At 16 days after arm injury, tissues were isolated and qRT-PCR,
immunohistochemistry and proteomics were performed. Yap decreased about 4 times
and LATS decreased approximately 2 times in gRT-PCR analysis that shows the
effectiveness of morpholino. On the 10" day after arm cut, while the amount of YAP
MRNA in neotenic animals was 72 times higher than metamorphic animals; the
amount of LATS mRNA in neotenic animals is 87 times higher than in metamorphic
animals. These rates are on the 16" day; while the amount of YAP mRNA in neotenic
animals was 227 times higher than metamorphic animals; the amount of LATS mRNA
in neotenic animals is 849 times higher than in metamorphic animals. In inhibited
neotenic animals, after LATS inhibition, the amount of YAP and LATS mRNA
decreased compared to the control group. After YAP inhibition, the amount of YAP
and LATS mRNA increased compared to control group. Immunohistochemistry
results were obtained by counting positive cells. After the regeneration was completed,
bones were visualized using computed tomography. According to proteomics results
wound healing proteins after Y AP inhibition showed significant increase in neotonic
animal. As a result, Hippo pathway is essential pathway in axolotl arm regeneration.

This thesis was supported by TUBITAK (1002 — 1192976)

Key Words: Hippo Pathway, axolotl, metamorphosis, morpholino, proteomics



3. GIRIS VE AMAC

Rejeneratif tip molekiiler tedavi ile dogal rejeneratif/onarim mekanizmalarinin
uyarilmasi veya laboratuvarlarda kiltlirlenen doku ve kok/progenitor hiicrelerin
transplantasyonu gibi hasarli dokularin veya organlarin fonksiyonel rejenerasyonunu
destekleyen tibb1 yaklasimlar ifade eder (1). Embriyonik gelisim sirasinda yiiksek
olan YAP/TAZ aktivitesi dogumdan sonra bazal seviyeye inmektedir. Doku hasari
sirasinda YAP/TAZ aktivitesinde gegici bir yiikselme meydana gelmektedir (2). Bu
nedenle rejeneratif tibbin molekiiler tedavisine yaklasimda Hippo yolagi onem
tagimaktadir. Pek cok hiicresel islevde gorev alan Hippo yolagi ilk defa meyve
sineklerinde (Drosophila melanogaster) tanimlanmistir (3). Hippo sinyal yolagi
bircok canlida embriyonik ve post embriyonik gelisim donemlerdeki organ
biiylimesini kontrol etmektedir. Bu siirecte sinyali takip eden kisa siirede ilgili protein
post translasyonal modifikasyonla fosforillenir bu degisimden sonra Yorkie proteini
¢ekirdek disina ¢ikar hiicre ¢ogalmasini tetikler, apoptozu inhibe eder (4-6). Hippo
yolag1 diger sinyal yolaklari ile de yakindan iligkilidir (7).

Viicudun organ ve dokularini olusturan, boliinebilen, rejenere olabilen farklilasmamis
hiicrelerin genel adi1 olan blastema hiicreleri embriyonal veya rejenere olan organ ve
dokularda bulunurlar (8). Hippo yolaginin aksolotllardaki durumu metamorfoz
gecirmemis (neotonik) ve metamorfoz gegirmis (metamorfik) durumlardadir. Aksolotl
rejenerasyon kapasitesi agisindan essiz bir model organizmadir (9). Hippo yolaginin
aksolotl kol yenilenmesinde etkin rolii oldugu diistiniilmektedir. mRNA inhibisyon
sistemi olan morfolino teknigi aksolotl gibi canlilarda yenilenmeyi aydinlatmak i¢in

sik¢a kullanilan tekniklerden biridir (10, 11).

Son calismalarda memeli hiicrelerinde yenilenmenin iyi anlasilmasi i¢in Hippo
yolagina yonelik ¢alismalara agirlik verilmeye baslanmistir (12). Bunlarin arasinda
mekanik sinyallerin iletilmesi, hiicre hacminin ayarlanmasi, hiicre dongiisii, hiicre
gocii, farklilasmasi (noéron ve adiposit farklilagsmast), hiicre kaderi karar mekanizmasi,
organ ve uzuv rejenerasyonu da Hippo yolaginin gérevleri arasinda yer almaktadir (7,

13-15).



LATS proteinlerinin fosforilasyonu takiben YAP/TAZ regiilasyonunda goriilen en
onemli mekanizmalardan biri oldugu diistiniilmektedir. Ciinkii LATS proteinlerinden
yoksun hiicrelerin ¢ogunda Hippo yolunun bilinen bir¢ok diizenleyici sinyaline yanit
olarak YAP/TAZ fosforilasyonunu ortadan kaldirmaktadir. LATS proteinlerinin
etkisinde fosforilasyon gibi post translasyonal modifikasyonun disinda baska
diizenleyiciler de vardir, ubikitinasyon bunlardan biridir. LATS ubikitinasyonu stres

yanit1 olusumunda ve farklilasmada rol oynamaktadir (16).

Metamorfoz silirecinde yenilenmenin azaldigi bilindiginden, diisiik yenilenme
seviyesinde Hippo yolaginda degisiklik olup olmadigi net olarak anlasilmamustir.
Hippo yolu bir kinaz kaskadindan olusur ve kaskaddaki kinazlari inhibe etmek igin
YAP/TAZ’1 aktive etmek ideal bir yaklasim kabul edilmektedir (12). Cesitli
inhibitorlerin Hippo yolunda etkin oldugu bildirilmistir (2, 17). Hippo yolaginin
rejenerasyonun anlasilmasi gen tedavisi igin 6nem tagimaktadir (18). Son ¢aligmalar
siRNA (small interfering RNA) veya mikroRNA araciligi ile gen tedavisi
hedeflemektedir (19).

Deri organizmayr dis lezyonlardan koruyan en oOnemli organlarimizdan biridir.
Epidermis cildin homeostazini korumak i¢in siirekli yenilenmektedir. Epidermal doku
yenilenmesi ve yara iyilesmesi epidermal kok hiicrelerine baglidir (20). YAP erken
embriyonik epidermal progenitorlerde yiiksek oranda eksprese edilmektedir ve
agirlikli olarak niikleusta lokalize olmaktadir. Y AP proteini progenitorlerin proliferatif
kapasitesi ve epidermisin gelisimi igin gereklidir (21). Yiiksek YAP aktivitesi
epidermal progenitorlerin ve yara iyilesmesinin farklilagmasini da etkiler. YAP 1n
silinmesi hiicre bitylimesinin azalmasina, keratinosit farklilagmasinin inhibisyonuna

ve yara iyilesmesinde gecikmeye yol agmaktadir (22).

Benzer bilgiler kalbin biiyiimesi fizyolojik ve patolojik biiylimesi i¢in de gecerlidir (2).
Kalp biiyiimesi fetal hayatta kardiyomiyositlerin cogalmasina baglhidir. ikinci biiyiime
ise dogumdan kisa bir siire sonra, kardiyomiyositlerin ¢ogalmay1 durdurmasi ve kalp
biiyiikliigiiniin temel olarak kardiyomiyositlerin biiytlikliigli tarafindan kontrol
edilmesidir. Kardiyomiyosit kaybi kalp yetmezligine yol acan 6nemli bir patojenik
mekanizmadir. Kalp rejeneratif olmayan bir organ olarak kabul edilmesine ragmen

son zamanlarda bazi calismalar kalbin siirli olarak rejenerasyon yapabildigini



bildirmektedir (2). Son caligmalar YAP’1 yetiskinlerde kalp rejenerasyonunu tesvik
etmek i¢in aday protein olarak gostermektedir (7). YAP kardiyomiyosit apoptozunu
azaltmak icin IGF-1 ve Akt sinyalini uyarmaktadir. Ayrica YAP, Fox O1 ve Pitx2
gibi kalpteki farkl transkripsiyonel faktorlere baglanmaktadir ve de ayrica antioksidan
etki gdsteren genlerin ekspresyonunu tesvik ederek kalbin korunmasini saglamaktadir

(2). Bunun gibi baska YAP’1n etkin oldugu ¢esitli dokular 6rnek verilebilir.

Bu ¢alismanin amaci neotenik ve metamorfik aksolotllarda kol yenilenmesinde Hippo
yolaginda bulunan fosfo -YAP ve fosfo-TAZ ve LATS proteinlerinin rollerinin
belirlenmesidir. Kol hasar1 sonrasi YAP inhibisyonu yapilan neotenik aksolotlda
yenilenme kapasitesindeki degisimleri gérmek bu calismanin hipotezleri arasindadir.
Ayrica kol hasart ve LATS inhibisyonu sonrast metamorfik aksolotllarin orijinal kol
yenilenmesindeki etki incelenecektir. Metamorfik aksolotlda fosfo-YAP ifadesinin
neotenik aksolotldakine gore degisiminin incelenmesi yine ¢alismamizin
hipotezlerinden biridir. Arastirmamizda kullanacagimiz teknikler bu amaglarimiza

yoneliktir.



4.GENEL BILGILER

4.1. Hippo Sinyal Yolag1 ve Molekiiler Bilesenleri

Hippo yolagi ilk olarak meyve sineklerinde (Drosophila melanogaster)
tanimlanmistir. Son calismalarin odak noktalari1 memeli hiicrelerinde bu yolagin
fonksiyonlarina ve diizenlenmesine yonelmistir. Bu yolakta bir¢cok yeni diizenleyici
mekanizma aydinlatilmaya c¢alisilmaktadir (3). Hippo sinyal yolagi, bir¢ok canlida,
embriyonik ve post embriyonik gelisim donemlerdeki organ biiylimesini kontrol
etmektedir. Bu yolak, diger sinyal yolaklar1 ile de yakindan iliskilidir (7). Hippo
yolagi, organ biiylimesi, hiicre ¢ogalmasi ve apoptozun yani sira hiicresel bir¢ok
olayda gorev almaktadir. Bunlarin arasinda; mekanik sinyallerin iletilmesi, Hiicre
hacminin ayarlanmasi, hiicre dongiisii, hiicre gocii, farklilasma (ndéron ve adiposit
farklilagsmasi) hiicre kaderi karar mekanizmasi, organ ve uzuv rejenerasyonu
bulunmaktadir (7, 13-15). Hippo sinyal yolaginin temel goérevleri Sekil 4.1.1°de
sematize edilmistir. Uygun biiyiikliikteki doku ve organlarin olusumunda hiicre
¢ogalmasi, apoptoz ve farklilasmanin koordineli ve dengeli olmasi gerekmektedir.
Ayrica hiicre dig1 degisikliklerle hiicre iskeleti elemanlarindaki degisikliklerin de
entegre olmasi da uygun biiyilikligiin saglanmasinda 6nemli faktorlerdendir. Bu
stiregleri de Hippo sinyal yolagiin yonetiyor olmasi son donemdeki ¢aligmalar ile
birlikte bu yolagin 6nemini ortaya koymaktadir (12). Hippo sinyal yolaginda gorevli
en onemli iki protein YAP (Yes-associated protein; YAP1) ve TAZ (transcriptional
co-activator with a PDZ-binding domain; WW domain containing transcription
regulator 1 ya da WWTRI1) proteinleridir. Bu proteinlerin diizenleyici mekanizmalari,

hiicre iskeleti dinamigini etkileyen hiicre dis1 uyaranlarla iliskilendirilmektedir (23).
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Sekil 4.1.1. Hippo sinyal yolaginin gérevlerinin sematik goriintiisii.

Hippo sinyal yolag tiirler arasinda korunmus bir sinyal yolagidir. Meyve sineklerinde
asir1 bilyiimiis doku mutasyonlarinin arastirilmasi sonucu korunmus bir kinaz kaskadi
tanimlanmistir. Bu kaskadda Hippo kinaz, Wartz kinaz ve onlarin adaptor proteinleri
olan Salvador ve Mob proteinleri bulunmustur (12). Sinyallemenin aktivasyonunda
Wartz kinaz transkripsiyonel regiilatér olan Yorkie proteinini fosforillemektedir.
Sinyallemenin aktivasyonundan sonra Yorkie proteini hiicre ¢ekirdeginin disina gog
etmektedir (24). Niiklear Yorkie hiicre cogalmasini tetiklemekte ve apoptozu inhibe
etmektedir. Niiklear Yorkie proteini bu olaylarda bir transkripsiyon faktorii olarak
gorev yapan Scalloped proteini ile iliskilidir (4-6). Niiklear Yorkie proteini Scalloped
proteini ile birlikte transkripsiyonel baskilayicilarin etkisini inhibe etmektedir. Bu da
bazi genlerin ekspresyonlarinin aktiflesmesine sebep olmaktadir (25). Niiklear Yorkie
proteininin kontrol dis1 aktivitesi hiicrenin ¢ok biiylimesini indiiklemektedir. Yeni
nesil tekniklerle, meyve sineklerinde, hiicre adezyonu, hiicre polarizasyonu ve aktin
hiicre iskeletinin regiilasyonu gibi Hippo sinyal yolaginin yeni gorevleri ortaya
cikmaktadir (26, 27). Hippo yolagi memelilerde de bir¢ok hiicresel olayda rol
almaktadir. Bu olaylara ornek olarak; okaryotik mayalarda (Saccharomyces
cerevisiae) hiicre dongiisii rolii, iplik kurtlarinda (Caenorhabditis elegans) termal

diren¢ rolii ve memelilerde hiicre kaderi kontrolii verilebilir (12). Memelilerdeki



Hippo yolagi proteinleri, meyve sineklerinde Ki proteinlere ¢ok benzemektedir.
Memelilerdeki YAP proteini, Yorike proteinin (meyve sineklerindeki) homologudur.
YAP, memelilerde ilk olarak tanimlanan ikili triptofan rezidii igeren proteindir (28).
TAZ proteini ise Y AP proteininin paralogudur. TAZ proteininin fosforilasyonu 14-3-
3 proteinine baglanmay1 saglar ve bu baglanma ile proteinle sitoplazmada lokalize
olurlar (29). Large tumor supressor 1/2 kinaz (LATS 1 ve LATS 2) proteinlerinin
fosforilasyonu da Hippo yolag igin kilit mekanizmalardan biridir. LATS 1 ve LATS
kinazlar da meyve sineklerindeki Wartz kinazin homologudur. Mammalian Ste20-like
(MST1 ve MST2) kinazlar (Meyve sineklerinde Hippo proteininin homologu), SAV1
(Meyve sineklerinde Salvador proteininin homologu) proteini ve MOB1A ve MOB1B
(Meyve sineklerinde Mob proteininin homologu) korunmus yolak proteinlerindendir.
Tiirler arasinda korunmus bir sinyal yolagi olan Hippo sinyal yolagindaki proteinlerin
fonksiyonellik ve adlandirma bakimindan tiirler arasinda ki karsilagtirmalar1 Sekil
4.1.2°de gosterilmistir (12).
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Sekil 4.1.2. Hippo yolaginin tiirler arasinda (meyve sinegi (A), mayalarda (B), iplik kurtlarinda (C) ve
memelilerde (D)) korunmasi. Fonksiyonel olarak korunmus faktdrler ayni renkle gosterilmistir. Yolak;
mayalarda hiicre boliinmesi, iplik kurtlarinda termal cevabi ve yaslanmayi, meyve sineklerinde ve

memelilerde ise proliferasyon/apoptoz/hiicre kaderi olaylarimi idame ettirmektedir (12).

Memelilerde Hippo kinaz yolagi, MST1 ve MST2 proteinlerine fosfor baglayan TAO
kinazlar ile (TAO 1/2/3) baglar. Fosforlar MST1’e Treonine 183 ten baglanirken;



MST2’ye Treonine 180’den baglanir. Bu baglanmalar MST1 ve MST2 proteinlerini
aktiflestirmektedir (30, 31). Aktif MST 1/2 proteinleri, SAV1 ve MOB1 A/B
proteinlerini fosforlar (32, 33). Bu protein iskeletleri, LATS 1/2’nin fosforlanmasini
saglar (34, 35). NF2/Merlin proteinleri ise direkt olarak LATS 1/2 proteinleri ile
etkilesim igindedirler ve MST 1/2-SAV1 kompleks proteinlerinin LATS 1/2
proteinlerinin fosforlanmasini saglarlar (35). LATS 1/2 proteinleri otofosforilasyon
yapar ve YAP ve TAZ proteinlerini fosforlayarak inaktif hale getirir (36). MST 1/2
proteinlerine paralel olarak, iki grup MAP4K proteinleri (MAP4K1/2/3/5 ve
MAP4K4/6/7) de direk olarak LATS 1/2 proteinlerini fosforlayabilir ve LATS 1/2
proteinlerini aktiflestirebilirler (16, 37). YAP ve TAZ proteinlerinin fosforlanmasi, bu
proteinlerin 14-3-3 proteinine baglanmasini saglar ve bu baglanma sonucunda YAP ve
TAZ proteinleri sitoplazmay1 terk eder (36). LATS proteinleri tarafindan indiiklenen
YAP/TAZ fosforilasyonunu Casein kinaz 138/¢ tetikler ve bu tetikleme i¢in SCF E3
ubiquitin ligaz gereklidir. SCF E3 ubiquitin ligaz, YAP ve TAZ proteinlerini
ubikitinlestirir ve degrede eder (38, 39). Buna ek olarak YAP proteini otofaji ile de
degrede edilebilir (40). YAP ve TAZ proteinleri, transkripsiyonel ko-aktivatorlerdir.
Bu proteinler hiicre c¢ekirdegine girdiklerinde, TEADI1-4’e baglanarak gen
ekspresyonlarin1 diizenlerler. TEAD1-4, memelilerde, sekans-spesifik olarak Hippo
yolaginin transkripsiyonel olaylarini yonetmektedir (41). TEAD1-4 proteini hiicre
cekirdeginde VGLL4’e baglandiginda transkripsiyonu baskilayici olarak goérev
yapmaktadir. YAP/TAZ ve TEAD1-4 proteinleri baglandiginda VGLL4 ve TEAD1-4
arasindaki baglanti kopmakta ve TEAD-bagimli gen transkripsiyonu aktif hale
gelmektedir. Aktiflesen transkripsiyon ile doku biiylimesi saglanmaktadir ve apoptoz
inhibe edilmektedir (25). LATS ve YAP/TAZ proteinleri Hippo yolagi igin elzem
proteinlerdir. LATS proteinlerinin aktif ve inaktif oldugu durumlarda Hippo sinyal

yolaginda bulunan proteinlerin durumu Sekil 4.1.3’te sematize edilmektedir (3).
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Sekil 4.1.3. LATS inaktif ve aktif oldugu durumdaki Hippo sinyal yolaginin bilesenleri ve

lokalizasyonlari (3).

Hippo sinyal yolaginin aktivitesi, hiicre membranindaki birgok sinyal yolagi
tarafindan kontrol edilmektedir. Epidermal biiylime faktorii (EGF), transforme
biiyime faktorii-p (TGFB) ya da WNT sinyal yolaklar1 gibi klasik sinyal iletim
yolaklarinin aksine; Hippo yolaginin 6zel reseptorlere ve hiicre dis1 ligandlara sahip
oldugu goriilmemektedir. Hippo yolagi, hiicre yapigsmasi, hiicre morfolojisi ve hiicre
polaritesi gibi birgok fiziksel bilesenler tarafindan diizenlenmektedir. Bu sekilde
Hippo yolaginn aktivitesi, mekanik olaylara ve hiicre-hiicre ve hiicre-hiicre dig1 matris
(extracellular matrix-ECM) baglantilarindaki degisikliklere veya kusurlara yanit
olarak modiile edilmektedir. Bu nedenle Hippo yolu, 6zel hiicre dis1 sinyal
molekiillerine cevap vermek yerine dokusal ve hiicresel biitiinliikk i¢in bir sensor
olusturur niteliktedir. Hiicre dist mekanik ortamin 6zellikleri Hippo yolagi
aktivitesinin diizenleyicilerindendir. Hiicreler sert yiizeylerde biiyiidiigiinde veya sivi
stresine maruz kaldiginda ortaya c¢ikan mekanik stresler, YAP/TAZ proteinlerinin
hiicre ¢ekirdegine translokasyonu tetiklenmektedir. Hiicre-Hiicre dig1 matris yapigsma
alanlarindaki integrin kompleksleri, integrin sinyallemesine yanit olarak aktin-

miyozin hiicre iskeletini degistirmektedir (7). Hiicre yapismasi, hiicre esnekligi, hiicre
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dis1 matris gerginligi, hiicre sekli, hiicre dist akis gibi birgok mekanik hiicresel olay,
LATS 1/2 ve YAP/TAZ proteinlerini Rho GTPase proteinleri iizerinden
diizenlemektedir (Sekil 4.1.4) (42).

Hiicre Yapismast Hiicre Esnekligi Hiicre Dis1 Matris Gerilimi Alas

CCIRINC) Al

N/~

Rho GTPases

| \
E Aktin Hiicre Tskeleti ___ Q

Hiicre Sekli Hiicre Gerginligi

LATS1/2

YAP/TAZ st

Sekil 4.1.4. Hippo sinyal yolaginin mekanik olaylar tarafindan regiilasyonu. Hiicre esnekligi, hiicre dis1
matris (ECM) gerilimi, hiicre dis1 akis, hiicre sekli ve hiicre gerginligi Rho GTPase proteinlerini aktive
ederken; Hiicre-hiicre kontaktt Rho GTPase proteinlerini inhibe eder. Rho GTPase proteinleri, aktin
proteinini aktive eder. Aktin ise LATS 1/2 proteinlerini; LATS 1/2 proteinleri de YAP/TAZ

proteinlerini inhibe eder (42).

Hiicre-hiicre baglantilarindan yapisik kavsaklar (adherans junction) ve sik1 kavsaklar
(tight junction), Hippo sinyal yolaginin diizenlenmesinin ana merkezleridir. Bu hiicre-
hiicre bilesimleri, Crumbs ve aPKC kompleksi gibi apikal-bazal hiicre polaritesini
olusturan kompleksleri icermektedir. Hippo yolagi ile bu proteinlerin direk
baglantilarini; angiomotin ailesi proteinlerini, E-cadherin ve onun adaptdr proteini
olan a- catenin ile 14-3-3 protein kompleksi, LIM proteinleri, NF2 proteini ve KIBRA
proteini saglamaktadir. Bu nedenle, hiicre-hiicre yapismasinin bozulmasi Hippo

yolaginin aktivitesi lizerinde giiclii etkilere sahip olabilmektedir (7).
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Hippo sinyal yolagi, diger sinyal yolaklari ile de modiile edilmektedir. Bunlar G-
protein ¢ift reseptorler (G-protein coupled receptors(GPCRS)), WNT (Wingless/Ints)
yolagi, SRC ailesi kinazlar, ABL kinaz ve PI3K yolagidir. G-protein reseptorler,
lipitler veya hormonlar tarafindan aktive edilmektedir ve F-aktin tizerinden YAP/TAZ
proteinlerinin aktivitesini diizenlemektedir. WNT yolagi, YAP/TAZ proteinlerini j3-
katenin (B-catenin) yikim kompleksi ile dogrudan etkilesim halindedir ve yikim
kompleksinden bagimsiz mekanizmalar yoluyla diizenlemektedir. SRC ailesi kinazlar
ve ABL kinaz proteinleri, tirozin kalintilar1 (residue) iizerinden YAP proteinini
fosforile etmektedir ve YAP proteininin niiklear lokalizasyonunu saglamaktadir (7).
Bunlara ek olarak; kemik morfogenetik proteinleri (Bone morphogenetic proteins-
BMPs) ile birlikte Notch ve Hedgehog (43) sinyal yolaklari da YAP ve TAZ'm

aktivitelerini modiile etmektedir (44).

Ozetle, Hippo yolaginda kinazlar, transkripsiyon regiilatorleri ve sinyal modiilatérleri
bulunmaktadir (45). Bu yolagin islev gosteren son proteinleri, transkripsiyon
regiilatorleri olan Yap/Taz proteinleridir. Yap/Taz, Mst ve Lats proteinlerinin
fosforilasyonu ile regiile edilmektedir. Fosforile Yap/Taz proteinleri sitoplazmada
bulunmaktadir ve Yap/Taz proteinlerinin c¢ekirdege transferi engellenmektedir.
Fosforu kopartilan Yap/Taz proteinleri ise serbest hale gelmekte ve ¢ekirdege goc
edebilmektedir. Cekirdekte Tea DNA-baglama bolgesine (Tead, Tea DNA-binding
domain) baglanarak hedef genlerin (6rnegin Ctgf, Areg ve Survivin)
transkripsiyonunu gergeklestirmektedir. Stres durumunda ise Yap proteini p73
proteinine baglanarak apoptozu indiiklemektedir. Hiicre boliinmesine ihtiya¢ olmadig1
durumlarda Yap/Taz, sitoplazmada tutularak hiicre ¢ogalmasi engellenmektedir.
Organizmanin hiicre boliinmesine ihtiya¢ duydugu durumlarda ise Yap/Taz, ¢cekirdege
go¢ ederek hiicre ¢ogalmasini artirmakta ve apoptozu azaltmaktadir (14). Hippo
yolagindaki tiim bilesenler, yolakta ger¢eklesen molekiiler olaylar ve bu yolagin diger

sinyal yolaklar ile iliskileri Sekil 4.1.5’te 6zetlenmektedir (7).
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Sekil 4.1.5.Hippo yolagmin tiim bilesenleri, yolakta ger¢eklesen molekiiler olaylar ve bu yolagin diger
sinyal yolaklar ile iligkileri (7).

4.1.1. YAP/TAZ Proteinlerinin Ozellikleri

TAZ/YAP proteinleri, omurgalilarda Hippo yolagi sinyallemesinin birincil efektor
proteinleridir ve bu faktorler bircok diizenleyici 0©zelligi ve yapisal alani
paylasmaktadir. YAP/TAZ proteinlerinin diizenleyici alanlar1 Sekil 4.1.1.1°da
gosterilmektedir (12).
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Sekil 4.1.1.1. Hippo yolagindaki YAP/TAZ proteinlerinin diizenleyici alanlari. One ¢ikan alanlar
arasinda WW alan1 (WW domain), coiled-coil alan1 (coiled-coil domain), SH3-baglanma alani, TEAD
transkripsiyon faktorii baglanma alani, transkripsiyonel aktivasyon alami (transcriptional activation

domain (TAD)) ve PDZ baglanma motifi bulunmaktadir (12).

Kinazlar, adaptor proteinler ve miRNA'lar gibi g¢esitli faktorler YAP/TAZ
proteinlerinin aktivitesini kontrol etmektedir. Bu faktorlerin listesi Tablo 4.1.1.1'dedir
(12).
Tablo 4.1.1.1. YAP/TAZ proteinlerinin aktivitesini kontrol eden; kinazlar, adaptor proteinler ve
miRNA'lar gibi gesitli faktorlerin listesi (12).
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lokalizasyonunu ve aktivitesini kontrol ettigi bildirilmistir (Tablo 4.1.1.2) (12).

Tablo 4.1.1.2. YAP/TAZ proteinlerinin lokalizasyonunu ve aktivitesini kontrol eden transkripsiyon

sonrasi post-modifikasyonlarm listesi (12).
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Modifikasyon Regiile Eden
Enzim
YAP
S61-p LATS1/2
S109-p LATS1/2
T119-p CDK1
S127-p LATS1/2
S164-p LATS1/2
S289-p CDK1
S367-p CDK1
S397-p LATS1/2
S400-p CK1e/8
S403-p CK1e/d
Y407-p ABL/SRC/YES
K494-meth SET-7
TAZ
S58-p GSK3p
S62-p GSK3p
S66-p LATS1/2
S89-p LATS1/2
S117-p LATS1/2
S311-p LATS1/2
S314-p NEK1/CK1e/8
Y321-p ABL

Y AP veya TAZ protein sekanslari iginde sinyal spesifikligini saglayan en belirgin alan
(domain), 20-23 amino asitle ayrilmis iki triptofan kalintisindan olusan WW alanidir
(46). YAP veya TAZ protein sekanslari igindeki WW alanlari, birgogu YAP veya TAZ
protein lokalizasyonunu ve aktivitesini kontrol eden, ¢esitli proteinlerde bulunan bir
PPxY motifini (prolin / prolin / herhangi bir amino asit / tirosin) tanir. Yaygin olarak
incelenen insan TAZ izoformu bir WW alanina sahipken, insan YAP izoformu iki WW
alanina sahiptir. Bununla birlikte, bir veya iki WW alan1 igeren YAP veya TAZ protein

izoformlar1 da tanimlanmistir (47, 48).

Y AP ve TAZ proteinleri ayrica PDZ alanlariyla etkilesime aracilik eden bir C-terminal
PDZ-baglama motifini paylasirlar. PDZ alanlari, birgogu transmembran veya hiicre
iskeleti ile iligkili olan gesitli proteinlerde bulunan 80-90 amino asit igeren, protein
etkilesimli alanlardir (49). Islevsel olarak PDZ baglayici alanlarin YAP ve TAZ
proteinlerinin lokalizasyonunu yonlendirdigi ileri stirilmektedir (50, 51). PDZ
baglanma alanina ¢ok yakin olan YAP proteininde lizin 494'in mono-metilasyonu
YAP proteininin sitoplazmik tutulmasini destekler (52). YAP/TAZ proteinlerinin
sitoplazmada ya da hiicre ¢ekirdeginde bulunmasi; hiicrelerde meydana gelen bir¢ok
olayin gostergesidir. Kii¢ciik yapisma alaninda, yumusak substrat varliginda, yiiksek
hiicre yogunlugunda, bir yonlii akista, yumusak 3 boyutlu matriste ve konfliient
kiiltiirde YAP/TAZ proteinleri sitoplazmada iken; genis yapisma alaninda, sert
substrat varliginda, diisiik hiicre yogunlugunda, karisik yonlii akista, sert 3 boyutlu
matriste ve gergin konfliient kiiltiirde YAP/TAZ proteinleri hiicre ¢ekirdeginde
lokalize olmaktadir (Sekil 4.1.1.2) (15).
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Sekil 4.1.1.2. YAP ve TAZ proteinlerinin hiicre alt1 lokalizasyonunu ve aktivitesini etkileyen mekanik
uyaranlarin sematik gosterimleri. YAP ve TAZ proteinleri, mekanik olarak aktive edildiginde (kirmiz1)
¢ekirdege tasinmaktadirlar, burada gen ekspresyonunu diizenlemek i¢in TEAD faktérleriyle etkilesime
girmektedirler. Sekil 4.1.1.2, farkli matris, geometri ve fiziksel kosullarim YAP ve TAZ
lokalizasyonunu ve aktivitesini nasil etkiledigini gostermektedir. Sol paneller YAP ve TAZ'n
sitoplazmada inhibe edildigi ve lokalize oldugu durumlar1 gosterirken, sag paneller YAP ve TAZ
niikleer lokalizasyonunu tesvik eden kosullari gostermektedir. (Hiicre c¢ekirdeklerinin kirmizi

renklendirilmesiyle gosterilir) (15).

YAP ve TAZ proteinlerinin genisletilmis C-ucu (C-Terminal), bir transkripsiyonel
aktivasyon alani olusturmaktadir. Bu alanda c-ABL, SRC ve YES tarafindan fosforile
edilmis korunmus bir tirozin kalintis1 (insan TAZ'da Y321; insan YAP'da Y407)
bulunmaktadir. Bu degisiklikle kontrol edilen siiregler tam olarak anlagilmasa da
kanitlar, YAP ve TAZ proteinlerinin transkripsiyonel rollerini diizenledigini
gostermektedir (12, 53). Son gozlemler, SRC kinazin, kanserle iligkili fibroblastlarda
YAP'1n transkripsiyon faktorlerine YAP baglanmasini destekledigini gostermektedir
(54). Benzer sekilde, YAP'm kolon kanseri hiicrelerinde YES] ile indiiklenen tirozin
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fosforilasyonu, birlikte apoptozu inhibe eden transkripsiyonel regiilatorler olan
katenin ve transkripsiyon faktorii TBX5'e baglanmasini indiiklemektedir (55). Tersine,
YAP'!n c-ABL aracili fosforilasyonu, DNA hasarina yanit olarak apoptozu tesvik eder
(56). Son veriler, YAP'n tirozin fosforilasyonunun artmis DNA hasar1 ve epitelyal
homeostaz kaybi ile iliskili oldugunu gdstermektedir, bu da inflamasyona bagl
yaralanma sonrast RASSF1A silinmis dokularin kusurlu onarimina katkida
bulunmaktadir (57). YAP ve TAZ proteinlerinin N-terminal bélgesinde bulunan ortak
bir alan, TEAD transkripsiyon faktorlerine baglanmaya aracilik etmektedir. YAP'da
bu etki alani, bir Pxx®P motifi igeren genisletilmis bir dongiiye sahip iki kisa alfa
helisinden olusur (burada x, herhangi bir amino asittir ve ®, bir hidrofobik kalintidir)
(58, 59). Her ne kadar TEAD baglayici alanin biiylik bir kismi YAP ve TAZ
proteinlerinin arasinda korunsa da TAZ proteini Pxx®P motifinden yoksundur.
Dolayistyla, son molekiiler modelleme ¢aligmalar1 ve mutasyon analizi ile desteklenen
YAP ve TAZ proteinlerinin TEAD transkripsiyon faktorlerine baglanmasi arasindaki
farklar ortaya ¢ikmaktadir (60). Ancak bu farkliliklarin in vivo da farkli YAP ve TAZ
proteinlerinin faaliyetlerine doniistip doniismedigi heniiz belirlenmemistir. TAZ veya
YAP'm TEAD'lere baglanmasini bozan nokta mutasyonlari, proliferasyonu ve
tiimoriin asir1 bliyiime fenotiplerini tesvik etme yeteneklerini ortadan kaldirmaktadir
ve bu da TEAD aktivitesinin kontroliiniin tarif edilen YAP ve TAZ proteinlerinin
fonksiyonlarmin ¢ogu i¢in ¢ok 6nemli oldugunu ortaya ¢ikarmaktadir (12). YAP ve
TAZ proteinlerindeki TEAD baglama bolgesi, 14-3-3 proteinin baglanmasi i¢in
gereken bolgeye ¢ok yakin bolgede bulunmaktadir. 14-3-3 baglanmasi, sitoplazmik
sekestrasyonu tesvik etmektedir ve Hippo yolunun YAP ve TAZ proteinlerinin
lokalizasyonunu ve aktivitesini kontrol etmektedir (61). 14-3-3 baglanmasi, LATS 1/2
kinaz aracili fosforilasyonla indiiklenmektedir. Fosfoserinin bir alanin ile ikame
edilmesi, niikleer YAP ve TAZ proteinlerinin lokalizasyonunu ve aktivitesini
artirmaktadir ve hiicresel asir1 biiylime fenotiplerini hem in vitro hem de in vivo

yonlendirmektedir (12).
4.1.2. LATS 1/2 Proteinlerinin Ozellikleri

LATS 1/2 proteinlerine bagli fosforilasyon, memelilerde YAP/TAZ regiilasyonunda

goriilen en 6nemli mekanizmalardan biri oldugu diisiiniilmektedir. Ciinkii LATS1/2
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proteinlerinden yoksun hiicrelerin ¢ogunda, Hippo yolunun bilinen bir¢ok diizenleyici
sinyaline yanit olarak YAP/TAZ fosforilasyonunu ortadan kaldirmaktadir (16). LATS
1/2  proteinlerinin  aktiviteleri  fosforilasyonun  Gtesinde  ¢esitli  yollarla

diizenlenmektedir (Sekil 4.1.2.1) (3).

UBA PPxY PPxY PBD AL vy HM
LATS1 ‘ . I I I Catalytic domain I

YAP, TAZ YAP,TAZ  MOB, bCAFL  LATSL2 MSTL/2
ITCH ITCH  ZYXIN, LIMD1 MAP4Ks
UBA PA Tekrar1  ppxy PBD ? AL HM

LATS2 [ [ | | Catalytic domain |
ub.ub P P

‘ SIAH?2 ve NEDD4

Aurora A/B Baglam_na Alam SIAH-2

Sekil 4.1.2.1 LATS1/2'nin baglanma alanlar1 ve protein etkilesimi haritasi. LATS1/2'nin kinaz
aktivitesi, oncelikle hidrofobik motif fosforilasyonu ve ardindan LATS1/2'nin aktivasyon dongiisiiniin
otofosforilasyonu yoluyla MST1/2 ve MAP4K proteinleri tarafindan diizenlenmektedir. Kinazlarin N
terminallerinde varsayilan ubikitin ile iligkili bir alan (Ubiquitin Binding Area-UBA) bulunmaktadir ve
ITCH, SIAH-2, NEDD4 ve DCAF1 gibi birka¢ E3 ubikuitin ligazinin LATS1/2 protein stabilitesini
diizenledigi bilinmektedir. MOB, ZYXIN, LIMD1'in protein baglama alan1 (Protein Binding Area PBD)
ile baglanmas1 LATS1/2 kinaz aktivitesini veya bulunabilirligini de diizenleyebilmektedir. YAP ve
TAZ, LATS1/2'nin PPxY motifleri ile LATS1/2 ile etkilesime girmektedir. Aurora A / B fosforile
LATS2'yi kinazlar ve hiicre alti lokasyonlarini etkilemektedir. (PA tekrari) Prolin-alanin kalintist
tekrari; (AL) aktivasyon dongiisii; (HM) hidrofobik motif (3).

Translasyon sonrast LATS 1/2 proteinlerinin diizenleme mekanizmalarindan biri
ubikitinasyondur. WW alani iceren HECT sinifi E3 ubikitin ligazi olan ITCH, LATS1"
ubikitinatlar, hiicre biiylimesini ve hiicrenin hayatta kalmasin tesvik etmektedir (62,
63). NF2 eksikligi olan timdr hiicrelerinde aktive edilen bir bagska E3 ubikitin ligazi
olan CRL4 (DCAF1), ¢ekirdekte ubikitinasyon yoluyla LATS1 ve LATS2'yi inhibe
etmektedir (64). LATS 1/2'nin ubikitinasyonu stres yanitt olusumunda ve
farklilasmada rol oynamaktadir. Ornegin, hipoksi ile aktiflestirilen bir E3 ubikitin

ligaz1 olan SIAH2, LATS2'nin stabilitesini bozmakta ve Y AP aktivasyonunu ve timor
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olusumunu arttirmaktadir (65). Baska bir E3 HECT ubikuitin ligaz1 olan NEDD4 hem
LATS2 hem de SAV1'i ubikitinatlamaktadir. Boylece YAP' aktive ederek bagirsak

kok hiicresinin kendini yenilemesini arttirmak igin harekete gegirmektedir (66).

LATS proteinleri ayrica transkripsiyonel seviyede diizenlenmektedir. LATS2,
YAP/TAZ'!n dogrudan hedef genidir ve YAP/TAZ aktivasyonu sonucunda LATS2
MRNA seviyesi artmaktadir (67, 68). LATS2 mRNA seviyesinin artmasindaki
regiilasyon, Hippo yolunun homeostazini korumaktadir ve YAP/TAZ''n asir
aktivasyonunu Onlemek i¢in negatif bir geri besleme dongiisii olusturmaktadir. Ek
olarak LATS 1/2 proteinleri, aurora kinaz aracili veya PKA aracili fosforilasyon veya
ARHGEF7, ZYXIN, AMOT ve LIMDI1 ile fiziksel etkilesim yoluyla
diizenlenmektedir. LATS 1/2 proteinlerinin bu diferansiyel diizenlemeleri, hiicre sag
kalimin1 ve biiyiimesini modiile etmek i¢cin MST1/2 ve MAP4K aracili protein

fosforilasyonu ile birlikte ek kontrol katmanlari olarak islev gérmektedir (3).
4.2. Hippo Yolagi ve Rejenerasyon

Rejeneratif tip, molekiiler tedavi ile dogal rejeneratif/onarim mekanizmalarinin
uyarilmast veya laboratuvarlarda kiiltiirlenen doku ve kok/progenitér hiicrelerin
transplantasyonu gibi hasarli dokularin veya organlarin fonksiyonel rejenerasyonunu
destekleyen tibbi yaklasimlari ifade etmektedir (1). YAP/TAZ aktivitesi, embriyonik
gelisim sirasinda genellikle yiiksektir, ancak dogumdan sonra bazal seviyeye
diismektedir. Doku hasar1 sirasinda YAP / TAZ aktivitesi hemen gegici bir sekilde
yeniden aktif hale gelmektedir ve YAP/TAZ''n gegici aktivasyonu, doku
rejenerasyonunu kolaylastirmak i¢in progenitdrlerin genislemesini veya olgun
hiicrelerin farklilasmasini tegvik edebilmektedir (Sekil 4.2.1A). Hippo yolu bir kinaz
kaskadindan olusur ve kaskaddaki kinazlar1 inhibe etmek i¢cin YAP/TAZ" aktive
etmek, ideal bir yaklagimi temsil etmektedir. Hippo yolu kinaz inhibitorlerinin
sistematik veya lokal verilmesi prensip olarak bu rejeneratif programi
indiikleyebilmektedir (Sekil 4.2.1B) (2). MST1/2, MAP4K ve LATS1/2 inhibitorleri
rejenerasyonun tesvik edilmesinde etkili olmaktadir (2, 17). Gen tedavisi, rejeneratif
tipta etkili bir yaklagimdir (18) ve, viral veya viral serbest yaklagimlarla yolak
bilesenlerini veya YAP hedef genlerini hedefleyen siRNA (small interfering RNA)

veya mikroRNA taklitlerini tanitarak doku rejenerasyonuna fayda saglayabilmektedir
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(19). Alternatif bir yaklasim ise doku rejenerasyonunu kolaylastirmak i¢in hasarli
dokulara makromolekiillerin verilmesi olarak degerlendirilmektedir. Bazt YAP/TAZ
hedefleme genleri salgi proteinlerini (secretory proteins) kodlar ve bu proteinler
rejeneratif potansiyele sahip olabilmektedir. Bu baglamda, YAP hedeflerinin
Epiregulin ve CTGF'nin sirasiyla fare bagirsak ve zebra baligi omuriliginde doku
onarimini destekledigi gosterilmistir (69, 70). Rejeneratif siirecin molekiiler bir
yaklasim kullanilarak in vivo yeniden programlanmasina aracilik etmesine ek olarak,
in vitro genisletilmis progenitorlerin, organoidlerin veya dokularin transplantasyonu
ile de rejenerasyon tesvik edilebilmektedir (Sekil 4.2.1B) (2). YAP/TAZ proteinlerinin
gecici aktivasyonu, farklilastirilmis meme, noral ve pankreas hiicrelerini progenitér
hiicre durumuna etkili bir sekilde doniistiirebilmektedir ve bu hiicreler organoidler
olusturabilecek ve transplantasyon i¢in kullanilabilecek duruma gelebilmektedir (71).
Hippo yolunun hiicre plastisitesindeki 6nemi goéz oniine alindiginda, YAP/TAZ'1n yeni
ve spesifik aktivatorleri doku rejenerasyonunu tesvik etmek icin giiglii bir arag
olabilecektir. Hippo alani biiyiik Olgiide kanseri tedavi etmek icin YAP/TAZ
inhibitorleri  gelistirmeye odaklanirken (72), rejeneratif tip i¢in YAP/TAZ

aktivatdrlerinin gelistirilmesi de ayn1 derecede dnemli olabilecektir.

A HASAR B =
A ==
\ ¢ ) R YAP (f :
I e VAT e
= \ I ’ e AKTIVATOR '\\’ \ J
& : ] AN YAP L
& ! ! s AKTIVATOR —
j | | Doku Hasan Saglikh
! | 1
I I AKTIVATOR
E | 1 \ = {-—) i / Transplantasyon
‘ I Doku Kik Hiiere Doku Kok Hitcre
| 1
I | YAP
Embriyonik Dénem Yetigkin Homeostaz Rejenerasyon 57 AKT I\fAT OR
/ Organoid
Yetiskin Hilcre Indiiklenmis Pluripotent Kok

Hiicre/Hiicreler

Sekil 4.2.1. Doku rejenerasyonu ve rejeneratif tipta Hippo sinyal yolagi. (A) YAP/TAZ aktivitesi
dogumdan sonra bazal seviyeye diisiiriilmektedir ve doku yaralanmalarindan sonra hizlica gegici bir
sekilde yeniden aktif hale gelmektedir. (B) Rejeneratif tipta YAP/TAZ aktivasyonunun potansiyeli.
YAP/TAZ aktivatorleri veya efektorleri (kiigiik veya makro molekiiller) in vivo olarak doku rejeneratif
programi dogrudan indiiklemektedir; ayrica YAP/TAZ aktivasyonu, dokuda yerlesik kdk hiicrelerin
veya indiikklenmis kok hiicrelerin in vitro genislemesini tesvik edebilmektedir ve bu da doku

rejenerasyonunu kolaylastirmak i¢in yaralanma bolgelerine geri gonderilebilir.
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Bagirsak epitelyumu, hizli bir dongiiye ugramaktadir ve ¢ogu farklilasmis hiicre bir
haftadan daha kisa bir siirede yenileriyle degistirilmektedir (73). Bu kendi kendini
yenileme kabiliyeti bagirsak kok hiicrelerine bagimlidir. Bu hiicreler, LgrS (GPCRS
igeren 16sin agisindan zengin) proteinini ifade etmektedirler (74). YAP, genellikle
Lgr5 ifade eden yetiskin bagirsak kok hiicrelerinde ifade edilmektedir ve bu da Hippo
yolaginin bagirsak kok hiicre fonksiyonunun diizenlenmesinde rol oynadigini
gostermektedir. YAP proteinin asir1  ekspresyonu, Latsl/2'nin  baskilanmasi,
Mst1/2'nin silinmesi veya Savl'in spesifik olarak bagirsakta silinmesi, bagirsak kok
hiicrelerin genislemesine ve kusurlu hiicre farklilagmasina yol agmaktadir. Yap ve
Taz'in kosullu nakavtina sahip fareler, goriiniir bir anormallik géstermemektedir. Bu
nedenle, yetiskin bagirsakta YAP'n normal doku homeostazi igin kesinlikle gerekli
olmadigin1 ve yliksek YAP aktivitesinin esas olarak olgunlasmamis hiicrelerin
birikmesi nedeniyle hiperplazi fenotipi ile sonuglandigint gostermektedir (2). YAP
i¢in bagirsak rejenerasyonunda inhibe edici bir rol gézlemlenmistir (74). Ek olarak,
bagirsak epitel hiicreleri siirekli olarak yerlesik bagisiklik hiicreleri ile iletisim

kurmaktadir ve bagisiklik tepkisinde Hippo yolunun rolii ortaya ¢ikmaktadir (75).

Hippo sinyal yolagi, karaciger gelisimini ve tiimor olusumunu kontrol etmede ¢ok
onemli bir diizenleyicidir. YAP safra epitel hiicrelerinin proliferasyonunu tetiklemek
icin TGF-B sinyalini diizenlemektedir ve hepatosit farklilasmasini inhibe etmek i¢in
Hnf4o ekspresyonunu azaltmaktadir (76). YAP proteininin yalnizca karacigerde
silinmesi, safra epitel hiicrelerinin kaybina yol agmaktadir ve karaciger safra
kanallari gelistirememektedir (76, 77). Ote yandan, hepatosit farklilasmasi sirasinda
Y AP aktivitesi azalmaktadir ve olgun hepatositlerin YAP ifadesi ve niikleer birikimi
diismektedir (78, 79). YAP aktivitesi, rejenerasyon sirasinda karaciger hiicresi
kaderini de etkilemektedir (79). YAP'n kosullu aktivasyonu, karaciger asiri

biiyiimesine ve kansere yol agmaktadir (80).

Deri, organizmayi dis lezyonlardan koruyan en Onemli organdir. Epidermis cilt
homeostazini korumak igin siirekli olarak yenilenmektedir. Epidermal doku da
yenilenme ve yara iyilesmesi esas olarak epidermal kok hiicrelerine baglidir (20).
YAP, erken embriyonik epidermal progenitorlerde yiiksek oranda eksprese

edilmektedir ve agirlikli olarak niikleusta lokalize olmaktadir. YAP proteini,
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progenitdrlerin proliferatif kapasitesi ve epidermisin gelisimi igin gerekmektedir (21).
Yiksek YAP aktivitesi, epidermal progenitdrlerin ve yara iyilesmesinin
farklilasmasini da etkilemektedir. YAP"'!n silinmesi hiicre biiylimesinin azalmasina,
keratinosit farklilagmasinin inhibisyonuna ve yara iyilesmesinde gecikmeye yol

agcmaktadir (22).

Kalp biiytimesi sinirli biiytikliige kadar ¢gikmaktadir. Bu asamalar faza ayrilmaktadir.
Bunlardan ilki; fetal kalp biiyiimesidir ve esas olarak kardiyomiyositlerin ¢ogalmasina
baghdir. ikincisi ise; dogumdan kisa bir siire sonra, kardiyomiyositlerin cogalmayi
durdurmasi ve kalp biiyiikliigliniin temel olarak kardiyomiyositlerin biiytkligii
tarafindan kontrol edilmesidir. Kardiyomiyosit kaybi, kalp yetmezligine yol agan
onemli bir patojenik mekanizmadir. Bununla birlikte, diger organlarin aksine, kalp
rejeneratif olmayan bir organ olarak kabul edilmektedir. Son zamanlarda, bazi
calismalar kardiyomiyositlerin de sinirli rejeneratif kapasiteyi korudugunu ve kardiyak
rejenerasyona katkida bulunabilecek kardiyak progenitorlerin farkli  gelisim
asamalarinda da tespit edildigini bildirmektedir (2). Memeli kardiyomiyositlerinin
proliferasyonunun uzun siiredir embriyonik asamalarla sinirli oldugu ve dogumdan
sonra rejenerasyon kapasitelerinin ¢ok az oldugu veya hi¢ olmadig: diistiniilmektedir.
Bununla birlikte, son zamanlarda sadece embriyonik degil, ayn1 zamanda yenidogan
fare kalplerinin miyokard enfarktiisiinden sonra kalp kas1 hasarini yeniden onarabildigi
kesfedilmistir ancak bu yetenek giderek azalip 7. giinde kaybolmaktadir (81). Son
bulgular YAP" yetiskinlerde kalp rejenerasyonunu tesvik etmek icin birincil aday
olarak gostermektedir (7). YAP aktivitesi, birden fazla mekanizma ile kalp
rejenerasyonunu tesvik edebilmektedir. Gen ifade profili analizleri, YAP'm hiicre
proliferasyonu, DNA sentezi ve hiicre iskeletinin yeniden sekillenmesi ile ilgili
genlerin ekspresyonunu indiikledigini gostermektedir. YAP, kardiyomiyosit
apoptozunu azaltmak i¢in IGF-1 ve Akt sinyalini uyarmaktadir. Ayrica YAP, FoxOl1
ve Pitx2 gibi kalpteki farkl transkripsiyonel faktorlere baglanmaktadir ve antioksidan

cevap igeren genlerin ekspresyonunu tesvik etmektedir (2).

Noral kok hiicreler (82) kendini yenileyebilmektedir ve memelilerde, hem fetal hem
de yetiskin sinir sisteminde bulunan ¢oklu ndronal ve glial soylar tiretebilmektedir.

Hiicre dongiisii kesin ndrojenezi saglamak i¢cin NKH'lerde siki bir sekilde koordine
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edilmektedir (83). Son bulgular, Hippo sinyalizasyonunun, NKH proliferasyonunu,
hiicre kaderinin belirlenmesini, farklilagsmay1 ve olgunlasmay1 kontrol etmede 6nemli
bir rol oynadigimi gostermektedir. YAP, segici olarak NKH'lerde ve astrositlerde
eksprese edilmektedir, ancak noronlarda ifade edilmemektedir. Astrositlerde YAP,
astrositik ¢ogalma icin gereklidir. Yapinin NKH'lerde veya astrositte silinmesi,
astrogliogenezin bozulmasina ve neokortikal ndrodejenerasyonun artmasina neden
olmaktadir (84). YAP aktivasyonu, siklin D1 gibi kokliiliik (stemness) genlerinin
yukar1 regiilasyonundan kaynaklanan ndral progenitor hiicre popiilasyonunun azalmis
noronal farklilagsmasima ve genislemesine yol a¢cmaktadir. Aksine, YAP veya
TEAD'lerin noral tiipteki baskisi, hiicre 6liimii, hiicre dongiisii ¢ikist ve noronal
hiicrelerin farklilasmasinda 6nemli bir artisa neden olmaktadir (85). Ayrica, YAP/TAZ
periferik sinirlerin morfogenezi i¢in de 6nemlidir. Schwann hiicrelerinde YAP/TAZ'in
spesifik olarak silinmesi, hiicre g¢ogalmasinin azalmasina, radyal ayiklamanin

bozulmasina ve kusurlu miyelinizasyona yol agmaktadir (86).

Ozetle, Hippo sinyal yolag: deri, bagirsak, kalp, karaciger ve sinir sitemi organlarmin
yenilenmesinde Onemli roller istlenmektedir (Sekil 4.2.2). Hasarlanmis insan
organlarinda Hippo yolagi i¢ mekanizmalar1 uyarilarak hasarli organ tamiri miimkiin
olabilir (7). Farkli model sistemlerde yapilan ¢alismalar Hippo yolaginin organ
yenilenmesindeki roliinlin ¢esitli canlilarda korunmus bir 6zellik oldugunu

gostermistir (14).
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Sekil 4.2.2. YAP/TAZ aktivasyonunun farkli organlarda etkileri ve yararlari. YAP ve TAZ'n deneysel
aktivasyonu, bir¢cok organda doza bagl bir sekilde hiicre proliferasyonunu indiiklemektedir. Bu artan
proliferasyon, karaciger gibi dokularin giiclii bir sekilde asir1 biiyiimesini saglayabilmektedir. ilging bir
sekilde, bu fenotiplerin geri doniisiimlii oldugu goriilmekle birlikte, YAP etkisiz hale getirildiginde
sadece 2 hafta iginde hiicre &liimiinii indiikleyerek dogru boyuta geldigi goriilmektedir. Ozellikle,
YAP/TAZ aktivasyonuna yamt olarak artan proliferasyon, doku rejenerasyonunu desteklemektedir.
Kalpte YAP aktivasyonu miyokard enfarktiisii sonrast kardiyomiyosit proliferasyonunu ve
rejenerasyonunu  desteklemektedir. Yasli farelerin karacigerinde YAP aktivasyonu, parsiyel
hepatektomi (PHx) sonrasi rejenerasyon potansiyelini geri kazandirmaktadir. Bagirsakta YAP

aktivasyonu, kok hiicre geniglemesine ve yaralanma sonrasi rejenerasyona neden olmaktadir (7).

4.3. Amfibilerde Hippo Yolag:

Rejenerasyon kabiliyeti ¢cok hiicreli organizmalarda 6nemli ve temel bir 6zelliktir.
Tiim canli organizmalar siirekli olarak potansiyel yaralanma risklerine maruz kalirlar
ve hepsinin bir dereceye kadar rejenerasyon kabiliyeti bulunmaktadir. Rejenerasyon
kabiliyeti ¢ok hiicreli organizmalar cesitlendik¢e oldukea farklilik gdstermeye baslar
(14). Memelilerin aksine amfibiler, daha yiiksek organ ve doku yenileme kabiliyetine
sahiptir (87). Bu canlilar kornea, lens, retina, kalp, omurilik, beyin, kuyruk ve kol gibi
bir ¢ok organlarini, eriskin dénemde dahil, tamamen yenileyebilmektedir (88). Organ
rejenerasyonunda yeniden farklilagma, aktif hiicre proliferasyonu ve sinyal merkezi
olusumu gibi karakteristik olaylar tiirler arasinda karsilagtirilabilmektedir. Bu
karakteristik olaylara ek olarak, bir diger ilgi c¢ekici olay ise boyut kontroliidiir.

Urodellerin ekstremite rejenerasyonunda, rejenere ekstremite orijinal olanla tamamen
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ayni sekli ve boyutu gostermektedir (Sekil 4.3.1A). Xenopus laevis'in kol ve kuyruk
rejenerasyonunda, uzuv tomurcugunun rejenerasyonu gelisim ile ayni anda ilerlese de
rejenerasyonu kontralateral saglam uzuv gelisimine yetismektedir, bu da ilerleyen
asamalarda saglam uzuvdakilerle ayn1 sekil ve boyutta sonug¢lanmaktadir (Sekil 4.3.1B
ve Sekil 4.3.1C). Rejeneratif tiirler, orijinal olanla ayni biiyiikliikteki bir organi
yeniden olusturabilmektedir ve boyut rekonstriiksiyonu, yaralanma sonrasi kalan
dokularla uyumlu etkilesim ile elde edilmektedir (14). Cesitli kurbaga tiirlerinde ve
aksolotllarda, yenilenen bolge eski sekil ve biiyiiklige geri ulagsmaktadir. Yani

hasardan sonra organlar orijinal boyutuna donmektedir (8, 89, 90).

(A) Urodel Uzuv (B) Anuran Uzuv Tomurcugu (C) Amfibi Kuyrugu

Saglam 5
0

- S g Sol e
P —ta
==

Rejenerasyon Sonrast  Rejenerasyon Sonrasi
Saglam Doku ile Aym Saglam Doku ile Aym
Boyut Boyut

Rejenerasyon Sonrasi
Saglam Doku ile Aym
Boyut

Sekil 4.3.1. Organ biyiikligi kontrolii ve rejenerasyonu. (A) Urodeller, yetiskin asamada bile
yaralanma sonrast eksik bir uzuvu tamamen yeniden olusturabilmektedir. Yenileyici bir uzuv,
orijinaliyle ayn1 boyutta ve aym sekilde biiylimektedir. (B) Anuranlar bir uzuv tomurcugunu sadece
larva asamasinda yeniden iiretebilir ve bu nedenle uzuv tomurcugu rejenerasyonu, uzuv gelisimi ile
eszamanli olarak ilerlemektedir. Bununla birlikte, uzuv tomurcugu rejenerasyonu saglam uzuv gelisimi
ile yakalanmaktadir ve saglam uzuvdakilerle ayn1 boyut ve sekle sahip bir uzuv yeniden iiretilmektedir.

(C) Amputasyon diizlemi derinlestik¢e amfibi kuyrugu daha hizl yenilenmektedir (14).

Xenopus laevis'te uzuv tomurcugu ve kuyrugunun yenilenmesinde Hippo yolunun
islevi ortaya c¢ikarilmistir (91, 92) (Sekil 4.3.2A). Amfibilerdeki kuyrugun organ
blyiikliigli, basitlestirme i¢cin proksimal-distal eksen boyunca uzunlugu ile temsil
edilebilmektedir, ¢iinkii kuyruk, amfibilerde basit bir konik sekle sahip tekrarlayan bir
yapidir (Sekil 4.3.1C). Xenopus laevis kuyruk rejenerasyonunda, uygun boyut
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kontrolii i¢in YAP ve Tead4 gerekmektedir, ¢iinkii YAP veya Tead4 fonksiyon kaybi,

rejenere kuyrugun boyutunu kisaltmaktadir (91).

Amfibilerde omurilik rejenerasyonunda, kuyruk amputasyonundan sonra sadece
aksogenez (akson yeniden biiylime) degil, ayn1 zamanda norogenez (ndral kok hiicre
veya progenitor yeniden iiretimi) de meydana gelmektedir (93). Bazi1 ¢alsmalar, Hippo
yolunun noral progenitér popiilasyonunu diizenleyerek organ boyutuna katkida
bulundugunu ileri siirmektedir (Sekil 4.3.2B). YAP, rejenere edici notokordda yiiksek
oranda fosforile edilmektedir (91) (Sekil 4.3.2B). Her ne kadar notokordta YAP'n
niikleer translokasyonu inhibe edilmis olsa da, translokasyona ugramayan sitoplazmik
YAP proteinleri bazi fonksiyonlara sahip olabilmektedir (94). Hippo yolunun
sitoplazmik fonksiyonu, notokord boyutunu artirmak igin hiicre sismesi (cell swelling)
ile iligkili olabilecegi diistiniilmektedir. Xenopus laevis’in kaslarinda, YAP, satellit
hiicrelerine dagitilan rejenere fare kaslarindan farkli olarak, rejenere kuyruktaki satellit
hiicrelerinden ziyade farklilasmis miyositlere diizensiz olarak dagitilmaktadir (91)
(Sekil 4.3.2B). Omurilik, notokord ve kaslar gibi artan doku boyutlarinin, Hippo
yolunun kontrolii altinda rejenere kuyruguna uyumlu bir sekilde entegre edildigi
diisiiniilmektedir. Ozetle, Kurbaga kuyruk yenilenmesinde aktif YAP proteini,
omurilik notokord ve kasta da ifade edilmistir. Buna ilaveten, kurbaga kol
yenilenmesinde YAP proteininin, blastema dokusunda ¢ekirdege yerlesmis sekilde,
yani aktif halde bulundugu gosterilmistir. Bu ¢aligmaya ait 6zet bilgiler Sekil 4.3.2
de sematize edilmistir (14).
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Sekil 4.3.2. Afrika Pengeli Kurbagasinda (Xenopus laevis) kol ve kuyruk yenilenmesinde YAP
proteininin olduk¢a 6nemli roller bulunmaktadir. Kol yenilenmesi sirasinda YAP transkripti (Koyu
yesil) yiiksek regiiledir. Blastema dokusunda, YAP proteini ¢ekirdege yerlesmistir. Kuyruk
yenilenmesinde, YAP proteininin ifadesi omurilikte, sirt ipliginde (notokortta) ve kas hiicrelerinde

belirlenmistir (14).

Hippo yolaginin organ gelisiminde ve kanser hiicrelerinde karmasik bir sinyal agi
olusturdugu da bilinmektedir (95). Sinyal ag1 organ rejenerasyonunda rol
oynayabilmektedir. Hippo yolu, Wnt sinyali ile yakindan iligkilidir. Yap
transkripsiyonu kolorektal karsinom hiicrelerinde Wnt yolunda beta-katenin ve TCF
kompleksi tarafindan diizenlenmektedir (96). Ote yandan Yap, kalp gelisimindeki
hiicre ¢ekirdeginde beta-katenin ile is birligi yapmaktadir (97). Wnt sinyalinin
sitoplazmik YAP tarafindan diizenlenmesi hakkindaki bu raporlara gore, Hippo ve
Wnt yolaklar1 birbiriyle ¢ok yonlii etkilesime girmektedir. Xenopus laevis kuyruk
rejenerasyonunda, Wnt sinyalinin engellenmesi, kuyruk rejenerasyonunu ciddi sekilde
bozmaktadir ve siirecin sonunda yara iyilesmesine neden olmaktadir (91, 98). Wnt

inhibisyonundan farkli olarak, YAP veya Tead inhibisyonu sadece kisaltilmis kuyruk
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rejenerasyonuna neden  olmaktadir ve rejenere  tomurcuk  olusumunu
durdurmamaktadir (91). Bu sonuglar, Wnt sinyalinin kuyruk rejenerasyonunda Hippo
sinyallemesinin baslamadan 6nce erken asamada etki ettigini gostermektedir. YAP'In
medulloblastomdaki Shh sinyallemesi ile diizenlendigi de bildirilmektedir (99).
Xenopus laevis kuyrugu rejenerasyonu ile ilgili olarak, 6lmekte olan hiicrelerin elzem
hiicreleri desteklemek ve organ biiylimesini indiiklemek i¢in Wnt gibi sinyal
ligandlarini serbest biraktigi fikri 6ne siiriilmektedir. Bu rapora ek olarak, YAP'n
fonksiyonel inhibisyonu, Xenopus laevis’te yenilenen uzuv tomurcugunda Shh
ifadesini azaltmaktadir (92). Bu sonug, Hippo ve Shh sinyal iletiminin karsilikli
etkilesiminin calistigin1  gostermektedir. Ayrica medulloblastomdaki YAP'n
fonksiyonel analizi, YAP'i otonom pozitif geri bildiriminin YAP transkripsiyonunu
diizenledigini gostermektedir (99). Hippo yolunun rejenerasyondaki organ
biiyiikliigiinden sorumlu tek mekanizma olmadig1, ancak birkag sinyal yolunun uygun
bir organ biiyilikliigline sahip rejenerasyon ig¢in sinyalleme agini diizenledigi
diistiniilmektedir (14). YAP, c¢ogalmaya tek bir hiicrede degil, bir hiicre
poplilasyonunda toplu olarak aracilik etmektedir. Semender ekstremite
rejenerasyonunda Agr ailesi proteinlerinden biri olan Ag proteini, sinir kilifi ve
epidermal bez hiicrelerinden salgilanmaktadir ve blastemadaki Prodl proteini ile
etkilesime girmektedir. Ag proteini, denervasyonun neden oldugu blastemadaki hiicre
cogalmasinin azalmasini telafi edebilmektedir. Bu da YAP'in yenilenen blastemadaki

hiicre popiilasyonunun ¢ogalmasina aracilik ettigini gostermektedir (100).
4.4. Rejenerasyon Yetenegi Yiiksek Bir Amfibi: Aksolotl

4.4.1. Aksolotl Hakkinda Genel Bilgiler ve Uzuv Hasar1 Sonrasi Blastema

Olusumu

Rejeneratif kapasite kaybi yaslanmanin normal bir pargasidir. Bununla birlikte,
aksolotl (Ambystoma mexicanum) gibi bazi organizmalar yasamlart boyunca
rejeneratif kapasiteyi korumaktadirlar. Ayrica, bu organizmada yasa bagl hastaliklarin
gelisimi nadirdir (101). Aksolotl, yaygin olarak semender olarak adlandirilan kuyruklu
bir amfibidir. Semenderler ii¢ biiylik amfibi grubundan birini temsil etmektedirler. Bu
gruplar 200 milyondan fazla yildir bagimsiz olarak gelismektedir ve birbirlerinden

oldukg¢a farkhidirlar. Dolayistyla, bu gruplarin higbirindeki tek bir tiir “tipik™ amfibi
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bakis acis1 saglamaz. Aksolotl, Ambystomatidae familyasindaki kaplan salamander tiir
kompleksinin bir iiyesidir. Kaplan semenderleri, Kuzey Amerika'nin karasal ve tatli su
sucul habitat tiirlerinde yaygin olarak bulunan birkag tiir ve alttiirden olusan yeni
gelistirilmis bir gruptur (102). Aksolotllarin, bir zamanlar bugiinkii Mexico City'nin
dogal yasam alanmi belirleyen biiyiik gol sistemlerini kolonize eden metamorfik

kaplan semender atalarindan geldigi diistiniilmektedir (103).

Aksolotllar laboratuvarda kolaylikla yetistirilebilmektedirler. Ayni zamanda,
aksolotlar neoteniktir, yani kanonik amfibi yasam dongiisiiniin son asamasina
girmeden biiylimektedirler ve cinsel olarak olgunlagsmaktadirlar; kalici olarak
suculdurlar ve bu yasam tarzini1 desteklemek i¢in harici solungaglar ve diger viicutsal
ekipmanlarla donatilmiglardir (104). Son yillarda aksolotl model organizma olarak
kullanilarak, g¢esitli laboratuvarlarda transgenez (105) ve genom diizenleme
caligmalar1 (106) basariyla tamamlanmaktadir. Genomik entegrasyon ile sonuglanan
retroviral enfeksiyon, embriyolarda ve larva ve eriskin uzuvlarinda da gosterilmektedir
(107, 108). Genom miihendisligi, aksolotlarda gen-islev iligkisini ¢alismak
bakimindan Onemli bir ara¢ haline gelmektedir. Aksolotldaki uzuv gelistirme
literatiirii, rejenerasyonla ilgili ¢esitli alanlar i¢in (hiicresel yeniden programlama, kok
hiicre biyolojisi, digerleri arasinda) verimli olabilecek ipuglar1 ve baslangi¢c noktalari

saglayabilecektir (106).

Aksolotl, organ ve dokularin1 tamamen yenileyebilen ¢ok az sayidaki omurgali
canlilardan bir tanesidir (109). Aksolotllardaki bu yenilenme kapasitesini agiklamak
icin bazi hipotezler ortaya atilmistir. Bunlar i¢cinden en ikna edici olani, aksolotllarin
metamorfozlarini tamamlayamadiklari ve embriyonik ya da larval donem benzeri
karakteristiklere sahip oldugu i¢in yiiksek yenilenme kapasitesine sahip oldugudur
(110). Rejeneratif kapasite farkini agiklamak igin bagka bir hipotez, urodellerin
amniyotlardan daha basit bir adaptif bagisiklik sistemine sahip oldugu ve bu nedenle
rejenerasyon yeteneklerinin zayif bir enflamatuar yanita bagli oldugu gozlemine
dayanmaktadir (111). Tiikenmis bir bagisiklik tepkisini artan rejeneratif kapasite ile
iligkilendiren tetrapod (dort tiyeliler) tiirleri iizerindeki gozlemler bu hipotezle

tutarlidir. Bununla birlikte, amfibiler ve siirlingenler lizerinde ¢eliskili goriinen diger
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gozlemler, bagisiklik sisteminin rejeneratif yanitta olumlu bir rol oynadigim

gostermektedir (112).

Aksolotl rejenerasyonu calismalarinin ¢ogu uzuv (kol) ve daha az 6l¢iide kuyruga
odaklanmaktadir, ancak viicudun diger bir¢ok kismi, 6rnegin gz, beyin ve i¢ organlar
gibi yapilarinda benzersiz rejenerasyon kabiliyetine sahip oldugu bilinmektedir (8).
Diger omurgalilarda eksik parcalarin yerini yeni yapilarin alabilmesine ragmen, ¢cogu
durumda yeni yapilar orijinaliyle ayni degildir. Ornegin, kertenkeleler kuyruklarini
yenilediginde, yeni yapi orijinaliyle ayni isleve hizmet etmektedir, ancak farkli

mekanizmalar ile gelismektedir ve yapisi orijinalin basitlestirilmis bir versiyonudur

(113).

Aksolotl kol (ya da uzuv) hasarindan sonra hasar bolgesinde farklilasmis hiicrelerden
dedifferensiye olmus kok hiicre grubu ve onciil (progenitor) hiicrelerin de bulundugu
hiicre populasyonlar1 birikir. Bu yap1 ‘blastema’ olarak isimlendirilmektedir.
Blastemanin olusumu, epimorfik rejenerasyon siireci yoluyla kayip yapilarin basarili
bir sekilde rejenerasyonuna yol agan kritik bir olaydir. Blastema olusumu benzersiz
bir siire¢ gibi goriinse de blastema olustuktan sonra embriyogenez sirasinda uzvu
olusturan uzuv tomurcugunun tiim davraniglarint gostermektedir. Blastema
formasyonu; yeterli bir sinir kaynagi, uzuv gelisiminde oldugu gibi bir yara epitelyumu
ve farkli konumsal kimlikleri kodlayan bag dokusu kokenli hiicreleri gerektirmektedir
(Sekil 4.4.1.1). Sinir ve yara epitelyumu arasindaki sinyallesme, biiylik 6l¢iide uzuv
tomurcugunun farklilasmamis hiicrelerine esdeger olan rejenerasyon yetkin
hiicrelerini toplamak i¢in islev gormektedir. Pozisyonel bilgiye sahip blastema
hiicreleri, rejenere dokularin dogru yerde yeniden diizenleme yapmasini saglamak ve
yap1 olusumunu kontrol etmek icin birbirleriyle ve hasar bolgesinde kalan hiicrelerle
etkilesime girmektedirler. Bu erken olaylar dogru baslatildiginda ve dogru bir sekilde
diizenlendiginde, blastema olusmaktadir (Sekil 4.4.1.1). Ge¢ tomurcuk evresinde,
uzuvda yeniden diizenleme yapmak i¢in gerekli tiim hiicreler ve bilgiler, ektopik bir

bolgeye asilandiginda blastema bir ektopik uzuv haline gelmektedir (8).

Bir semenderde uzuv yenilenmesi, yara iyilesmesine yol agan yaralanma ile

baglatilmaktadir. Pro-rejeneratif Sinyallere yanit olarak, yaranin igindeki ve
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cevresindeki hiicreler, biliyliyen uzuv yapilarinin yerini almak igin biiyiiyen ve patern

olusumuna gosteren bir blastema olusturmak tizere toplanmaktadirlar (114).

KAAA‘K (/

Saglam kol Yara epitelinin Inervasyon Apikal epitelin Aynilasma ve gog
olusumu olusumu

riY 1Y 1Y i

- Epidermis . Bag doku Kas [— Kikirdak Sinir . Aplkal epitel Farklilasmamis blastema dokusu . Bolinen hilcreler

Sekil 4.4.1.1. Axolotl ekstremitesinde blastema gelisimi. (A) Saglam bir uzuv (solda) ve
amputasyondan 1,7,9, 11, 13, 15, 17, 21, 25 ve 31 giin sonra (arka arkaya saga dogru gosterilmektedir)
uzuv blastema gelisiminin zaman akigimin canli gériintiileri. (B) Rejeneratif siirecteki temel adimlar
blastema gelisimi sirasinda vurgulanmaktadir. Doku bilesenleri belirli renklerle gosterilmektedir.
Saglam uzuv, epidermis, bag dokusu, kikirdak, kas ve sinir dokusu dahil olmak iizere, fonksiyonel
yapilar olusturmak igin belirli bir sekilde organize edilen c¢oklu dokulardan olusmaktadir. Bir
amputasyonu takip eden saatler i¢inde, bir yara epitelyumu uzuvun kesik kenarini 6rtmektedir. Birkag
giin i¢inde, bu yara epitelyumu innerve olur ve apikal epitelyal kapak (Apical Epitelium Cap-AEC)
olarak bilinen 6zel bir sinyal merkezi haline gelmektedir. AEC, alttaki giidiik (stump) dokusunda
farklilasmay1 indiiklemektedir ve AEC'nin altinda biriken hiicreleri kendine ¢ekmektedir. Konumsal
etkilesimlerin “farklilagsma ve go¢” asamasinda gerceklesmesi muhtemeldir, ¢iinkii yetersiz konumsal
esitsizlik varsa blastema smurlt bir siire bilylimeye devam edecek, ancak uzuv yapilari
olusturmayacaktir. Geligsimin sonraki asamalarinda, blastemanin bazal bolgesindeki (giidiige en yakin)
hiicreler farklilagsmaya baslarken, blastemanin apikal ucundaki hiicreler cogalmis ve farklilasmamais bir
durumda kalmaktadirlar. Zamanla, blastema hiicreleri kademeli olarak ekstremite dokularina bazalden

blastemanin apikal bdlgelerine dogru ayrilmaktadir (8).

Her ne kadar nihai rejenerasyon igin rejeneratif yara iyilesmesi gerekli olsa da tek
basina blastema olusumu igin yeterli degildir. Bu, en dogrudan, yeni bir uzuv
olusturabilen bir blastemanin gelistirilmesi ig¢in gerekli sinyallesme igin in vivo bir
fonksiyon artirimi (gain-of function) deneyi olan aksesuar uzuv modelinde (accessory
limb model-ALM) gosterilmistir. Bu tahlilde, amputasyona bagli bir blastemaya
esdeger bir ektopik blastema, kiiciik bir tam kalinlikta deri yaras1 yapilarak ve brakiyal

siniri yara bolgesine cerrahi olarak saptirarak kol tarafinda indiiklenmektedir. Sinir
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sapmazsa yara, skar olusumu olmadan iyilesmektedir ve normal cilt mimarisi restore
edilmektedir, ancak blastema olugsmamaktadir. Bu, blastema formasyonunun esik
seviyeli bir sinir sinyali gerektirdigini, amputasyon durumunda uzvun kopmus sinirleri
tarafindan saglandigini, ancak sapmis bir sinir olmadan ALM deri yaras1 durumunda
bulunmadigin1 gostermektedir. Bu nedenle, sinyalleme yollarinin diferansiyel
regiilasyonunu ve hiicrelerin bir blastema olusturmak iizere indiiklenen ve bir blastema
olusturma kabiliyetine sahip olan fakat bunu yapmaya tesvik edilmemistir. Bu nedenle
ALM, blastema olusumu ve daha sonra bir uzuv de novo rejenerasyonuna yol agan
hem deri hem de hiicre dis1 matrisin sinyallerinden ve yara epitelinden gelen sinyalin
gerekli oldugunu agik¢a ortaya koymustur (114, 115). Bununla birlikte, blastemanin
olusup olusmamasindan bagimsiz olarak, yaralanma sonrasi yara iyilesmesine yol
acan bir dizi olay daha vardir. Yara yiizeyi, hizli bir sekilde yara ¢evresi etrafindaki
keratinositlerden tiiretilen bir epitel ile kaplanmaktadir (116). Yara yiizeyi boyunca
gb¢ eden hiicrelerden ziyade, bu epitel doku tabakasi, ¢evredeki hiicreler su aldik¢a ve
hacim olarak genisledikge arkadan itilmektedir (117). Birkag giin boyunca hem giidiik
dokularinda hem de yara epitelinde, bir blastemanin baslangi¢ goriiniimiinden ve
blastema hiicre proliferasyonunun baslamasindan 6nce bir dizi degisiklik meydana
gelmektedir. Yara epitelinde, sinir sinyallerine yanit olarak apikal epitelyal kapagi
olusturmaya tesvik edilmektedir ve bu gecis, bazal keratinositlerin proliferatif
olmamas1 ve bag dokusu fibroblastlarinin olugsmasina yol acan sinyaller {iretmeye
baglamasi ile iligkilendirilmektedir (8). Giudiik i¢indeki hiicreler ayrica, gen
ekspresyonundaki degisiklikler ve blastemay1 olusturmak {izere yara bolgesine gog
etme yetenegi dahil blastema olusumundan once degisikliklere ugramaktadir (114).
Giidiik i¢indeki hiicrelerin yaniti, yara yapildiginda meydana gelen hasarin derecesine
baglidir. Bir amputasyon durumunda, giidiik hiicrelerinin tepkisinin ¢ogu, meydana
gelen kapsamli hasar ile iliskilidir. Inflamasyon ve nekroz gibi olusan bu cevaplarin
bircogu da memelilerde benzer yaralanmalarda goézlenmektedir, ancak blastema
olusumunu indiiklemek i¢in yeterli degildir. Yine de bu yanitlarin bazilar1 blastema
olusumu icin gerekli goriinmektedir; 6rnegin, makrofajlardan gelen enflamatuar
sinyaller inhibe edilirse ekstremite rejenerasyonu denerve bacaklarda gézlemlenene
benzer sekilde inhibe edilmektedir (118). Uzun yillar boyunca ileri siiriildiigii gibi, bu

olaylar dizisi, sinirler ve uzuv tomurcuklarinin apikal epitelyal kapak/apikal
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ektodermal sirt bolgeleri islevsel olarak esdeger bir apikal epitelyal kapak olusumunu
indiikleyen yeni olusturulmus yara epiteli arasindaki etkilesime bagli gibi

goriinmektedir (8).

Kesilmis bir uzuv yarasinin iyilesmesi ile iligkili yara iyilesmesi olaylarinin ¢ogu
blastema olusumu i¢in gerekli degildir. Blastema olusumu i¢in yeterli olan sinyallesme
mekanizmalarindan, sinir ile iliskili olanlar en belirgin olanidir, bu da sinir
sinyallemesinin rejenerasyon icin gerekli oldugunu gosteren klasik calismalarla
tutarlidir. Rejenerasyonun sinir sistemi bakimindan bir esik seviyesinin iizerinde
sinyal gerektirdigi bilinmektedir. Bu sinyallesme seviyesi hem ilk blastema olugumu
hem de rejenerasyonun erken ve orta asgamalarinda blastemanin biiylimesi ve gelismesi
icin gereklidir. Ek olarak, sinir tipinden ziyade (6rnegin, duyusalliga karsi motor),
rejenerasyonda Onemli olan sinirlerin niceligidir. Sinirler tarafindan iretilen ve
blastema olusumu ve rejenerasyonu icin gerekli olan “nérotrofik faktor” olarak bir dizi
faktor Onerilmekte ve arastirilmaktadir. Noropeptitler, organik molekiiller, siklik
niikleotitler, bitytime faktorleri ve hatta biyoelektrik sinyaller dahil olmak tizere birgok
potansiyel aday arastirilmaktadir. Ornegin, uzuv gelisiminde oldugu gibi, FGF
sinyallemesi uzuv rejenerasyonu sirasinda onemlidir ve sinir sinyali ile iligkilidir.
Ayrica sinyalleme pozisyon bilgisi i¢in de olduk¢a elzemdir. Birgok arastirma, sinirin
eksik yapinin desenini tam olarak belirlememis blastema hiicrelerinde pozisyon
plastisitesini korumak i¢in gerekli oldugunu diisiindiirmektedir (Sekil 4.4.1.2) (8).
FGF sinyallemesinin yani sira kemik morfogenetik proteinleri (BMP) ve RA (retionik

asid) sinyalleri de uzuv yenilenmesinde elzemdir (119).
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Graft Kaynagi Haftal  Hafta3 Hafta 9 Sekil 4.4.1.2. Blastema'daki

) Fosterior Desi \ konum bilgilerinin

(“;/ stabilizasyonu sinir sinyali ile

kontrol edilmektedir. (A) - (F)

— Graft  hiicrelerin  kokenini

5 “ > (solda), agilamadan 1 ve 3 hafta

sonra agilanmig hiicrelerin canli

goriintiilerini (ortada) ve biitiin

c Dem::\'e > yenilenen iskelet elemanlarini

(sagda) aciklayan ¢izimler

=5 verilmistir ve farkli blastema

o < m— p dokulart bir aksesuar uzuv

'é_O( modeline (ALM) asilandiginda

= iR 4 biliyiime yanitt gosterilmistir.

";'_'C’_’—j( (A) Ektopik uzuvlar arka cilt

F i sapmis bir sinir ile on

yerlesimli bir yara bolgesine

S asilandiginda ALM'de

G uretilmektedir.  (B)  Erken

) blastema (EB) graftlari, bir

E ALM'ye asilandiginda ektopik

g uzuvlarin  olusumuna neden

i olmaz; bununla birlikte, ~bir

EB'nin denerve edilmesinden 3

glin sonra asilanmasi,

segmentlere ayrilmis ancak

EE eksik bir rejenerat olusumuna
»

neden olmaktadir (C). (D) Geg

blastema'nin (Late-Blastema-LB) apikal ucunun graftlar1 ektopik uzuvlarmm olusumuna neden
olmamaktadir. (E) Denerve edilmis EB'lere benzer sekilde denerve edilmis apikal-LB'ler, segmentlere
ayrilmaktadir ancak eksik rejeneratlarin olugsumunu indiiklemektedir. (F) LB'nin bazal bdlgesinin
graftlar;, tamamen desenli On/arka ve dorsal/ventral yapilara sahip ekstremite rejeneratlarinin
olusumuyla sonuglanmaktadir. (G) Mevcut model, EB ve apikal LB'deki konum bilgilerinin degisken
veya plastik olmasi, konum bilgilerinin giidiik ve bazal LB'de stabilize edilmesidir. Sinirlerden sinyaller

cikarilirsa, kararsiz/plastik blastema hiicrelerindeki konum bilgisi, eksik yapilarin tam paterni araya
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girmeden dnce erken stabilize olmaktadir ve eksik bir rejenerasyona neden olmaktadir (bakiniz C ve E).

P, proksimal; D, distal; I, ara; S, Stabil; L, Labil (8, 115).

Ekstremite rejenerasyonunun baslangicinda, giidiik i¢indeki ¢coklu dokulardan gelen
hiicreler, farklilasmis doku tiplerinin  belirgin  morfolojik  6zelliklerini
kaybetmektediler ve blastema hiicreleri mezenkimal 6zelliklerini kazanmaktadirlar.
Blastemaya katkida bulunan giidiik hiicreleri, amputasyon diizleminden 1 mm'den
daha kiiciik dokulardan kaynaklanmaktadir. Bir zamanlar farkli dokularin giidiik
icindeki nispi bolluklari ile orantili olarak blastemaya hiicreler kattig1 diisiiniilmesine
ragmen, artitk pozisyon bellegini tutan (bag dokusundan tiiretilmis) hiicrelerin
blastemaya orantili olarak daha fazla hiicre kattig1 bilinmektedir. Konum hafizasina
sahip olan ve hiicreleri tutan bu hiicreler, eksik uzuv yapilarinin modelini olusturan
hiicrelerdir (Sekil 4.4.1.3). Diger hiicre tipleri (6rnegin, kas ve Schwann hiicreleri)

konumsal bellege sahip degildir (8).

Uzuvdaki Grid Hucreler

Grid Hiicreler Arasmdaki

Erken Blastema Pozisyonel Iliskiler

G Bl t Grid Hiicreleri Diger Hiicrelere
eg astema Pozisyonel Bilgiler Vermektedir

“ &‘4" wgr
| ..?‘—'Q«
&

Sekil 4.4.1.3. Patern (desen) olusturan grid hiicreleri, desen takip eden hiicrelerin davranigini

yonlendirmektedir. Konum bellegini (koyu mavi) tutan hiicreler, saglam uzuvdaki tim yapilar
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hizalayan bag dokularinda bulunmaktadir. Uzuv kesildiginde, AEC'nin altinda birikmek ve etkilesmek
(erken blastema) i¢in uzuv iizerindeki farkli konumlardaki dokulardan grid hiicreleri toplanmaktadir.
Farkli konum bilgisine sahip grid hiicreleri (6r. 4 ve 6), eksik konum bilgisine (yani 5) sahip hiicrelere
cevap uretmektedirler. Gelisimin daha sonraki asamalarinda (geg¢ blastema), blastemanin bazal bolgesi
farklilasmaya baslamaktadir ve grid hiicreleri, diger desen takip eden hiicre tiplerinin (6rn. Kas, epitel
ve Schwann hiicreleri) davranisint yonlendirmek i¢in konumsal ipuclar1 saglamaktadir. Ayni zamanda,
rejenerasyondaki daha uzak yapilarin paternini iiretmek icin blastema'nin apikal ucunda konumsal

etkilesimler olusmaya devam etmektedir (8).

Aksolotl ekstremite rejenerasyonunda pozisyona Ozgii genler ile hiicre orijini
arasindaki iliski arastirilmaktadir. Blastemanin yenilenmesinde Shh, Lmx1b ve Shox2
ifadesi arastirilmistir. Shh, on-arka ekseni diizenlemek icin bir blastemanin arka
bolgesinden ve bir uzuv tomurcugundan salgilanmaktadir. Lmx 1b, gelismekte olan bir
uzuvdaki dorsal kimligi diizenlemektedir. Shox2, gelisen bir uzuv tomurcugunun arka
kisminda ifade edilmektedir. Shh ve Lmx1b yeniden ifadelerinin kdkenleriyle tutarl
oldugu ortaya cikarilmigtir. Posterior cilt, blastemaya Shh ifade eden hiicreler
saglamaktadir ve Lmx1b pozitif hiicreler dorsal deriden tiiretilmektedir. Proximodistal
eksen ile 1ilgili olarak, Shox2 distaldan tiiretilmis hiicrelerde yeniden
aktiflestirilebilmektedir, bu da proksodistal degerlerin esnek oldugunu gostermektedir.
Calismadaki sonuglar, orijinal hiicre konumunun, yenilenen bir blastemada konumsal

eksenlerin yeniden olusturulmasini gii¢lii bir sekilde etkiledigini gostermektedir (120).

Ozetle, Kol ve kuyruk gibi organlar blastema olusmasiyla yenilenmektedir. Hiicrelerin
farklilagsmasi ve yenilenecek uzvun sekli bu yapinin iizerinden belirlenmektedir. Kolun
orijinal boyutuna ulasarak yenilenmesi, (kesim yeri, hayvanin yas1 vb. kimi 6zellikler
yiiziinden farkliliklar géstermekle beraber) 1-2 ay siirmektedir. Blastema olusumunda
belirli giinler ¢ok Onemlidir. Olusum sirasinda sirasiyla epitel olusumu, sinirsel
inervasyon, apikal epitel olusumu, aynilagsma (dedifferentiation), ¢ogalma ve orijinal
hale doniisim olaylar1  gergeklesmektedir. Blastema olusumunda gen
maniplilasyonlart i¢in genellikle 7.-14. giinler aras1 secilmektedir. Aksolotl kol
blastema gelisiminde epidermis, bag dokusu, kas, kikirdak, sinir farklilagmamis

blastema ve boliinen hiicreler onemlidir (8).
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4.4.2. Aksolotlda Metamorfoz

Son yillarda aksolotl, evrimsel biyoloji, gelisimsel biyoloji ve rejeneratif biyoloji
caligmalar1 igin popiiler bir model organizmadir (103) ve 32 Gb (gigabaz ¢ifti)
genomunun yayinlanmasi bu model organizmanin kullanigliligini artmaktadir (121).
Aksolotlun kendine 6zgii yasam dongiisii, amfibi metamorfozunun endokrin kontrolii
calismalarinda da kullanilmasina yol agmistir. Birgok semender, suda yasayan bir
larvadan karasal bir yetiskine gectiklerinde metamorfoza maruz kalirken, aksolotl
kendiliginden metamorfoz gecirmez ve omrii boyunca sudaki bir yasam tarzinm
korumaktadir. Hayvan, yetiskinlerde, cinsel olgunluga sahip evresinde, pacdomorfoz
olarak bilinen dis solungaclar ve yiiksek kuyruk yiizgeci gibi gen¢ donem 6zelliklerini
gostermektedir. Pacdomorfoz, semenderlerin farkli soylarinda bir¢cok kez gelismistir,
ancak altta yatan yakin nedenler tiirler arasinda degisebilmektedir. Amfibilerde
metamorfozun basariyla tamamlanmasi tiroid hormonlarina (TH) bagimlhidir. Tiroid
hormonlari, gelisimsel siireclerin altinda yatan gen ekspresyon programlarini aktive
etmektedir ve sonucgta metamorfozun Kkarakteristik morfolojik, fizyolojik ve
davranigsal degisikliklerine yol agmaktadir. 1913 yilinda, Laufberger aksolotlllarda
metamorfozu ilk kez gergeklestirmistir. Daha sonra, ¢ok sayida baska ¢alisma, aksolotl
metamorfozunu indiiklemek i¢in TH enjeksiyonunu veya yasam sularina hormon

eklenmesi yontemlerini kullanmaktadir (9).

Aksolotl metamorfozu, memeli TSH (tiroid stimiile edici hormon) enjeksiyonuyla
indiiklenebilmektedir. TSH tedavisinin baskalagim saglayabildigi gercegi, aksolotl
icindeki HPT (hipotalamo-pineal-tiroid) ekseninin hipofiz seviyesinin “altinda”
islevsel olmasi gerektigi anlamina gelmektedir (Sekil 4.4.2.1). Bu da, (i) tiroidal TSH
reseptorlerinin TSH baglanmasi ve sinyal iletimi yapabildigi; (i1) tiroid bezi,
metamorfozu indiiklemek igin yeterli miktarda tiroksin (3,5,3 ', Sp-tetraiyodotironin,
T4) tiretebildigi, depolayabildigi ve serbest birakabildigi; (iii) TH'ler dolasim boyunca
etkili bir sekilde taginabildigi; (iv) T4, 3,5,3-triiyodotironin (T3) 'e, deiodinasyon
yoluyla kolayca aktive edildigi ve (v) hedef hiicreler fonksiyonel TH reseptorlerine

(TR'ler) ve tastyicilara sahip oldugu anlamlarina gelmektedir (9).
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Sekil 4.4.2.1. Amfibilerde hipotalamo-hipofiz-bobreklerarast bez ekseni (solda) ve hipotalamo—
hipofiz-tiroidal ekseni (ortada) gosteren diyagram. Sagdaki etiketler, aksolotl ile ilgili metamorfoz
stireglerini gostermektedir. ACTH, adrenokortikotropik hormon; CORT, Kkortikosteron; CRH,
kortikotropin-salgilatict hormon; CRHR1, tip 1 CRH reseptor; CRHR2, tip 2 CRH reseptor; DIO2, tip
2 deiodinaz; GR, glukokortikoid reseptér; MCR2, tip 2 melanokortin reseptér; T3, 3,537
triiodotrionin; T4, tiroksin; TSH, tiroid-stimiile edici hormon; TSHR, tirotropin reseptér; TR, tiroid
hormon reseptorii (9).

Aksolotlar, viicut biiyiikliigii ve metamorfozun rejenerasyonu nasil etkiledigini test
etmek i¢in ideal bir model organizmadir. Viicut biiyiikliigii yetiskin aksolotllarda
rejenerasyonu etkilememektedir, ancak metamorfoz rejenerasyon oraninda iki kat
azalmaya neden olmaktadir ve aym zamanda uzuvda sekil bozukluguna yol
acmaktadir. Metamorfik blastema hiicreleri diisiik proliferatif oranlara sahiptir. Ayrica
metamorfoza indiiklenmis aksolotllarda yenilenme kapasitesinin ve bagarisinin

metamorfoz dncesi duruma gore 6nemli bir azalma gosterdigi goriilmiistiir (Sekil
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4.4.2.2). Metamorfozdan sonra, S-fazindaki blastema hiicre sayisinin azaldigi
gosterilmistir.  Ayrica metamorfoz sonrasinda, yenilenme siirecinde kol

rejenerasyonunun durdugu ya da etkinliginin azaldig1 gosterilmistir (122).

Neotenik Aksolot!

Metamorfik Aksolotl

DO D7

e

Sekil 4.4.2.2. Ustteki resim metamorfoza ugramamis aksolotlda (neotenik Aksolotl) kol yenilenmesini
gosterirken; alttaki resim metamorfoz sonrasi kol yenilenmesini gostermektedir. Metamorfik

aksolotldaki rejenerasyon kaybi 64 giine kadar takip edilmistir (123).

4.4.3. Aksolotlda Gen Inhibisyon Sistemleri

Aksolotllar genetik manipiilasyon i¢in kapsamli bilgi sunduklarindan dolay1 yaygin
olarak kullanilmaktadir. Bir semender tiirii olan aksolotl, uzuvlarini, kuyruklarini ve
solungaclarim1 iz birakmadan yenileyebilmektedir. Bu karmagik yapilarin
rejenerasyonu, cogalmis dediferansiye hiicreler ve dnceden var olan progenitor ve kok
hiicrelerin bir kiitlesi olan bir blastema olusumu ile gergeklesmektedir. Uzuv
blastemanin transkripsiyonel profili, bugiine kadar biiyiik 6l¢iide karakterize olmayan
uzun aday gen listelerini tiretmistir (124). Transkriptomik, fonksiyonel genomik, viral
ve transgenez yaklagimlarini kullanan g¢aligmalar rejenerasyon igin gerekli olan
birtakim genleri ortaya ¢ikarmistir. Bu yontemler, aksolotlda rejenerasyonu kontrol
eden onemli gen diizenleyici aglarin daha fazla arastirilmasi igin saglam bir temel
saglamaktadir. Transgenez (canli bir organizmaya transgen adi verilen eksojen bir
genin sokulmasi) sistemdeki son ilerlemenin 6nemli bir yonii olmustur ve simdiye
kadar 1-Scel ve transgenlerin sokulmasi i¢in transpozon bazli ydntemlere
dayanmaktadir. Bu yontemler, rejenerasyon sirasinda kas uydu hiicrelerinin genetik

kaderini incelemek, omurilikte hiicre dongiisiinii bloke etmek ve beyaz mutant
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aksolotlarda pigment hiicresi kusurlarini incelemek i¢in kullanilmistir (125).
Aksolotlda organ yenilenmesini aydinlatmak i¢in son yillarda birgok gen inhibisyon
teknigi kullanilmaktadir. Bunlardan bazilar1 CRISPR/Cas9 sistemi (125), siRNA
inhibisyon sistemi (126) ve morfolino sistemidir (10, 11, 127). Bu teknikler maliyet,
kolaylik ve etkinlik acgisindan birlikte degerlendirildiginde ve CRISPR/Cas9
sisteminin son yillarda in vivo limitasyonlarinin ¢ok¢a calisildigi goz Oniine
alindiginda en ideal teknigin morfolino sistemi oldugu disiiniilmektedir (128).
Morfolino sistemi kullanilarak yapilan inhibisyonlar sonucunda aksolotl kol ve kuyruk

yenilenmesinde gorev alan bazi proteinler belirlenmistir (10, 11).

Morfolinolar (Morfolino oligo-MO), transkripsiyon baslangi¢ bélgesinde veya
mRNA'larn ek yerlerinde kisa sekanslar1 (yaklasik 25 niikleotit) tantyan ve baglayan
ve boylece mRNA'nin translasyonunu veya uygun bir sekilde eklenmesini bloke eden
niikleotit analoglaridir (129). Morfolino oligoniikleotitlerin yapist ve morfolinolarin

mRNA bloklamas1 Sekil 4.4.3.1’de gosterilmektedir (130).
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Sekil 4.4.3.1. Morfolino oligoniikleotitlerin yapisi ve morfolinolarin mRNA bloklamasi. (A) RNA
oligoniikleotid. (B) Morfolino oligoniikleotid. Yesil halka, (A) 'da gosterilen riboz halkalarmin yerini
alan 6 iiyeli morfolino halkasini (B) temsil eder. Iyonik olmayan fosfodiadidat baglantilar1 (B, kirmizi),
(A) 'daki fosfodiester bagmin yerini alir. NBase (mavi) dort standart bazdan herhangi biri olabilir
(Adenin, Sitosin, Guanin veya Timin). (C) Ug birlestirme (Splice)-bloke eden Morfolino Oligo (MO).
MO olmadan, mRNA'nin normal birlesme meydana gelir. MO (mor), anormal sekilde eklenmis bir tiriin
(ekson silme) ile sonuglanan ek yeri akseptdr (splice acceptor) bdlgesini hedefler. (D) Intron
inkliizyonunun olusturulmasi. (E) Ceviri engelleme MO. MO, geviri baslangi¢ bélgesinin bir dizisini (5

") hedefler ve geviri baglatma kompleksinin ilerlemesini engeller (130).

MO'lar ¢esitli model organizmalarda, 6zellikle kurbaga Xenopus laevis'te, tavukta,
aksolotlda, zebra baliginda, deniz kestanesinde ve deniz anemonu Nematostella da
gen inhibisyon ¢alismalar1 i¢in kullanilmaktadir. MO'lar mRNA molekiillerinin
translasyonel bagslangic bolgesine baglanir ve bdylece bdlge bloke edilir; ayrica
mRNA birlestirme islemine miidahale etmek veya mRNA'lari mikroRNA aracili
kayiplardan korumak i¢in tasarlanabilirler. Tiim sekans temelli miidahale araclarinda

oldugu gibi, MO'lar prensip olarak hedef dis1 etkilere egilimlidir. Sistem i¢in genel
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olarak iyi ¢alisan yeterli kontrol kriterleri olusturulmustur. Gen diizenleme niikleazlari,
gelisimsel biyolojide devrim yaratmay1 vaat eder, ancak en azindan simdilik bir¢cok
uygulamada MO'larin yerini alamamaktadir. Ideal bir senaryo, miimkiinse, MO'larin
diger genetik araglarla (mutantlar, CRISPR, baskin negatif reaktifler, vb.) birlikte
kullanimini icermektedir. iki veya daha fazla farkli yaklasim kullanarak ayni sonucu
elde etmek, bilim i¢in ne kadar iyi yapilirsa yapilsin, herhangi bir yaklasimdan ¢ok
daha iyidir. MO'lar, birgok benzersiz avantaja sahiptir (131). Kararlilik, niikleaz
direnci, etkinlik, uzun siireli aktivite, suda ¢oziiniirliik, diisiik toksisite ve essiz
ozgiilliik 6zelliklerini birlestiren baska gen yikma reaktifi (siRNA, PNA, mPNA, S-
DNA ve LNA dahil) yoktur. Tiim bunlar1 sadece Morfolino oligolar1 saglamaktadir.
Morfolinolar, RNA1, siRNA ve fosforotioat esasl oligolardan ¢ok daha iyi 6zgiilliik
saglamaktadir ve katastrofik hedef disi antisens etki olasiligini1 biiyiik Olgiide
azaltmaktadir. Argonaute-bagimli RNAi veya RNase-H-bagimli antisens tarafindan
kullanilan katalitik proteinler, RNA icin gen ekspresyonunun 7 tamamlayicilik
bazindan daha az bir bazda modiile edilmesine izin verirken, bir Morfolino'’nun gen
ekspresyonunu diistirmek i¢in hedefi ile birlikte yaklasik 15 tamamlayiciliga ihtiyaci
vardir. Tipik olarak sentezlenen 25 baz Morfolinolar dylesine etkilidir ki, translasyonu
bloke eden Morfolinolar genellikle gen ekspresyonunu Western blot tarafindan
saptanamayan seviyelere diistirmektedir. Morpholinonun essiz  6zgilligi,
embriyolarda kullanim i¢in son derece diisiik toksisiteye sebep olurken, hedef dis1 gen
modiilasyonu, siRNA'y1 ¢ogu embriyonik sistemde kullanilamaz hale getirmektedir

(132).
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5. YONTEM VE GERECLER

Hippo yolaginin islevselliginin incelenmesi i¢in yapilan tezde Aksolotl gibi yenilenme
kapasitesi yliksek olan ve metamorfoza ugrayabilen bir canlinin kullanilmasindaki
amag, rejenerasyon yeteneginin metamorfoz ile degigsmesi ve neotenik ve metamorfik
aksolotllarin  birbirleriyle karsilastirilabilecek olmasidir. Tezde, neotenik ve
metamorfik hayvanlara kol hasar modeli yapilmistir. 10 giin sonra blastema dokusu
alimarak YAP ve LATS proteinlerinin mRNA seviyeleri belirlenmistir. Ayni giin
alman dokularda fosfo-YAP, fosfo-LATS, YAP immiin boyamalar1 yapilmistir.
Metamorfik ve neotenik aksolotllarin bir kisminda ise hasar modelinden sonra
morfolino sistemi kullanilarak YAP ve LATS RNA’larinin yikilmasi ve proteine
donmesinin inhibisyonu yapilmistir. Inhibisyon sonrasi 6 giin beklenilmistir. Hem
metamorfik hem neotonik aksolotllardan 6 giin sonra alinan dokularda; mRNA
seviyeleri belirlenmistir, fosfo-YAP, fosfo-LATS, YAP immiin boyamalari ile beraber
proteomiks analizleri de yapilmistir. Ayrica bu proteinlerin doku lokalizasyonlari ve
pozitiflik oranlar1 belirlenmistir. Hippo yolagi cogalma siireclerini de yonettigi i¢in
tim deney gruplarinda ¢ogalma belirteci olarak PCNA (proliferating cell nuclear
antigen) antikoru kullanilmistir. Teze ait deney akis semasi Sekil 5.1°dedir. Deney
gruplar1 Tablo 5.1°dedir.

Neotenik Aksolotl Metamorfik Aksolotl

Metamorfoz ( =S _— =g
—_— il D
R 4 TNE
=5

v oy

Kol Hasar1 ve Protein Tayini

Kesit alinan dokulara
Y AP, fosfo-YAP, fosfo-
Kol hasarinin - 10. giinde blastema —_ LATS ve PCNA immiin
yapilmasi dokularinin alinmasi boyamalarimin yapilmas:
ve mRNA seviyelerinin
belirlenmesi

Gen Inhibisyonu ve Yenilenme Takibi

Kesit alinan dokulara
Y AP fosfo-Y AP, fosfo-

10. giinde Yap ve 6 giin boyunca 16. glinde LATS ve PCNA immiin

Kol hasarinin 3 LATS genlerinin X ckstemite blastema
yapilmasi morfolino ile boylarinin takip dokularinin
inhibe edilmesi edilmesi almmasi

boyamalarimin yapilmas: ,
mRNA seviyelerinin
belirlenmesi ve Proteomiks
analizlerinin yapilmasi

[ Uzun siireli hayvan gériintiilemeleri, Goriintii ve Istatistik Analizleri ]

Sekil 5.1. Tez ¢aligmasinin tamamlanmasinda izlenen yontem
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Tablo 5.1. Tezde kullanilan deney gruplari ve gruplarda yapilan teknik tiirleri

Gin 7 (morfolino | Giin 10 (morfolino | Giin 16  (YAP
yok) yok) morfolino, LATS
morfolino ve
kontrol gruplari)
Neotonik Aksolotl | Gergek  zamanli | Gergek  zamanli | Gergek  zamanl
kantitatif kantitatif kantitatif
polimeraz  zincir | polimeraz  zincir | polimeraz  zincir
reaksiyonu reaksiyonu ve | reaksiyonu,
immiin boyama immiin boyama ve
proteomiks
Metamorfik Gercek  zamanl | Gergek  zamanli | Gergek ~ zamanlt
Aksolotl kantitatif kantitatif kantitatif
polimeraz  zincir | polimeraz ~ zincir | polimeraz  zincir
reaksiyonu reaksiyonu ve | reaksiyonu,
immiin boyama immiin boyama ve
proteomiks

5.1. Malzemeler

Calismamizda kullanilan sarf maddeleri marka ve katalog numaralari ile birlikte tablo

5.1.1.” de gosterilmektedir.

Tablo 5.1.1. Kullanilan sarf malzemeleri

Sarf Malzemeler Firma Adi Katalog Numarasi
T3 - 3,3',5-Triiodo-L- Sigma T2877
thyronine
T4-3,53", 5p- Abdi Ibrahim Levotiron (150 mcg)
tetraiyodotironin
NaCl Sigma S9888
NaHCO3 Sigma S6014
KCI Sigma P9541
MgS04.7H20 Sigma M2773
CaCl2.2H20 Sigma C7902
Benzocaine Sigma E1501
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PBS (Phosphate Buffer PanBiotech P04-36500
Saline)

GFP plazmid Addgene 11150
Polyethilenamine (PEI) Sigma 408727
Fetal Bovine Serum (FBS) | ThermoFisher Scientific 16140071
Dulbecco's Modified Eagle | ThermoFisher Scientific 41965039

Medium (DMEM)
RNAzap ThermoScientific AM9780
RNA izolasyon Kiti (Total Norgen 37500
RNA Purification Kit)
Trizol Invitrogen 15596018
Kloroform Sigma 288306
Etanol Merck 100986
NFW (nuclease free water) Qiagen 129115
Komplementer DNA sentez NEB E6300S
kiti (ProtoScript First
Strand cDNA Synthesis
Kit)
MyTag DNA polimeraz Bioline B1021105
Agaroz Merck A4719
SensiFAST™ SYBR® No- Bioline B10-98005
ROX Kit
Uzeri yapiskan kaplama BIO RAD MSB-1001
(Microseal B Adhesive
Sealer)
Pozitif sarjli lamlara ThermoScientific J1800AMNZ
(Superfrost Plus)
Antikor sulandirma Life Technologies 003118
soliisyonu (Antibody
Diluent Reagent)
Fosfo-Y AP birincil antikor Cell Signalling 4911
Technology
Fosfo-LATS birincil Cell Signalling 8654
antikor Technology
YAP birincil antikor Cell Signalling 4912
Technology
PCNA birincil antikor Millipore MABE288
GAPDH birincil antikor Sigma G8795
Kegi-anti Tavsan Ikicil Invitrogen
Antikor Alexa Flour 594
Plus
Kegi-anti Fare ikicil Invitrogen A11037
Antikor Alexa Flour 633
Plus
Doku dondurma s1visi Leica 14020108926
(Tissue Freezing Medium)
PAP PEN Invitrogen 008877

46



PFA Sigma 158127
Bloklama soliisyonu ThermoFisher 37520
Kaplama soliisyonu Sigma C9368
(Mounting Medium )

Triton TX-100 Sigma T8787

H20: Sigma H1009

RIPA (5X RIPA Buffer MyBioSource MBS169028
With Protease Inhibitor

Coctail Reagent)
Akrilamid/BisAkrilamid Ambion AM9022

APS Sigma A3678

TEMED Biofroxx 8027ML100
Trizmabase Sigma T1503-500G
HCI Merck 109057
NaOH Merck 106462
4X Laemli Yiikleme BIO-RAD 1610747
Tamponu
Protein Belirteci BIO-RAD 1610374
Glisin Sigma G8898
NaCl Sigma S9888
MetOH Merck 100837
SDS Sigma L3771
10 pl pipet ucu Gilson F161631
200 pl pipet ucu Gilson F161931
1000 pl pipet ucu Gilson F161670
15 ml falkon Nest NST-601051
50 ml falkon Nest NST-602002
PVDF membran GVS 1214429
FilterPaper BIO-RAD 1703932
ECL BIO-RAD 1705061
AJG Sefaroz boncuklar GE Healthcare 17-0618-01
Beta merkaptoetanol BIO-RAD 1610710
ComassiveBrillant Blue Merck 115444
Aseton Merck 100014
Yagsiz Siit Tozu AppliChem A0830,0500
BSA Bioshop ALB001.100
Tavuk serumu ThermoFisher 16110082
Anti-Rabbit IgG, HRP- Cell Signalling 7074
linked Antibody Technology
Anti-Mouse 1gG, HRP GenDEPOT W3903
conjugated Antibody
FASP (Filter-aided sample Abcam ab270519

preperation — Filtre-
yardimli 6rnek hazirlama)
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5.2. Cihazlar

Calismalarda kullanilan cihazlar: diseksiyon Mikroskobu (Zeiss - StereoV8),
151k mikroskobu AxioZoom V16 (Zeiss), konfokal mikroskobu (Zeiss, LSM800
Confocal), elektroporasyon cihazi (NEPA21 Type II Electroporator), mikrosantrifiij
(ThermoFisher Scientific — MicroRL 21R), 1sitma kalib1 (Heat block — Hangzhou Miu
Instruments), vorteks (Daihan Scientific — VM-10), NanoDrop (NanoDrop One —
ThermoFisher Scientific), PZR Thermal Cycler (BioRad — T100) cihazi, qRT-PCR
CFX Connect-Real Time System (BIO RAD) cihazi, kemiliiminisans cihazi
(ChemiDoc MP Imaging System (Bio-Rad)), doku kesim i¢in Cryostat CM1950
(Leica), protein konsantrasyonlart O6l¢iim cihazi (Qubit 2.0 (Thermo Fisher
Scientific)), kiitle spektrometresi icin SYNAPTG2-Si (Waters) ve ACQUITY UPLC
(Waters) sistemleri, bilgisayarli tomografi U-CT (MiLabs).

5.3. Metamorfoz

Tezde kullanilan aksolotllar, Istanbul Medipol Universitesi Tibbi Arastirma
Merkezi’'nden temin edilmistir. Yapilan gili¢ analizine (power analysis) gore, tez
siiresince 48 adet vahsi tip (wild type) aksolotl (Ambystoma mexicanum)
kullanilmistir. Bu aksolotllardan 12 tanesi neotenik formda kullanilirken, diger 36
tanesi ise metamorfoza indiiklenmistir. Aksolotllar dogumlarindan 1 ay sonra ayr1 ayri
kaplara alinmigtir. Deneyler siirecinde neotenik ve metamorfik aksolotllar 18 °C’de
tutulmustur. Bu calisma icin gerekli izin ve onay Istanbul Medipol Universitesi hayvan
deneyleri yerel etik kurulundan (IMU-HADYEK) alinmugtir. Tezde aksolotl
metamorfozu i¢in 25 nM T3 (3,3',5-Triiodo-L-thyronine — Sigma) kullanilmistir. T3
distile su ile hazirlanip aksolotl kaplarina konulur. 4 hafta sonra T3 konsantrasyonu 5
nM’a disurilir. T3, 4-6 hafta arasinda haftada 1 kere verilir. T3 kullanimi sonrasi
meydana gelen hayvan 6liimleri nedeniyle T4 (3,5,3 ', Sp-tetraiyodotironin- (Levotiron
(150 mcg) — Abdi Ibrahim)) kullanilarak da metamorfoz yapilmustir. Levotiron (T4)
25 mM olacak sekilde distile suda ¢ozdiiriiliir. Haftada 2 ya da 3 kez hayvan basina 25
nM olacak sekilde hayvanlarin suyuna (1 litre) hormon eklemeleri yapilir. T4
uygulamasi da T3 uygulamasi gibidir. T4 ile yapilan metamorfoz 3-4 ay stirmektedir.
Biitiin uygulamalarda distile su ile Holtfreter’s soliisyonu (i¢indeki kimyasallar Tablo

5.3.1°dedir) karistirillmistir (133). Biitiin uygulamalarda; deri dokiilmeleri, solungag
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cekilmesi ve kuyruk kalinligi takibi yapilmistir. Metamorfoz olduktan sonra
(solungaglar tamamen cekildikten sonra) aksolotllarin sular1 250-500 mililitre civarina
distirilmelidir.

Tablo 5.3.1. Holfreter’s soliisyonunun hazirlanmasi igin gerekli kimyasallar. Tabloda verilen degerler
1136 litre soliisyonun hazirlanmasi i¢in gereken miktarlardir.

Sarf Malzemeler Miktar Firma Ad1 | Katalog Numarasi
NaCl 1589.7 gram Sigma S9888
NaHCO3 90.8 gram Sigma S6014
KCI 22.7 gram Sigma P9541
MgS0O4.7H20 181.7 gram Sigma M2773
CaCl2.2H20 90.8 gram Sigma C7902

5.4. Kol hasari

Metamorfik ve neotonik aksolotllarda, hasar modeli olusturmak i¢in olusturulan
yontemlerden biri de kol kesilmesidir. Oncelikle hayvanlar bayiltilmak icin, suda
¢ozdiiriilmiis %0.03 Benzocaine (Sigma — E1501) igerisine konulur. Anestezi kontrolii
icin cimbizlarla hayvanin kollar1 sikistirilir. Hayvanlar diseksiyon mikroskobuna alinir
(Zeiss - StereoV8) ve nester yardimiyla 6n kol yarisindan kesilir. Bu noktada hayvanin
on kolunun 1/3’liik kismi da kesilebilir. Bu tezde kullanilan hayvanlarda 6n kolun
yarist kesilmistir. On kol 6l¢iimii yapilirken parmak uzunluklar1 ihmal edilir. Kemik
ve kemik kalintilarinin uzaklastirilmasi i¢in kemikler kirpilir. Kol kesiminden sonra
kanama meydana geldigi i¢in, kol pamukla silinir. Hayvanlar temiz suyun bulundugu

kaplara geri birakilir (134).
5.5. Morfolino Dizaym

Morfolino  mRNA seviyesinde bloklama yapabilen kimyasal bir inhibisyon
yontemidir. Morfolino dizayni igin oncelikle, YAP ve LATS proteinlerinin sekans

bilgileri axolotl-omics (https://www.axolotl-omics.org/blast) sitesinden alinmustir.

Morfolino dizayn1 ve sentezi GeneTools tarafindan yapilmistir. Sirketten gelen sekans

bilgileri dort farkli biyoinformatik aragla kontrol edilmistir. Bunlar:

1) https://www.gene-tools.com/choosing_the optimal_target

2) http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html

49


https://www.axolotl-omics.org/blast
https://www.gene-tools.com/choosing_the_optimal_target
http://biotools.nubic.northwestern.edu/OligoCalc.html

3) https://www.eurofinsgenomics.eu/en/ecom/tools/oligo-analysis.aspx

4) https://www.genscript.com/tools/oligo-primer-calculation

Etkinlik kontrolii sonras1t morfolino sentezi yine GeneTools tarafindan yapilmistir. 2
ul morfolino blastemalara Hamilton enjektori (SGE 025RN, 25 GA 50MM)
vasitastyla enjekte edilmistir. 1 mM morfolino elde etmek icin, morfolino tozlar1 2 X
PBS (Phosphate Buffer Saline, PanBiotech- P04-36500) ile sulandirilmistir.

Enjeksiyondan dnce morfolinolar 500 uM olarak hazirlanmistir.
5.6. Elektroporasyon

Morfolinolar enjeksiyon yapildiktan sonra, kimyasalin dokularin igine niifuz
edebilmesi igin por agma ve transfer amagli elektroporasyon yapilmaktadir. Aksolotl
Aksolotllar, %70.03

Benzocaine kullanilarak anestezi altina alinir. Sonrasinda hayvanlar elektroporasyon

calismalarinda  elektroporasyon sik¢a kullanilmaktadir.

islemi icin soguk PBS icine alinir. Elektroporasyon icin NEPA21 Type Il
Electroporator kullanilmistir. Por agmak ve transfer yapmak icin kullanilan ayarlar

Tablo 5.6.1°dedir.

Tablo 5.6.1. Elektroporasyon i¢in uygulanan protokol. Literatiirdeki mevcut elektroporasyon
protokolii kullanilmustir.

Voltaj Vurus Vurus Vurus Azalma | Kutupsallik
V) uzunlugu araligi sayisl orant (%)
(milisaniye) | (milisaniye)
POR ACMA ICIN VURUS
150 5 10 3 0 +
TRANSFER VURUSU
50 50 950 5 0 +

Elektroporasyon etkinliginin belirlenmesi i¢in elektroporasyon protokolii in vivo
olarak uygulanmistir. Bu amagla GFP plazmidi (Addgene — 11150) aksolotl blastema
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dokusuna Hamilton enjektorii ile enjekte edilmistir. Enjeksiyon sonrasi yukarida
ayarlar1 bulunan elektroporasyon protokolii dokulara uygulanmistir. Plazmid verilen
dokularin enjeksiyon dncesi ve enjeksiyondan sonraki 4. ve 7. giinlinde AxioZoom
V16 (Zeiss) mikroskobu kullanilarak floresan fotograflari c¢ekilmistir. Kullanilan
plazmidin etkinligi i¢in de HEK293T hiicrelerine Polyethilenamine (PEI, Sigma —
408727) kullanilarak plazmid transfekte edilmigtir. Kullanilan PEI 10
miligram/mililitre olacak sekilde distile su ile hazirlanmis ve 0.22 um filtrelerden

gecirilmistir. PEI ile transfeksiyon protokolii asagidaki gibidir:

1. %80 oraninda petriyi doldurmus olan hiicreler, 1:4 oraninda yeni cam petriye
ekildi.

2. Ertesi giin %60 yogunluga ulasan petri secildi.

3. Hiicrelere taze %2 Fetal Bovine Serum (FBS, ThermoFisher Scientific —
16140071) eklendi ve 2 saat inkiibasyona birakildi

4. 520 pl Dulbecco’s Modified Eagle Medium (DMEM, ThermoFisher Scientific —
41965039) , 5 pgram plazmid DNA’s1 ve 30 ul PEI ayni tiipe konuldu ve yavasga
karigtirildi.

5. Hazirlanan karisim hiicrelerin {izerine yavasca konuldu ve 4 saat inkiibe edildi.

6. PEI plazmid DNA’s1 ve DMEM igeren besi yeri, %2 FBS iceren yeni DMEM ile
degistirildi. Ertesi giin FBS oran1 %10°a ¢ikarildi.

7. 72 saat sonra konfokal mikroskobunda (Zeiss, LSM800 Confocal) goriintiileme
yapildu.

5.7. RNA izolasyonu ve komplementer DNA sentezi

Kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu ile orneklerde ki mMRNA
seviyeleri belirlenmektedir. Bu reaksiyon dncesinde dokulardan total RNA izolasyonu
yapilmaktadir. RNA izolasyonundan sonra, RNA zincirleri komplementer DNA’ ya
cevrilmektedir. Total RNA izolasyonu i¢in Trizol yontemi kullanilmistir. Calismanin
ilerleyen agsamalarinda RNA izolasyon kiti (Norgen- Total RNA Purification Kit —
37500) temin edildigi i¢in ¢alismaya bu kit ile devam edilmistir. Trizol kullanilarak
yapilan RNA izolasyon protokolii:

1) Dokular 6nce sivi azota alinir, sonrasinda -80 °C’de muhafaza edilir.
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2) Deneye baglamadan o6nce RNAzap (ThermoScientific — AM9780) ile
kullanilacak malzemeler ve laboratuvar alani1 temizlenmelidir.

3) Santrifiij +4 derecede olmali; 1sitma kalibi (Heat block — Hangzhou Miu
Instruments) 60 dereceye ayarlanmali, siv1 azot, buz, 5 ml’lik enjektor, havan,
bisturi, cimbiz, tipler (2 ml’lik ependorf-3 adet) ve soliisyonlar hazir
tutulmalidir.

4) Havana bir miktar sivi azot aliir ve dokular yavas¢a ezilerek toz haline
getirilir.

5) Sivi azotta sogutulan bisturi ile kapagi delinerek sivi azotta sogutulan
ependorfa 6rnekler alinir. Tiip sivi azota tekrar alinir ve sivi azotta bir sure
bekletilir.

6) Orneklerin bulundugu tiiplere yeni kapaklar takilir (delik kapaklarin yerine). 1
ml Trizol (Invitrogen-15596018) eklenir (50-100 mg doku basina).

7) Ornekler 5 saniye vortekslendikten (Daihan Scientific — VM-10) sonra 2
dakika oda sicakliginda inkiibe edilir. Enjektor ile mekanik pargalama igin al-
ver (tritiirasyon) yapilir ve 2 dakika oda sicakliginda bekletilir.

8) Trizol miktarinin 1/5’i kadar (200 ul) kloroform (Sigma — 288306) (oda
sicakliginda) eklenir. Ardindan 15 saniye vorteks yapilir. Bu asamada faz
ayrimi goriilmektedir. Faz ayrimi goriilmezse yukari-asagi yapilabilir. 2-3
dakika inkiibasyona birakilir. Ust fazda RNA bulunmaktadir.

9) 15 dakika 14000 G’de (ThermoFisher Scientific — MicroRL 21R) (4 derecede)
santrifiij edilir.

10) Ust faz yeni tiipe almnir.

11) Trizol miktarinin 1/2 si kadar (yani 500 pl) isopropanol (Sigma - 19516)
eklenir. 15 dakika oda sicakliginda inkiibe edilir.

12) Inkiibasyon sonrasinda 15000 G’de 10 dakika santrifiij edilir. Siipernatant
atilir.

13) Trizol miktar1 kadar (1 ml) etanol (Merck - 100986 - %75 absolute etanol)
eklenir. Hemen 8000 G’de 5 dakika santrifiij yapilir. Bu asamada kesinlikle
vortex yapilmaz.

14) Santrifiij sonras1 ist faz atilir ve pellet bolgesi isaretlenir. Ciinkii etanol

uctugunda pellet gériinmesi zordur. 5 dakika havada kurumasi saglanir. Tiipler
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ters birakilir. Etanoliin ve suyun tamamen ugmasi istenmez ¢iinkii sonraki
adimda RNA ¢oziilmesini zorlastirir. Varsa biiyiik damlalar pipetle alinir.

15) 10 ul (6rnege gore 25 ul) NFW (Qiagen - 129115 - nuclease free water) ile
¢Ozliniir ve direk buza alinir.

16) Ornekler sicaklik kalibinda 60 derecede 10 dakika inkiibe edilir. Ardindan
direkt buza alinir ve NanoDropta (NanoDrop One — ThermoFisher Scientific)
Olctim yapilir.

17) RNA’lar birkag giin igerisinde kullanilacaksa -20 °C’de saklanabilir. Uzun siire
sonra kullanilacaksa -80 °C’de saklanir.

RNA izolasyonunda klasik yonteme ek olarak kit de kullanilmistir. Kitin igerisinde

bulunan sirketin 6nerdigi protokol takip edilmistir. Protokol asagidaki gibidir:

1) Dokular 6nce sivi azota alinir, sonrasinda -80 °C’de muhafaza edilir.

2) Deneye baslamadan 6nce RNAzap (ThermoScientific — AM9780) ile
kullanilacak malzemeler ve laboratuvar alani temizlenmelidir.

3) Havana bir miktar sivi azot alinir ve dokular yavasga ezilerek toz haline
getirilir.

4) Toz haline getirilen pargalar yeni ependorfa alinir ve pargalarin {izerine 600 pul
Buffer RL eklenir. 5-10 kere steril insiilin enjektorii ile al-ver iglemi yapilir.

5) Hiicre artiklarinin ¢okmesi igin 6rnekler 2 dakika boyunca dondiiriiliir (Daihan
Scientific) (spin down). Ustte kalan s1v1 kisim yeni tiipe aktarilir.

6) Orneklerin iizerine 600 ul %70 etanol eklenir. Bu karisim vortekslenir.

7) Karisimdan 600 pl alinip koleksiyon tiiplerine eklenir ve 1 dakika boyunca
3500 G’de santrifiyj edilir. Bu islem kalan karisim i¢in tekrarlanir.

8) Kaolonlara 400 pl yikama soliisyonu A eklenir ve 1 dakika boyunca santrifiij
edilir. Bu islem 3 kere tekrarlanir.

9) En son yikamadan sonra tiipler bos bir sekilde 5 dakika santrifiij edilir. Bu
islemin ardindan tiipler 2 dakika agzi acik sekilde bekletilir.

10) Kolonlara 50 pl eliisyon soliisyonu A eklenir ve 200 G’de 2 dakika santrifiij
edilir. Ardindan 1400 G’de 1 dakika santrifiij yapilir.

11) Ornekler direkt buza alinir ve NanoDropta (NanoDrop One — ThermoFisher
Scientific) 6lgiim yapilir.

53



12) RNA’lar birkag giin igerisinde kullanilacaksa -20 °C’de saklanabilir. Uzun stire
sonra kullanilacaksa -80 °C’de saklanir.
RNA izolasyonlarindan sonra polimeraz zincir reaksiyonlarinda kullanilmasi igin
RNA’lar komplementer DNA’lara g¢evrilir. Bunun igin de kit kullanilmistir (NEB —
ProtoScript First Strand cDNA Synthesis Kit — E6300S). Sentez i¢in uygulanan
protokol tedarik¢i firmanin 6nerdigi protokoldiir:
1) RNA ornekleriyle primer d(T)2z VN karistirildi. RNA miktar1 en fazla 6 ul
olmalidir. Deney gruplarinda kullanilan RNA miktarlar1 Tablo 5.7.1’dedir.
2) Opsiyonel olarak sunulan RNA denatiirasyonu 70 °C’de 5 dakika boyunca
yapilir.
3) Sonrasinda 10 pl M-MuLV reaksiyon karisimi ve M-MuLV enzim karigimi
orneklere eklenir.
4) Komplementer DNA sentezi i¢in Ornekler sirasiyla; 25 °C’de 5 dakika, 42
°C’de 1 saat ve 80 °C’de 5 dakika inkiibe edilir. Enzim inaktivasyonu i¢in 80
°C’de 5 dakika inkiibasyon yapilir. Polimeraz zincir reaksiyonlari igin,

sentezlenen DNA’lar en az 1/10 oraninda kullanilir.

Tablo 5.7.1. Deney gruplarinda kullanilan RNA miktarlari

Deney Gruplart (Neotonik ve | Kullanilan RNA miktar1 (nanogram)
Metamorfik)

Morfolino Etkinlik Grubu 315
Giin 7 grubu 303,3
Giin 10 grubu 322
Gilin 16 grubu 600

Sentezlenen cDNA’lar, klasik polimeraz zincir reaksiyonu (PZR) ile kontrol edildi. Bu
amacla MyTaq DNA polimeraz (Bioline — BIO21105) kullanildi. PZR Thermal Cycler
(BioRad — T100) cihazi ile yapildi. PZR sonrast tiriinler %2’lik agaroz (Merck, A4719)
jelde yiiriitiildii. Jelin hazirlanmasi ve yiiriitiilmesinde 1X TAE soliisyonu kullanildi.
Jel, 100 voltta 20 dakika yiiriitiildiikten sonra ChemiDoc MP Imaging System (Bio-
Rad) cihaz1 ile goriintiilemeleri yapildi. MyTaq kullanilarak yapilan PZR
reaksiyonunda kullanilan karisim miktarlar1 Tablo 5.7.2°dedir. Polimeraz zincir

reaksiyonunda kullanilan ayarlar ise Tablo 5.7.3’tedir.
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Tablo 5.7.2. MyTag DNA polimeraz kullanilarak yapilan Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan
karisim miktarlari.

Reaksiyon karigimi Miktarlar (1 6rnek igin)
MyTaq DNA polimeraz enzimi 1pl

cDNA Kalib1 1l

Ileri primer 1l

Geri primer 1ul

5x MyTagq soliisyonu Sul

Niikleaz olmayan su 16 ul

Tablo 5.7.3. MyTaq DNA polimeraz kullanilarak yapilan Polimeraz zincir reaksiyonunda kullanilan
ayarlar

Sicaklik Zaman (Kag kez tekrarlandigi)
95°C 1 dakika (1 tekrar)

95°C 15 saniye (34 tekrar)

55°C 15 saniye (34 tekrar)

72°C 15 saniye (34 tekrar)

72°C 5 dakika (1 tekrar)

4°C 0

5.8.Kantitatif Gercek Zamanh-Polimeraz Zincir Reaksiyonu (QRT-PCR)

Kantitatif Gergek Zamanli-Polimeraz Zincir Reaksiyonu, hiicre ve/veya dokulardaki
MRNA miktarlarini, spesifik genlerde, kantitatif olarak belirlenmesine yarayan
metottur. Oncelikle RNA izole edilir ve RNA miktarlar1 karakterize edilir. Ardindan
komplementer DNA sentezlenir ve ardindan PZR sablonu olarak kullanilir. Gergek
zamanli PZR makinesinde analiz i¢in kullanilan ¢ikt1 verilerini olusturmak i¢in ham
floresan verileri toplanir. Referans genlerle (GAPDH gibi) sonuglar1 normallestirmek
icin normalizasyon faktorleri hesaplanir. Floresan verilerin normallestirme faktoriine
boliinmesi ile normallestirilmis veriler tiretilir ve sonrasinda veriler istatistik i¢in hazir

hale gelir. Bu PZR tipinde yapilan adimlar Sekil 5.8.1’de gosterilmistir (135).
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RNA Izolasyonu ve Karakterizasyonu

Ham Floresan Verilerin Alinmas:

v

Komplementer DNA Sentezi Referans Degerlerinin Belirlenmes:

}

Referans Gene Gére Normalizasvon
L 4

Gergek zamanls PZT Verilerinin Eldesi
Esik sikliistinin (Ct) Avarlanmas:
Normalizasyon Faktérlerinin Olusturulmasi Replikasyonlarinin Ortalamalarinin Hesaplanmas:
— Floresan Verilerin Alinmast

L 2
Verilerin Normalizasyonu

L 2
Verilerin Analizi

\
( \

Bivolojik Tekrarlarin Ortalamasinin Alinmasi

|

Ug Degerlerin Belirlenmesi ve Atilmasi

|

Istatistiksel Testlerin Yapilmas:

Sekil 5.8.1. Kantitatif Gergek Zamanli-Polimeraz Zincir Reaksiyonu i¢in yapilan adimlarin akig
diagrami.

RNA izolasyonundan sonra komplementer DNA sentezi yapildi. Izolasyonlar ve
sentezler ikiser tekrarli yapildi. Kantitatif Gergek Zamanli-Polimeraz Zincir
Reaksiyonu i¢in SensiFAST™ SYBR® No-ROX Kit (Bioline-BI10-98005) kullanildx.
Her grup i¢in 6ncelikle referans gen ile (Elfla) normalizasyon yapildi. Cikan verilere
gore sulandirma katsayilar1 hesaplandi. Sulandirma katsayisi i¢in yapilan hesap her
grup i¢in ayr1 ayri yapildi. Sulandirma katsayisinin nasil yapildigina dair 6rnek Tablo
5.8.1’dedir. Sulandirma katsayis1 hesaplandiktan sonra hesaplatilan katsayilar
kullanilarak Kantitatif Ger¢ek Zamanli-Polimeraz Zincir Reaksiyonu karisimlari
hazirlandi. Karisimda olan malzemeler Tablo 5.8.2’dedir. Karigimlarda konulan ileri
ve ters primerlerden referans genin dizi bilgisi literatiirden alindi. Diger primer
dizaynlari ise Primer 3.0 (http://bioinfo.ut.ee/primer3/) yazilimu ile yapildi. Her primer
tipt icin 200 nM final konsantrasyonlu primerler kullanildi. Karisim 6zel 96’lik

petrilere (HardShell 96 well plates, BIO RAD) ayri ayr1 konuldu. Uzeri yapiskan
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kaplama (Microseal B Adhesive Sealer MSB-1001, BIO RAD) ile kapatilip hizlica
reaksiyonun baglamasi igin cihaza gotiiriildii. Reaksiyon i¢in CFX Connect-Real Time
System (BIO RAD) cihazi kullanildi. Cihazda kullanilan ayarlar Tablo 5.8.3’tedir.
Her Kantitatif Gergek Zamanli-Polimeraz Zincir Reaksiyonu 3 biyolojik ve 3 teknik
tekrarlt yapildi. Relatif mesajc1 RNA ifadeleri 2°AACt yontemi ile hesaplandi.

Tablo 5.8.1. Ornek sulandirma katsayist hazirlama tablosu. Oncelikle cihazdan alinan verilerin
ortalamalar1 alinir. En diisiik ve en yiiksek Cq degerleri uygun tabloya yazilir. En yiiksek deger en diisiik
gen ifade profilini ifade etmektedir. O yiizden en yiiksek degerin sulandirma katsayisi da en konsantre

olan olmalidir. En yiiksek degerden diger degerler ¢ikarilarak 2 olacak sekilde hesaplama yapilip
asagidaki tablo gibi olusturuldu.

Grup Ismi Cq Degeri Hesaplama Sulandirma
Katsayisi

Kontrol (Elfla) 20,85 2(21.85-20.85)= 2 1:20

YAP morfolino 21,85 2(21.85-21,85)= 1 1:10

verilen 6rnek

(Elfla)

LATS morfolino | 21,18 2(2185-2L18)= 1 6 1:16

verilen 6rnek

(Elfla)

Tablo 5.8.2. Kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu igin kullanilan malzemeler.
Asagidaki gibi karigimlar her grup icin en az 3’er kuyucuk olacak sekilde uygun plakalara konuldu.
Hizli bir sekilde buz iizerine alinan 6rnekler cihaza konuldu.

Malzeme Ismi Miktar
Syber Green 5ul
Niikleaz olmayan su 2 ul
Ileri Primer 1l
Geri Primer 1 ul
Uygun sulandirmalar yapilan 1 ul
Komplementer DNA

Tablo 5.8.3. Kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu i¢in kullanilan cihaz parametreleri.
Uygun kuyucuklara uygun isimlendirmeler yapildiktan sonra tablodaki ayarlar cihazda uygulandi.

Sicaklik Zaman (Kag kez | Amag
tekrarlandig)
95°C 2 dakika (1 tekrar) Polimeraz aktivasyonu
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95°C 5 saniye (39 tekrar) Denatiirasyon

55°C 10 saniye (39 tekrar) Baglanma (annealing)

72°C 15 saniye (39 tekrar) Uzama (extension)

5.9.Immiinohistokimya

Doku boyamalar1 (immiinohistokimya) biitiin deney gruplarinda yapildi. Dokularda
YAP, fosfo-YAP, fosfo-LATS ve PCNA (gogalan hiicre belirteci, proliferating cell
nuclear antigen) proteinlerinin hem lokalizasyonlart hem de bu proteinler bakiminda
pozitiflik durumlar1 ve yiizdeleri belirlendi. Bu amaglar dogrultusunda 2 farkli yontem
kullanildi. Tk ydntem basarili olmadi fakat ikinci yontem basarili oldu. Ikinci yontem
kurbagalarda YAP protein boyamasmin yapildigi yayindan alintilandi. Her iki
protokolde de aymi primer ve sekonder antikorlar kullanildi. Bu antikorlarin
sulandirma miktarlar1 da ayni kullanildi. Sulandirmalar i¢in antikor sulandirma
soliisyonu (Antibody Diluent Reagent - Life Technologies - 003118) kullanildu.
Kullanilan birincil ve ikincil antikorlar ve kullanilan antikorlarin sulandirma miktarlari
Tablo 5.9.1°dedir. Kullanilan iki protokolde dokular 25 mikrometre boyunda kesildi.
Kesim i¢in Cryostat CM 1950 (Leica) cihazi kullanildi.

Tablo 5.9.1. Calismada kullanilan birincil ve ikincil antikorlarin isimleri katalog numaralar1 ve
sulandirma katsayilari

Antikor Ismi Firma ve Katalog | Sulandirma Katsay1si
Numarasi
Fosfo-YAP Cell Signalling | 1:250

Technology - 4911

Fosfo-LATS Cell Signalling | 1:250
Technology - 8654

YAP Cell Signalling | 1:250
Technology - 4912
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PCNA Millipore - MABE288 1:250

Plus

Kegi-anti Tavsan Ikicil | Invitrogen — A11037 1:250
Antikor Alexa Flour 594

Plus

Kegi-anti ~ Fare Ikicil | Invitrogen — A11037 1:250

Antikor Alexa Flour 633

Tezde kullanilan protokollerden ilki asagidaki gibidir:

1)
2)

3)

4)

5)
6)

7)

8)
9)

-80 derecede saklanilan dokular ¢ikartilip -20 dereceye alinir.

Dokular, doku dondurma sivist (Tissue Freezing Medium, Leica,
14020108926) i¢ine gomiiliir.

Gomiilen dokular, doku kesim cihazina (Cryostat) yerlestirilir ve 25
mikrometre boyutunda kesilir.

Kesilen dokular pozitif sarjli lamlara (Superfrost Plus, ThermoScientific-
J1800AMNZ) konuldu. Dokularin etrafi PAP PEN (Invitrogen — 008877) ile
¢izildi. Dokularin kurumamasi i¢in dokularin {izerine PBS eklenir.

Dokulara %4 PFA (Sigma — 158127) eklendi ve 15 dakika bekletilir.

2 kez PBS yikamasindan sonra, dokulara %30 bloklama soliisyonu
(ThermoFisher — 37520), %70 PBS ve %0,05 Tween-20 igeren karisim eklenir
ve 45 dakika boyunca bekletilir.

2 kez PBS yikamasindan sonra, dokulara primer antikorlar (Y AP, fosfo-YAP,
fosfo-LATS ve PCNA) eklendi ve dokular gece boyunca +4 °C’de gece boyu
bekletilir.

Primer antikoru sonrasi, dokular sekonder antikorlarla 3 saat inkiibe edilir.

2 kez PBS ile yikanan dokulara DAPI eklendi. 5 dakika sonra 2 kez PBS

yikamasi yapilir.

10) Dokulara kaplama soliisyonu (Mounting Medium — C9368) eklendi ve lam ile

kapatilir.

11) Goriintiilemeler konfokal mikroskobu (Zeiss LSM800) ile yapilir.
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Ikinci kullamlan protokol ise literatiirde bulunan bir protokoldiir (92). Daha ileri

calismalara ihtiya¢ duymasina ragmen bu protokolden sonug alinabilmistir. Protokol

asagidaki gibidir :

1)
2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)
9)

-80 derecede saklanilan dokular ¢ikartilip -20 dereceye alinir.

Dokular, doku dondurma sivisi (Tissue Freezing Medium, Leica,
14020108926) igine gdmiiliir.

GoOmiilen dokular, doku kesim cihazina (Cryostat) yerlestirilir ve 25
mikrometre boyutunda kesilir.

Kesilen dokular pozitif sarjli lamlara (Superfrost Plus, ThermoScientific-
JI800AMNZ) konuldu. Dokularin etrafi PAP PEN (Invitrogen — 008877) ile
¢izildi. Dokularin kurumamasi i¢in dokularin iizerine PBS eklenir.

Dokulara %4 PFA (Sigma — 158127) eklendi ve 15 dakika bekletilir. Bu islem
iki kere tekrar edilir.

Dokulara sirastyla %0.1 Triton TX-100 (Sigma — T8787) (20 dakika), %0.3
H>O> (Sigma — H1009) (10 dakika) ve %2 FBS (1 saat) eklenir.

dokulara primer antikorlar (YAP, fosfo-Y AP, fosfo-LATS ve PCNA) eklenir
ve dokular gece boyunca +4 °C’de gece boyu bekletilir.

Primer antikoru sonrasi, dokular sekonder antikorlarla 3 saat inkiibe edilir.

2 kez PBS ile yikanan dokulara DAPI eklenir ve 5 dakika sonra 2 kez PBS

yikamasi yapilir.

10) Dokulara kaplama soliisyonu (Mounting Medium — C9368) eklendi ve lam ile

kapatilir.

11) Goriintiilemeler konfokal mikroskobu (Zeiss LSM800) ile yapilir. Sadece

sekonder antikor konularak yapilan boyamalar referans alinarak

goriintiilemeler yapilir.

12) DAPI ve diger antikorlarin sayimi1 ZenBlue (Zeiss) yazilimi ile yapilir.

5.10.Western Blot

Izole edilen dokularda protein miktarin1 belirlemek igin Western Blot denemeleri

yapilmistir. Protein izolasyonu i¢in RIPA (5X RIPA Buffer With Protease Inhibitor

Coctail Reagent — MBS169028) kullanilmigtir. Literatiirde aksolotlda kullanilan

Western Blot protokollerinin ¢ogu denenmistir. GAPDH ve PCNA antikorlar1 harig
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YAP, fosfo-YAP ve fosfo-LATS antikorlarinda yapilan denemeler basarisiz olmustur.

Protein izolasyon protokolii ve Western Blot protokolleri asagidaki gibidir.

Protein izolasyonu:

1)
2)
3)
4)
5)
6)
7)
8)
9

Buzun iizerinde dokular parcalara ayirilir ve agirhigi ol¢iiliir.

Ependorf tiipe aktarilan doku pargalari likit nitrojen ile dondurulur.

Her 5 miligram doku i¢in 300 pl RIPA soliisyonu eklenir ve homojenize edilir.
2 kere soguk RIPA (400 pl) ile yikama yapilir.

Dokular bu sekilde 2 saat boyunca +4 °C’de ajite edilir.

Ornekler 13000 G’de 20 dakika boyunca (+4 °C’de) santrifiij edilir.

Izole proteinlerin bulundugu sivi kisim yeni tiipe alinir ve -20 °C’de saklanur.
Protein konsantrasyonu kabaca NanoDrop’ta dl¢iiliir.

Her kuyucuk basima 20 pg protein kullanilir.

Western Blot Protokolu

1)

2)
3)

4)

5)

6)

20 ug protein, %10 B-merkaptaetanol (Bio-Rad - 1610710), 4X Laemmli (Bio-
Rad - 1610747) ve distile su kullanilarak 25 pl karisim hazirlanir.

Karisim 1sitict cihazda 95 °C’de 5 dakika boyunca inkiibe edilir.

%10 luk ayirma jeli hazirlanir. Jelin igeriginde distile su (4.1 ml), 3.3 ml
Acrylamide/bis (30% 37.5:1; Ambion - AM9022), 2.5 ml Tris-HCI (1.5 M, pH
8.8, Merck - 109057), 100 ul %10 SDS (Sigma - L3771), 10 ul TEMED
(Biofroxx - 8028ML100) ve 32 ul %10 Ammonium persulfate (APS, Sigma -
A3678) bulunmaktadir.

Ayrima jeli donduktan sonra %4’liik toplama jeli hazirlanir. Jelin igeriginde
distile su (6.1 ml), 1.3 ml Acrylamide/bis (30% 37.5:1), 2.5 ml Tris-HCI (0.5
M, pH 6.8), 100 pl %10 SDS, 10 ul TEMED (Bio-Rad) ve 100 pl %10
Ammonium persulfate (APS) bulunmaktadir.

Jeller hazirlandiktan sonra protein Orneklerinin bulundugu karigimdan 20 pl
kuyucuga konulur.

1X yiiriitme soliisyonu ile doldurulan tankta proteinler 15 dakika 70 voltta; 45
dakika ise 120 voltta yiiriitiiliir. Yiriitme solisyonu (pH 8.3) iceriginde 25 mM
Tris Base (Sigma - T1503), 192 mM Glycine (Sigma - G8898) ve %0.1 SDS

bulunmaktadir.
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7) 0,42’lik PVDF membran (GVS - 1214429) 30 saniye boyunca aktiflestirilir.
Yiriitmenin ardindan jel distile suya almir. 1X transfer soliisyonunda
membran, yastik ve kaset sistemleri bekletilir. Transfer soliisyonu (pH 8.3)
igeriginde 48 mM Tris Base, 39 mM Glycine ve %20 metanol (Merck -
100837) bulunmaktadir.

8) Transfer soliisyonu ile 1slandiktan sonra ‘sandwich’ modeli olusturulur. Bu
modelde malzemeler + taraftan — tarafa dogru siinger, filtre kagid1 (Bio-Rad -
1703932), PVDF membran, jel, filtre kagidi, siinger seklinde konulur. Bu
model hazirlanirken baloncuk olmamasina dikkat edilir.

9) Proteinler yari-kuru (semi-dry, Bio-Rad) sistemi kullanilarak membrana
transfer edilir. Transfer 1,3 amperde, 25 voltta ve 10 dakikada yapilir.

10) Transferden sonra, membran bloklama igin %5’lik yagsiz siit tozunda
(AppliChem - A08300500) gece boyunca 4 derecede gece boyunca bekletilir.
Bloklama i¢in 20 RPM’de ¢alkalayici kullanilir.

11) Bloklama sonrast membran distile su ile yikanir. Boyut tespiti igin bantlar
kalemle hafifce isaretlenir.

12) Bloklama inkiibasyonu sonrasi membranlar 1:1000 oraninda seyreltilmis
birincil antikorlar (YAP, fosfo-YAP, fosfo-LATS, PCNA ve GAPDH (Sigma
— G8795) gece boyunca 4 derecede inkiibe edilir.

13) Birincil antikor muamelesi sonrast membran 3 kere 10 dakika boyunca 1X
TBST ile yikanir. 10X TBST hazirlamak icin (pH 7,6) 24 gram TrisBase, 88
gram NaCl (Sigma - S9888) ve 10 mililitre Tween 20 (Sigma - P9416) 1 litre
su ile karistirilir.

14) Membranlar ikincil antikorlarla (1:2000- Anti-Rabbit 1gG, HRP-linked
Antibody, Cell Signalling Technology, 7074 ve 1:2000 - Anti-Mouse 1gG,
HRP conjugated Antibody, GenDEPOT W3903) 4 derecede gece boyunca 25
rpm’ de inkiibe edilir.

15) Ikincil antikor inkiibasyonu sonrast membranlar 3 kez 5 dakika boyunca 1X
TBST ile yikanr.

16) Uretici firmanin &nerilerine uygun sekilde ECL (Bio-Rad - 1705061)
sollisyonu kullanilir. 5 dakika karanlikta inkiibasyon sonrasi goriintiileme igin

Chemidoc™ Imaging System (Bio-Rad) kullanilir.
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Diger denenen protokol ise literatiirde fosfo antikor kullanilan aksolotl caligmasina
aittir. Uyguladigimiz protokolden farkli olan bloklama soliisyonunda %10’luk tavuk
serumu (ThermoFisher - 16110082) kullanilmasidir. Bloklama oda sicakliginda 1 saat

yapilmustir (136).
5.11.Proteomiks

Kiitle spektrometresi analizi i¢in FASP (Filter-aided sample preperation — Filtre-
yardimli 6rnek hazirlama, Abcam - ab270519) kiti kullanilmistir. mRNA diizeyindeki
analizlere ek inhibisyon sonrasi genel proteom profilinin ¢ikarilmasi elzem hale
gelmistir. Bu amagla firmanin 6nerdigi sekilde FASP kiti protokolii kullanilmstir.
Kullanilan malzemeler kitin icerisindeki malzemelerdir. Proteomiks analizleri Istanbul

Medipol Universitesi Proteomiks Laboratuvarinda yapilmustir.
Protein izolasyonu ve FASP protokolii:

1) Dokular demir boncuklarm oldugu tiipe aktarilir. Ornegin iizerine buzun
icerisinde 500 pl amonyum bikarbonat ve 7 ul proteaz inhbitér kokteyli
eklenir. Homojenizatérde mekanik parcalama i¢in her 6rnek 4 kere 10
saniyelik periyotlarla dondiiriiliir.

2) Ornekler 5 dakika boyunca sonikasyona maruz birakilir. Ardindan 250 pl
ornege 250 pul UPX ve 5 pL proteaz inhibitdr kokteyli (protein yikimini
engellemek i¢in) konulur. UPX, SDS ve DTT karisimidir. SDS dokulari
parcalarken; DTT de distilfit baglarin1 parcalamaktadir.

3) Ornekler ¢alkalayicida (600 RPM’de) 10 dakika boyunca 100 °C’ye kadar
1sitilarak karistirilir.

4) Ornekler izl bir sekilde +4°C’ye almir ve en az 1 saat boyunca inkiibe edilir.

5) 1 saat sonra 16000 G’de 10 dakika boyunca santrifiij edilir. Siipernetant
LoBind tiiplere konulur.

6) Protein konsantrasyonlart Qubit 2.0 (Thermo Fisher Scientific) cihazi ile
yapilmistir. Kit olarak Qubit Protein Assay Kit (Thermo Fisher Scientific-
Q33212) kullanilmistir. Kit protokoliinde firmanin Onerdigi protokol
kullanilmistir. Konsantrasyon tayini sonucunda ornekler, 50 pg/30 ul olacak

sekilde ayarlanmistir.
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7) 30 pl 6rnegin tizerine 200 ul iire ilave edilir. Karisim filtreli FASP tiiplerinin
tizerine eklenir ve 15 dakika boyunca 14000 G’de santrifiij yapilir. Bu iglem
iki kez tekrarlanir.

8) Bu asamadan sonra toplama tiiptindeki s1vi kisim atilir. Filtreli tiiplin {izerine
10 pl iyodoasetamid ve 90 ul iire eklenir ve inkiibasyon i¢in karanlikta 20
dakika beklenir.

9) Orneklere 10 dakika boyunca 14000 G’de santrifiij yapilir.

10) Orneklere 100 ul iire eklenir ve &rneklere 10 dakika boyunca 14000 G’de
santrifiij yapilir. Bu islem 3 kere tekrarlanir.

11) Filtrenin tizerine 100 pl amonyum bikarbonat (50mM) eklenir.

12) Ornekler 10 dakika boyunca 14000 G’de santrifiij yapilir ve bu islem 3 kere
tekrarlanir.

13) Orneklere 75 pl parcalama soliisyonu (1 pg tripsin ve 75ul amonyum
bikarbonat) eklenir. Tiipler parafilmle sarilir ve ornekler 37°C’de 18 saat
inkiibe edilir.

14) Yeni tiipe alinan filtreli 6rneklerin tizerine 40 pl amonyum bikarbonat eklenir
ve orneklere 10 dakika boyunca 14000 G’de santrifiij yapilir. Bu iglem 2 kere
tekrarlanir.

15) Bu asamadan sonra tiipe gelen siipernatant soliisyonu atilmaz. Orneklere 50 pl
sodyum kloriir eklenir ve drneklere 10 dakika boyunca 14000 G’de santrifiij
yapilir ve filtre atilir.

16) Bu asamada 6rnekler liyofilize edilir.

17) Orneklerin iizerine 20 pl %0,1°lik formik asit eklenir. Ornekler cihaza
yiiklenmeden Qubit kiti ve cihazi kullanilarak orneklerin konsantrasyonu

belirlenir. Orneklerin konsantrasyonlar1 100 ng/ ul olacak sekilde ayarlanir.

Peptitlerin analizi i¢in yiliksek ¢oziiniirliiklii kiitle spektrometresi olan SYNAPTG2-Si
(Waters) ve ACQUITY UPLC (Waters) sistemleri kullanilmigtir. Kantifikasyon

metodu olarak HDMSE kullanilmustir. Peptit ayrimi igin 2 adet kolon kullanilmustir.
Kolonlarda %97 mobil faz A (%0,1 FA igeren LC-MS sinifi su) ve sicaklik 55°C’ye

ayarlanmistir. Ayristirma islemi dakikada 0,300 pl olarak ayarlanmistir. Kiitle

spektrometre taramalar1 0,7 saniyelik dongiliyle tarama yapilmistir ve carpisma

enerjileri 10V ve 30V olarak ayarlanmistir. Dalga hiz1 1000'den 55 m/s'ye artirilmistur.
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Cihazda o6n iyon sec¢imi yapilmadan 50-1900 m/z (kiitle/yiik) araligindaki tiim
iyonlarin pargalanmasi saglanmigtir. Peptitlerin tespiti i¢in dnce organizmaya 6zgii
protein veri tabanlar1 kullanilmistir. Peptit analizleri amaciyla PLGS (ProteinLynx
Global Server 3.0.1. Waters®, ABD) ve Progenesis for Proteomics (Progenesis QI-P
2.0.5556.29015 Nonlinear, Waters®) yazilimlar1 kullanilmistir.

Peptit 6zelliklerinin kantitatif analizi ve protein tanimlamalar1 igin Progenesis QI for
proteomics (v.4.0, Waters) kullanildi. Isleme parametreleri olarak; diisiik enerji esigi
icin 150 sayim ve yiikseltilmis enerji esigi icin 30 sayim secildi. Algoritma se¢imi ve
veri analizi i¢in takip edilen parametreler onceki iki makaleden alind1 (137, 138).
Referans veri tabani olarak aksolotl proteom veri tabani kullanildi. Protein
normalizasyonu bilinen peptitler kullanilarak nispi kantitasyona gore gergeklestirildi.
Protein ifade degisiklikleri ve p degeri hesaplamasinda Progenesis QI for proteomics
yazilim1 kullanildi. Elde edilen veri setinde ANOVA testi kullanildi (p<0.01). Gruplar
arasinda 2 kat degisim ve daha fazla degisim gosteren proteinler dikkate alindi. GO ve
KEGG yolak analiz veri tabanlari kullanilarak gorseller iki referans makaleye gore

hazirland1 (139, 140).
5.12.Bilgisayarh Tomografi

Bilgisayarli tomografi, dar bir X-Ray 1s1mnin 6rnek c¢evresinde hizla dondiirtildiigii ve
makinenin bilgisayar1 tarafinda islenen sinyaller {ireten goriintiileme prosediiriinii
ifade etmektedir. Ornekte kesitsel dilim goriintiileri olusturmaktadir. Bu dilimler {ist
iste konularak 3 boyutlu tanimlama goriintiileri ortaya ¢ikmaktadir. Tezde YAP ve
LATS inhibisyonlar1 sonrasi uzun donem kemik gelisiminde degisiklik olup
olmadigmin belirlenmesi i¢in U-CT (MilLabs) cihazt kullanilmistir. Bu sistem
sayesinde biitiin fare viicudu 5 saniye gibi bir slirede goriintiilenebilmektedir. Ayrica
bu tarama diisliik X 1511 radyasyon dozlariyla yapilmaktadir. Sistem kullanilmadan
once cihaz acilir. Hayvanlar Benzokain yardimiyla bayiltilir. Bayilma durumlar
cimbiz ile kontrol edilir. Aksolotllar bayiltildiktan sonra 6zel tomografi kabina alinir.
Hayvanin tomografisinin yapilmasini istenilen bolge secilir. En son hayvan fotografi
ile birlikte kalibrasyon yapilir. Aksolotl i¢in yiiksek ¢oziiniirliiklii tarama modu segilir.
Yiiksek ¢oziiniirlik modunda tarama 15 dakika stirmektedir. Bu siire zarfinda hayvan

ara ara kontrol edilir. Goriintii alindiktan sonra cihazdaki ‘Reconstitution (MiLabs)’
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yazilimi agilir ve goriintii 3 boyuta cevrilir. 3 boyuta ¢evrilen goriintiilerin islenmesi,
parlaklik ve kontrast ayarlarinin yapilmasi i¢in veri ‘IMALYTICS Preclinical 2.1
(MiLabs)’ yazilimina aktarilir. Burada parlaklik ayar1 yapilan goriintiler ‘TIFF’
formatindaki goriintiilere ¢evrilir. Tezde, neotonik hayvanlarda kol hasar1 sonrasi 120.
giinde (yenilenme tamamlandiktan sonra) bilgisayarli tomografi taramasi yliksek

¢ozlintirliikle yapilmistir.
5.13.Istatistik

Istatistik analizlerinde (ortalamalar ve standard hata hesaplamalar1 dahil) GraphPad
Prism 8 (San Diego, CA, USA) kullanildi. Kantitatif ger¢ek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu deneylerinde ve proteomiks verilerinde One-way ANOVA post hoc
Tukey’s testi kullanildi. Immiin boyama deneyi sonucunda hesaplanan yiizdelerde chi-
squared testi kullanildi. Uzuv 6l¢iim deneylerinde Student t-test kullanildi. Anlamlilik
degeri 0.05<p<0.01 oldugunda tek yildiz (*), 0.01<p<0.001 oldugunda iki yildiz (**)
ve p<0.001 oldugunda ti¢ y1ldiz (***) konuldu.
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6. BULGULAR

6.1. Metamorfoz Siireci ve Kol Kesimi

Bu tez calismasinda, metamorfoz gegirmis ve metamorfoz gecirmemis aksolotllarda
kol hasar1 yapildi. Metamorfoz siireci i¢in T4 kullanildi. Metamorfoz siirecinde deri
degisimi ve solungaglarin igine ¢ekilmesi gosterildi. Resim 6.1.1°de neotonik
hayvanlarda deri dokiilmesi ve solungaclarin igerisi ¢ekilmesi gosterildi. Ayrica

metamorfoz siirecindeki hayvanlarda 6liim gozlemlendi. T3 ve T4 kullanilarak yapilan

deneylerde hayvanlarin sadece %33’ hayatta kalabildi.

Resim 6.1.1. Aksolotl metamorfozu. A. Metamorfoz siirecine baglamadan 6nce neotonik aksolotl. B.
T4 veya T3 ilavesinden sonra 6nce hayvanlarin derileri dokiildii. Ayn1 zamanda derilerde siyahlik
goriildii. Dokiilen ve dokiilmekte olan deri parcalar: siyah okla gosterildi. C. Tlerleyen siireglerde deri
dokiilmesine (siyah ok) ek solungaglarin ¢ekildigi (kirmizi ok) goriildii. Metamorfoz siirecinin sonlarina
dogru solungaglarin tamamen kaybolmaya (kirmizi ok) basladigi gézlemlendi.

Calismada model organizma olarak kullanilan aksolotllarda kol hasari sonras1 Hippo
yolagi analizleri yapildi. Kol hasar1 i¢in metot kisminda belirtildigi 6n kolun
yarisindan kol kesildi. Kesim iglemi metamorfik ve neotonik hayvanlarda ayni yerden
yapildi. Hayvanlarin durumlarina gore gogu zaman sag on kol tercih edildi. Neotonik
ve metamorfik hayvanlarda yapilan kol hasar resimleri Resim 6.1.2 ve Resim
6.1.3’tedir. Ayrica metamorfik hayvanda derinin kalinlastig1, gozlerin disar1 daha fazla
¢iktig1 da gorildi (Resim 6.1.3).
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Resim 6.1.2. Neotonik hayvanlarda kol hasar1 ncesi (A) ve kol hasar1 sonrasi (B). Kesilen bolge siyah
daire ile gosterilmistir.

Resim 6.1.3. Metamorfik hayvanlarda kol hasar1 6ncesi (A) ve kol hasari sonrasi (B). Kesilen bolge
siyah daire ile gosterilmistir.
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6.2. Morfolino Dizilerinin Sentezi

Tezde mRNA inhibisyonu i¢in morfolino sistemi kullanildi. Oncelikle YAP ve LATS

proteinlerinin sekans bilgileri aksolotl veri tabanindan elde edildi. YAP ve LATS
protein dizileri Tablo 6.2.1’dedir.

Tablo 6.2.1. Aksolotl protein veri tabanindan elde edilen YAP ve LATS protein sekanslari

Aksolotl
(Ambystoma
mexicanum)

Protein

Dizi

YAP1

MDPNQQAGPAAPSSQPPVGHQIVHVRGDSETDLE
ALFNAVMNPKSAGGLPQTVPMRLRKLPDSFFKPP
EPKSHSRQASTDGGSAGALTPQHVRAHSSPASLQ
LGAVSPGAMTSSGLMAPSGPAPSSQHLRQSSFEIP
DDVPLPPGWEMAKTPSGQRYFLNHIDQTTTWQD
PRKALLSQMNVPAPTSPAVQQNLMNPTAGPLPDG
WEQAMTQDGEIYYINHKNKSTSWLDPRLDPRFA
MNQRLSQSAPLKPPPPLSQSPQSGLMGGGSNQQQ
QMRLQELQMEKQRLRLKHQELLRQVRPQELALR
SQLPTMEQDGGPQNPVSSPGMSQELRTMTTNSSD
PFLNSGTYHSREESTDSGLSMSSYSVPRTPDDFLN
SVDEMDTGDAVNQSTIPSQQTRFPDYLEALPGTN
VDLGTLDGEAMNVEGEELMPSLQEALSSDILNDM
ESVLAATKLDKESFLTWL

LATS2

MRPKTFPATAHSGNSRQRLDEIREGLKQPPSHSIP
VGLGSDTLLDPKVAGKEATRQQQLRPTAKFAPY
QKVLKEIRYSLLPFANESGSPATMEVNRQMLQEL
VNAGCDQEMAVRALKQTGSRNIDAALEYISKMG
YLDPRNEQIVQVIKQTSTGKGMVPNNVAHRQAFE
GSNEPFPPYHQISNAAYDGTNFTDTVGDVQRSIYV
MDYLRSASQTAALNPLGQRPTVVGTHSAAGSHPL
QQKAYSATIETSVMNYSVANHNSQPLQLQGGHG
SNSPHYSRQHLVVQRESMGYGVQRSPSFQNKMQ
QEAGYTTVVQNSSGHTFQHASTGMYMAQSHHK
QTSPSSHPMHVITRGSTYANDFSDTPQTLLTPSRN
SLNMDLYDLSNTQVQQWPATTSRRDSLQNPTME
APSRQHVTFRAEAQVPSRTNSFNNPQHQVPIGKR
QSPSNKQDPSIAVPNAITAVSATHILQPVKSMRVM
RPEPQTAVGPTHPGWLAAQNQAVDGLEMMEPH
ALQVGGSSAYGLDVDFVNQDKRCPPPPYPKHLLL
QSTTEPYDINTLCMGVEQGLRVANNAPCGKSEEN
ASPKSDKSSKSTKAEKTGKDKKQIQTSPVPVRKN
GRDEEKRESRIKSYSPFAFKFYMEQHVENVLKTY
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HQKVNRRLQLEQEMAKARLCEAEQ
QMRKILYQKESNYNRLKRAKMDKSMFVKIKTL

Elde edilen diziler GeneTools formlarina yiiklenerek bu iki proteinin dizilerine karsilik
gelen morfolino sekanslari istendi. Sekans bilgileri Tablo 6.2.2’dedir.

Tablo 6.2.2. Tezde inhibisyon i¢in kullanilan YAP ve LATS proteinlerine karsi sentezlenmis morfolino
dizi bilgileri.

Oligo ismi Sekans Bilgileri
YAP MORFOLINO 5-AGC TTC CTC AGA CGC ATG GGT AC -3
LATS MORFOLINO 5-TAG CAG GAAATGTCTTCGGCCTCAT -3

STANDARD KONTROL |5-CCT CTT ACCTCAGTT ACAATT TATA -3
MORFOLINO

Gonderilen sekanslar ise metot kisminda yazilan veri tabanlarindan kontrol edildi.
Kontrol sonuglarina bakildiginda; her iki morfolino da ideal Guanin-Sitozin yiizdesi
ve ¢ok diistik self-dimer 6zelligi gosterdi. Y AP morfolino i¢in yapilan analiz sonuglari
Tablo 6.2.3’te ve LATS morfolino i¢in yapilan analiz sonuglar1 Tablo 6.2.4’tedir. Her
iki morfolino i¢in self-dimer Ozelliklerini gosteren sonuglar Sekil 6.2.1°dedir.
Firmanin 6nerdigi sekilde kontrol sekansi igeren morfolino da alinmistir. Morfolino
kontrolii i¢in yapilan kantitatif ger¢ek zamanli-polimeraz zincir reaksiyonu
sonuglarina bakildiginda standard kontrol morfolino kullanilmamigtir. Ayni1 zamanda
metamorfozda yasanan Olimler nedeniyle standard kontrol morfolino tercih

edilmemistir.

Tablo 6.2.3. YAP morfolino i¢in yapilan biyoinformatik analizlerin sonuglari
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5'-AGC TTC CTC AGA CGC ATG
GGT AC -3
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YAP Morfolino

Dimer Sequence:
B-GTACCCATGCGTCTGAGGAAGCT -3°
Maximum Delta G: -44.48 kcalimole

Delta G: -5.34 kcalimole Base Pairs: 4

B GTACCCATGCGTCTGAGGAAGCT

¥ TCGAAGGAGTCTGCGTACCCATG

Dela G: -5.38 kcalimole Base Pairs: 4
5 GTACCCATGCGTCTGAGGAAGCT

=
Y TCGAAGGAGTCTGCGTACCCATG
Delta G: -3.65 kcalimole Base Pairs: 4

= GTACCCATGCGTCTGAGGAAGCT

¥ TCGAAGGAGTCTGCGTACCCATG
Delta G: -3.61 kcalimole Base Pairs: 2
& GTACCCATGCGTCTGAGGAAGCT

¥ TCGAAGGAGTC TGC GTACC CATG
Delta G: -3.14 kcalimole Base Pairs: 2
5 GTACCCATGCGTCTGAGGAAGCT

¥ TCGAAGGAGTC TGC GTACCCATG
Delta G: -3.14 kcalimeole Base Pairs: 2
5 GTACC CATGC GTCTGAGGAAGCT

[ -
¥ TCGAAGGAGTCTGCGTACCCATG
Delta G: -3.07 kcalimole Base Pairs: 2
5 GTACCCATGCGTCTGAGGAAGCT

¥ TCGAAGGAGTCTGE GTACCCATG
Delta G: -3.07 kcalimole Base Pairs: 2
5 GTACCCATGCGTCTGAGGAAGCT

¥ TCGAAGGAGTC TGC GTACC CATG
Delta G: 1.6 kcallmole Base Pairs: 2
5 GTACC CATGC GTCTGAGGAAGCT

¥  TCGAAGGAGTCTGCGTACCCATG
Delta G: -1.6 kcallmole Base Pairs: 2
5 GTACC CATGC GTCTGAGGAAGCT

¥ TCGAAGGAGTCTGCGTACCCATG

Delta G: -1.6 kcallmole Base Pairs: 2
B GTACCCATGCGTCTGAGGAAGCT

|
¥ TCGAAGGAGTCTGCGTACCCATG

Delta G: -1.57 kcalimole Base Pairs: 2
E GTACCCATGCGTCTGAGGAAGCT

|
¥ TCGAAGGAGTCTGCGTACCCATG

244000 L/(mole:cm)

4.1

31.42

LATS Morfolino

Delta G: -9.28 kcal'mole BssePairs: 4

5 ATGAGGCCGAAGACATTTCCTEGCTA

3 ATCGTCCTT TACAGAAGCCGGAGTA
DeltaG: -4.87 kcallmole BssePairs: 3
5 ATGAGGCCGAAGACATTTCCTGCTA

| I
¥ ATCGTCCTT TACAGAAGCCGGAGTA
DeltaG: -3.81 kcal'mole BesePairs: 2
g5 ATGAGGCCGAAGACATTTCCTGCTA

N | B
3 ATCGTCCTT TACAGAAGCCGGAGTA
DeltaG: -3.52 kcallmole BssePairs: 3
5 ATGAGGCCGAAGACATTTCCTGECTA
PO | B
3 ATCGTCCTTTACAGAASCCGGAGTA
Delta G: -2.14 kcal/mole BeseFairs: 2
5 ATGAGGCCGAAGACATTTCCTGCTA

¥ ATCGTCCTTTACAGAAGCCGGAGTA
DeltaG: -3.14 kcal'mole BesePairs: 2
5 ATGAGGCCGAAGACATTTCCTGCTA

[
ATCGTCCTTTACAGAAGCCGGAGTA

DeltaG: -1.85 kcalmole BasePairs: 2
B ATGAGGCCGAAGACATTTCCTGCTA

=

¥ ATCGTCCTTTACAGAAGCCGGAGTA
DeltaG: -1.84 kcalmole BasePairs: 2
5 ATGAGGCCGAAGACATTTCCTGCTA

: | - :
3 ATCGTCCTTTACAGAAGCCGGAGTA
Delta G: -1.8 kcallmeole Base Pairs: 2
5 ATGAGGCCGAAGACATTTCCTGCTA

3 ATCGTCCTTTACAGAAGCCGGAGTA
DeltaG: -1.8 kcallmeole Base Pairs: 2
5 ATGAGGCCGAAGACATTTCCTGCTA

I i
F ATCEGTCCTTTACAGAAGCCGGAGTA
DeltaG: -1.57 kcalmole BasePairs: 2
5  ATGAGGCCGAAGACATTITCCTGCTA

¥ ATCGTCCTT TACAGAAGCCGGAGTA
Delta G: -1.57 kcallmole BssePairs: 2
5 ATGAGGCCGAAGACATTTCCTGCTA

¥ ATCGTCCTTITACAGAAGCCGGAGTA
DeltaG: -1.47 kcallmole BssePairs: 2

g ATCGAGECCEAAGACATTTCCTECTA

Il
¥ ATCGTCCTT TACAGAAGCCGGAGTA
DeltaG: -0.98 kcal/mole BesePairs: 2
5 ATGAGGCCGAAGACATTTCCTGECTA

Il
¥ ATCGTCCTTTACAGAAGCCGGAGTA

Sekil 6.2.1. YAP ve LATS morfolino i¢in yapilan biyoinformatik self-dimer analizlerinin sonuglari.
Her iki morfolino da diisiik self-dimer 6zelligi gosterdi.
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6.3. Morfolinolarn in vivo ve in vitro Elektroporasyon Etkinlik Kontrolleri

Morfolino sentezlendikten sonra etkinlik kontrolii i¢in sentezlenen morfolinolar
kullanilarak in vivo ve in vitro denemeler yapildi. Morfolino dokulara Hamilton
enjektorii ile enjekte edildi. Enjeksiyon sonrasi metot kismindaki parametrelerle
elektroporasyon yapildi. Elektroporasyonun ¢alistigini gostermek icin neotonik
hayvanin blastemasina EGFP plazmid enjekte edildi. Elektroporasyon sonrasi plazmid
7 giin boyunca takip edildi. Sifirinci giinde hig yesil floresan goriilmezken 3. giinde ve
7. glinde yesil floresan gozlemlendi. 3. giinde 7. giine gore daha fazla floresan goriildii.
Blastemanin in vivo goriintiileri Resim 6.3.1’dedir. Sonuglara gore elektroporasyon

basarili oldugu goriildii.

GUN 0

Resim 6.3.1. Neotonik aksolotl blastemasina enjekte edilen EGFP plazmidin 0. 3. Ve 7. giin gériintiileri.
0. giinde yesil floresan goriilmezken; diger giinlerde yesil floresan goriildii. Bu da elektroporasyon
protokoliimiiziin ¢alistigin1 gosterdi. 7. giinde gelisen blastemada yesil floresan etkinligini devam
ettirmektedir.

EGFP plazmidin in vivo kullanimi elektroporasyon protokoliiniin basarisini ortaya
koydu. EGFP plazmidin in vitro’da da bilinen hiicrelerde de gdsterilmesi
gerekmekteydi. Plazmidin gergekten calisip ¢alismadigini anlamak i¢cin HEK293T
hiicrelerine plazmid verildi. Sonuglara gére HEK293T hiicreleri yesil floresan gosterdi
(Resim 6.3.2).
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Resim 6.3.2. HEK293T hiicrelerinde EGFP plazmid gériintiileri. Plazmidlerin ¢alisip ¢aligmadigini
anlamak icin yapilan deneyde hiicrelerin ¢ogu yesil floresan ifade etmistir. Goriintiilerdeki referans
cubuklar1 10 pm’yi gostermektedir.

6.4. Morfolinolarin inhibisyonlarim Tespit Etmek I¢cin Yapilan Kantitatif
Gerc¢ek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

YAP ve LATS inhibisyonlarinin spesifik olarak bu genlerde oldugunu kontrol etmek
icin Kantitatif gercek zamanl polimeraz zincir reaksiyonu (KGZ-PZR) deneyleri
yapildi. Bu amagcla oncelikle Primer 3.0 yazilimi kullanilarak gen dizilerine uygun
primerler sentez edildi. Referans gen olarak kullanilan GAPDH ve Elfla dizi
sekanslari literatiirden alindi. Tezde kullanilan primer dizileri Tablo 6.4.1’dedir.

Tablo 6.4.1. KGZ-PZR deneyleri igin tasarlanan primer dizi bilgileri.

OLIGO ismi SEKANS BILGIiSI

Q-RT-PCR i¢in YAP PRIMER F: 5-TCA AAA TCC GGT CTC CTC AC-3'
R: 5-TGT CCG TGC TTT CCT CTC TT-3'

Q-RT-PCR i¢in LATS PRIMER | F: 5-CAG TGG ACA CAG TGG GTG AC-3'
R: 5-AGG TCT TTG CCC AAG AGG AT-3'

Q-RT-PCR igin GAPDH PRIMER | F: 5'-CGT GAC CCC GCC AAC ATC-3'
R: 5'-ACG CTT AGC ACC GCC CTT CA-3'

Q-RT-PCR igin ELF1a. PRIMER | F: 5-CGC GAG TTC TAA TAG GTT CTG
ATATT -3'

R: 5-ATG CAA TTA CTT TAG CGA GTA
CCAC-3'

KGZ-PZR reaksiyonunun gerceklesmesi icin oncelikle dokulardan RNA izole edildi
ve izole edilen RNA’larda bir kontaminasyon (protein, etanol vs.) olup olmadigina
bakildi. Baz1 dokulardan izole edilen RNA’larda kontaminasyon olsa da bu durum
onemsenmedi. Neotonik hayvanlara morfolino (M.0O.) enjeksiyonu (Y AP-Morfolino,
LATS-Morfolino, Standard Kontrol ve PBS Enjekte edilen grup) yapildiktan 2 giin
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sonra blastema dokulari alindi. Ve bu dokulardan RNA izole edildi. izole edilen
RNA'’larin konsantrasyonlari ve A260/280 VE A260/230 degerleri Tablo 6.4.2°dedir.

Tablo 6.4.2. Morfolinolarin mRNA diizeyindeki inhibisyonlarini tespit etmek igin yapilan RNA
izolasyonlariin konsantrasyon degerleri.

MORFOLINO ETKINLIK GRUBU [RNA CONC(NG/UL)| A260/280 | A260/230
YAP M.O. 205,1 1,96 2,16
LATS M.O. 165,4 1,93 1,68
NEGATIF M.O. 111,3 1,98 1,63
CONTROL 139,7 1,96 1,94

RNA izolasyonuna miiteakiben Komplementer DNA (cDNA) sentezi yapildi. cDNA
sentezinden sonra sentezlenen primerlerin aksolotlda ¢alisip calismadigini ve
primerlerin dogru biiyiikliikte bant verip vermedikleri anlamak i¢in normal PZR
deneyi yapildi. Deneyde YAP bandinda hafif ‘siiriintii (smear)’ goriilmesine ragmen
biitiin primerler kendi boyutunda bant verdi ve tepkime aksolotl DNA’sinda ¢alistig1
anlagildi. YAP, LATS, GAPDH ve Elfla genlerine ait jel goriintiileri Resim
6.4.1°dedir.
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Resim 6.4.1. Uretilen cDNA'larda YAP, LATS, GAPDH ve Elfla genlerine ait jel goriintiisii.

Primerlerin dogru boyutta bant vermesi ve aksoltldan iiretilen cDNA'larda ¢aligmasi
tizerine KGZ-PZR deneyi yapildi. Bu deney grubunda ama¢ YAP ve LATS
morfolinolar1 enjekte edildikten sonra mRNA diizeyinde YAP ve LATS genlerinde de
diismenin olup olmadiginin gdsterilmesidir. Bu amagla inhibisyon yapilan neotonik
aksoltllardan sentezlenen cDNA” lar kullanilarak KGZ-PZR yapildi. Cikan sonuglara
gore YAP kontrol grubuna gore 3,48 kat; LATS kontrol grubuna gore 1,8 kat azaldig1
goriildi. En az 1,5-2 kat azalmanin yeterli oldugu literatiirde mevcuttu. Bu sonuglar
YAP ve LATS proteinlerine karsi sentezlenen morfolinolar ileri ¢aligmalar igin
kullanilabilir oldugunu gosterdi. YAP ve LATS morfolinolarinin KGZ-PZR sonuglari
Sekil 6.4.1°dedir.

A 4

YAP EKSPRESYONU

1_ T

N
1
LATS EKSPRESYONU

I I
Control YAP-MO Control LATS-MO

Sekil 6.4.1. YAP ve LATS morfolino enjeksiyonu sonrasi KGZ-PZR sonuglart. A. YAP mRNA
inhibisyonu i¢in yapilan morfolino elektroporasyonu sonrast YAP kontrol grubuna gore 3,48 kat
azalmistir. B. LATS mRNA inhibisyonu i¢in yapilan morfolino elektroporasyonu sonrast LATS kontrol
grubuna gore 1,8 kat azalmigtir. Sonuglar kontrol gruplarina kiyasla anlamlidir (p <0.05, *).

6.5.Kol Kesiminden 7 Giin Sonra Yapilan Kantitatif Ger¢cek Zamanh Polimeraz
Zincir Reaksiyonu Sonuclar:

Literatiire bakildiginda morfolino enjeksiyonu i¢in kol kesiminden sonra 7. ya da 10.
giin deney yapildig1 goriildii. Bu giinlerin tercih edilmesinin sebebi blastema dokusunu
tamamen olugsmasinin beklenmesidir. Projemizde 10. giin tercih edildi. Fakat 7. glinde
hem neotonik hem de metamorfik hayvanlarda sadece YAP ve LATS proteinlerinin
mRNA seviyeleri karsilastirildi. Bu tercihin sebeplerinden birisi de hayvanlarda
goriilen 6limlerdir. Bu deney grubunda hayvanlardan izole edilen RNA miktarlari ve
safliklar1 Tablo 6.5.1’dedir. Yapilan karsilastirmalarda az ifade edilen proteinin
katsayis1 1 olarak ayarlandi. Cikan sonuglara gore kol hasari sonrasi 7. giinde
metamorfik hayvandaki YAP ifadesi neotonik hayvana gore 1005 kat fazla iken; kol
hasar1 sonrast 7. glinde metamorfik hayvandaki LATS ifadesi neotonik hayvana gore
810 kat fazla ¢iktigr goriildi. Tablo 6.5.2° de KGZ-PZR sayisal veri cinsinden
sonuglart goriilmektedir. Ayrica Sekil 6.5.1°de grafik hali goriilmektedir.
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Tablo 6.5.1. Kol kesimi sonrast 7. giinde alman blastema dokularinda RNA izolasyonlariin
konsantrasyon degerleri.

7.Gilin Deney Grubu RNA CONC( NG/UL)| A260/280 | A260/230
Metamorfik 57,7 1,89 0,8
Neotonik 606,6 1,90 0,73

Tablo 6.5.2. Kol kesimi sonras1 7. giinde alinan blastema dokularinda YAP ve LATS ifade seviyeleri.
7. glinde metamorfik hayvanda neotonik hayvana kiyasla YAP ifadesi 1005 kat fazla iken; metamorfik
hayvanda neotonik hayvana kiyasla YAP ifadesi 810 kat fazladir.

Kol Kesimi Sonrasi1 7. Giin Gruplar1 [fade Seviyeleri
Neotonik YAP ifadesi 1
Metamorfik YAP Ifadesi 1005
Neotonik LATS ifadesi 1
Metamorfik LATS ifadesi 810
A . 1500 B . 1500
§ 1000 1 E 1000 * * *
: —
g 500 % 500
0 — — 0 T I
NEOTONIK METAMORFIK NEOTONIK METAMORFIK

Sekil 6.5.1. Kol kesimi sonras1 7. giinde alinan blastema dokularinda YAP ve LATS ifade seviyelerinin
grafikle gosterimi. YAP ve LATS ifadelerinde tespit edilen metamorfik ve neotonik hayvanlardaki fark
anlamli degiskendir (p <0.001, ***).

6.6. Kol Kesiminden 10 Giin Sonra Yapilan Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz
Zincir Reaksiyonu Ve Immiinohistokimya Sonuclari

Morfolino enjeksiyonu i¢in ¢alismamizda 10. giin secildi. 10. giinde morfolino
enjeksiyonlar1 yapildi. Bu deney grubunda enjeksiyon yapilmadan 6nceki YAP ve
LATS ifadeleri tespit edildi. Ayn1 zamanda immiinohistokimya deneyleri ile protein
diizeyinde de YAP, fosfo-YAP, fosfo-LATS ve PCNA proteinlerinin lokasyonlar ve
oranlar1 belirlendi. PCNA boyamasi, hiicrelerin tamamen ¢ogalan hiicreler olduklarini
gostermek i¢in yapildi. KGZ-PZR sonuglarima goére neotonik hayvandaki YAP
seviyesi metamorfik hayvana gore 72 kat fazla iken; neotonik hayvandaki LATS
seviyesi metamorfik hayvana gore 87 kat fazla oldugu anlasildi. Bu oranlarin 7. giinde
¢ikan verilere ters ¢iktig1 goriildii. Bu deney grubunda hayvanlardan izole edilen RNA
miktarlar1 ve safliklar1 Tablo 6.6.1’dedir. Yapilan karsilastirmalarda az ifade edilen
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proteinin katsayisi 1 olarak ayarlandi. Tablo 6.6.2” de KGZ-PZR sayisal veri cinsinden
sonuclar1 goriilmektedir. Ayrica Sekil 6.6.1°de grafik hali goriilmektedir.

Tablo 6.6.1. Kol kesimi sonrast 10. giinde alman blastema dokularinda RNA izolasyonlariin
konsantrasyon degerleri.

10.Giin Deney Grubu RNA CONC( NG/UL)| A260/280 | A260/230
Metamorfik 212,7 1,95 1,67
Neotonik 76,4 1,97 1,66

Tablo 6.6.2. Kol kesimi sonrasi 10. giinde alinan blastema dokularinda YAP ve LATS ifade seviyeleri.
10. giinde neotonik hayvanda metamorfik hayvana kiyasla YAP ifadesi 72 kat fazla iken; neotonik
hayvanda metamorfik hayvana kiyasla YAP ifadesi 87 kat fazladir.

Kol Kesimi Sonrasi 7. Giin Gruplar1 Ifade Seviyeleri
Neotonik YAP ifadesi 72
Metamorfik YAP ifadesi 1
Neotonik LATS Ifadesi 87
Metamorfik LATS ifadesi 1
A 2 100 B % 100
o @}
= 807 7 80+
2 %
B 60 cZa 60—
z <
A 40 % 40
- 3
:8 20— :é 20
S S
0- = 0-

I I
NEOTONIK  METAMORFIK NEOTONIK ~ METAMORFIK

Sekil 6.6.1. Kol kesimi sonrasi 10. giinde alinan blastema dokularinda YAP ve LATS ifade seviyelerinin
grafikle gosterimi. YAP ve LATS ifadelerinde tespit edilen metamorfik ve neotonik hayvanlardaki fark
anlaml degigkendir (0.05 <p < 0.001, **).

10. giindeki neotonik ve metamorfik hayvanlarda PCNA boyamasi sitoplazmada
(biitiin hiicrelerde) goriilmistir (Resim 6.6.1 A ve Resim 6.6.1 B). Bu sonug
literatiirde olan boyamalara ters diismektedir. Fakat PCNA proteininin sitoplazmada
da cesitli roller iistlendigi gdsterilmistir. Immiinohistokimya sonuglarina gére 10.
giinde neotonik hayvanda YAP pozitif hiicre oran1 %13,12 iken (Resim 6.6.2 A);
metamorfik hayvanda Y AP pozitif hiicre orant %3,03 ¢ikmistir (Resim 6.6.2 B). 10.
giinde neotonik hayvanda fosfo-YAP pozitif hiicre oran1 %27,87 iken (Resim 6.6.3
A); metamorfik hayvanda LATS pozitif hiicre orant %23,29 ¢ikmistir (Resim 6.6.3
B). 10. giinde neotonik hayvanda fosfo-LATS pozitif hiicre oran1 %2,75 iken (Resim
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6.6.4 A); metamorfik hayvanda fosfo-LATS pozitif hiicre oran1 %6,66 ¢ikmigtir
(Resim 6.6.4 B). Neotonik ve metamorfik hayvanlarda (kol kesiminden sonra 10. Giin)
goriilen YAP, fosfo-YAP ve fosfo-LATS boyamalarinin yiizdeleri, toplamda sayilan
hiicre sayilar1 ve birbirlerine gore anlamliliklar1 Tablo 6.6.3’tedir. KGZ-PZR ve
Immiinohistokimya sonuglar1 YAP bakimindan birbitleri ile tutarli iken; LATS
proteini agisindan tutarli ¢ikmadigi gorilmiistiir.

Resim 6.6.1. Neotonik ve metamorfik hayvanlardaki blastema dokularinda yapilan PCNA boyamalari.
Kirmizi PCNA ve Mavi DAPI'yi gostermektedir. A. Neotonik hayvandan izole edilen blastema
dokusunda biitiin hiicrelerde PCNA boyamasi pozitif goriildii. B. Metamorfik hayvandan izole edilen
blastema dokusunda biitiin hiicrelerde PCNA boyamasi pozitif goriildii. Referans ¢ubugu 20 um’yi
gostermektedir.

Resim 6.6.2. Neotonik ve metamorfik hayvanlardaki blastema dokularinda yapilan YAP boyamalari.
Kirmizi YAP ve Mavi DAPI’yi gostermektedir. YAP iki grupta da hem sitoplazmada hem de ¢gekirdekte
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goriildii. A. Neotonik hayvandan izole edilen blastema dokusunda YAP boyamasi %13,12 oraninda
pozitif goriildii. B. Metamorfik hayvandan izole edilen blastema dokusunda YAP boyamasi %3,03
oraninda pozitif goriildii. Referans gubugu 20 um’yi géstermektedir.

Resim 6.6.3. Neotonik ve metamorfik hayvanlardaki blastema dokularinda yapilan fosfo-YAP
boyamalari. Kirmizi fosfo-YAP ve Mavi DAPI’yi gostermektedir. fosfo-YAP iki grupta da hem
sitoplazmada hem de ¢ekirdekte goriildii. Normalde fosfo proteinlerin ¢ekirdekte goriildiigiine dair gok
az rapor bulunmaktadir. A. Neotonik hayvandan izole edilen blastema dokusunda fosfo-Y AP boyamasi
%27,87 oraninda pozitif goriildii. B. Metamorfik hayvandan izole edilen blastema dokusunda fosfo-
Y AP boyamasi %23,29 oraninda pozitif goriildii. Referans ¢ubugu 20 pm’yi géstermektedir.

Resim 6.6.4. Neotonik ve metamorfik hayvanlardaki blastema dokularinda yapilan fosfo-LATS
boyamalari. Kirmizi fosfo-LATS ve Mavi DAPI’yi gostermektedir. fosfo-LATS iki grupta da
sitoplazmada goriildii. A. Neotonik hayvandan izole edilen blastema dokusunda fosfo-LATS boyamasi
%?2,75 oraninda pozitif gorildi. B. Metamorfik hayvandan izole edilen blastema dokusunda fosfo-YAP
boyamasi %6,66 oraninda pozitif goriildii. Referans ¢ubugu 20 pm’yi gostermektedir.
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Tablo 6.6.3. Neotonik ve metamorfik hayvanlarda kol kesiminden sonra 10. giin YAP, fosfo-YAP ve
fosfo-LATS boyama sonuglari. YAP pozitif hiicre yiizdesi neotonik hayvanda %13,12 olurken;
metamorfik hayvanda bu oran %3,03 ¢ikti. Bu sonuglar iki grupta istatistiksel olarak anlamli farklidir.
fosfo-YAP pozitif hiicre yiizdesi neotonik hayvanda %27,87 olurken; metamorfik hayvanda bu oran
%23,29 ¢ikt. Bu sonuglar iki grupta istatistiksel olarak anlamli degildir. fosfo-LATS pozitif hiicre
yiizdesi neotonik hayvanda %2,75 olurken; metamorfik hayvanda bu oran %6,66 ¢ikti. Bu sonuglar iki
grupta istatistiksel olarak anlamli degildir.

Protein Neotonik 10. Giin Metamorfik 10. Gruplar Arasinda
Yiizde (Sayilan Giin Yiizde [statistiksel
Hiicre Sayis1 (n)) (Sayilan Hiicre Anlamlilik
Sayis1 (n))
YAP %13,12 (n=320) %3,03 (n=330) Anlaml (**%*)
Fosfo-YAP %27,87 (n=226) %23,29 (n=176) Anlamsiz
Fosfo-LATS %2,75 (n=254) %6,66 (n=270) Anlaml1 (*)

6.7.YAP Ve LATS Morfolino Enjekte Edilen Neotonik Ve Metamorfik
Hayvanlardaki Kantitatif Gercek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu,
immiinohistokimya, Western Blot Ve Proteomiks Senuclari

6.7.1. Kantitatif Ger¢cek Zamanh Polimeraz Zincir Reaksiyonu

Kol kesiminden 10 giin sonra YAP ve LATS mRNA inhibisyonu i¢in sentez edilen
morfolinolar (MO) blastema dokularina enjekte edildi. Ardindan elektroporasyon
yapildi. Enjeksiyon sonrast 6 giin beklenildi. Bu deneyler hem metamorfik hem de
neotonik hayvanlarda yapildi. Izole edilen dokularda KGZ-PZR, immiinohistokimya
(YAP, fosfo-YAP ve fosfo-LATS) ve proteomiks deneyleri yapildi.

KGZ-PZR deneylerinde metamorfik ve neotonik hayvanlarda bulunan degerler en az
ifade seviyesi gosteren gruba gore birbirleri ile karsilastirildi. Ayrica grupla neotonik
ve metamorfik olarak kendi aralarinda da karsilastirildi.

Metamorfik ve neotonik hayvanlarda yapilan inhibisyonlar sonucunda YAP ifade
sonuclarinda metamorfik kontrol grubunun katsayisi 1 iken; neotonik YAP MO (YAP
inhibe edilen) grupta YAP ifadesi katsayist 315, neotonik LATS MO (LATS inhibe
edilen) grupta YAP ifadesi katsayis1 126, neotonik kontrol grubunda YAP ifadesi
katsay1s1 227, metamorfik YAP MO (Y AP inhibe edilen) grupta Y AP ifadesi katsayis1
239 ve metamorfik LATS MO (LATS inhibe edilen) grupta Y AP ifadesi katsayisi 239
cikmistir. Neotonik hayvanlarin inhibisyonlu gruplarinda kendi aralarinda yapilan
katsay1 karsilastirmalarina gore; neotonik LATS MO (LATS inhibe edilen) grupta
YAP ifadesi katsayist 1 iken, neotonik YAP MO (YAP inhibe edilen) grupta YAP
ifadesi katsayisi 2,5 ve neotonik kontrol grubunda Y AP ifadesi katsayis1 1,8 ¢ikmustir.
YAP ifadelerindeki sonucglara gore metamorfik hayvanlarda yapilan inhibisyonlar
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sonucunda YAP ifadeleri, neotonik hayvanlardaki Y AP ifadesine yakin ¢ikmistir. 16.
giindeki biitiin gruplardaki YAP ifadeleri Sekil 6.7.1.1°de gosterilmistir. Neotonik
hayvanlarda yapilan deneylerde elde edilen YAP ifadeleri Sekil 6.7.1.2°dedir.
Metamorfik hayvanlarda yapilan deneylerde elde edilen YAP ifadeleri Sekil
6.7.1.3’dedir. Gruplar arasinda yapilan tiim istatistiklerin sonuglar1 Tablo
6.7.1.1’dedir. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkli ¢ikan gruplar Tablo
6.7.1.2°dedir.
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Sekil 6.7.1.1. 10. Giinde YAP ve LATS mRNA inhibisyonlar1 yapilan neotonik ve metamorfik deney
gruplarindaki 16. Giin YAP ifade profilleri.
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16. GUN YAP EKSPRESYONU

Sekil 6.7.1.2. 10. Giinde YAP ve LATS mRNA inhibisyonlar1 yapilan neotonik deney gruplarindaki
16. Giin YAP ifade profilleri.
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Sekil 6.7.1.3. 10. Giinde YAP ve LATS mRNA inhibisyonlar1 yapilan metamorfik deney gruplarindaki
16. Giin YAP ifade profilleri.

Tablo 6.7.1.1. 10. Giinde YAP ve LATS mRNA inhibisyonlar1 yapilan (Morfolino (mo) enjeksiyonu
yapilan)neotonik ve metamorfik deney gruplarindaki 16. Giin YAP ifade profillerinin istatistiksel olarak
karsilastirilmasi
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95% Confidence

Mean Interval
Difference | Std. Lower Upper
(1-J) Error | Sig. Bound Bound
neotonik yap |neotonik lats | -1,51000"| ,26176| ,000| -2,3080 -, 7120
mo mo
neotonik -,78333| ,26176| ,057| -1,5813 ,0146
kontrol
metamorfik -,40833| ,26176| ,630| -1,2063 ,3896
yap mo
metamorfik -,23900( ,27454| ,951| -1,0759 ,5979
lats mo
metamorfik -8,42667"| ,26176| ,000| -9,2246| -7,6287
kontrol
neotonik lats | neotonik yap 1,51000"| ,26176| ,000 ,71120 2,3080
mo mo
neotonik , 712667 | ,26176| ,090 -,0713 1,5246
kontrol
metamorfik 1,10167°| ,26176| ,003 ,3037 1,8996
yap mo
metamorfik 1,27100" | ,27454 ,001 4341 2,1079
lats mo
metamorfik -6,91667"| ,26176| ,000| -7,7146| -6,1187
kontrol
neotonik neotonik yap ,78333| ,26176| ,057 -,0146 1,5813
kontrol mo
neotonik lats -, 72667 | ,26176| ,090| -1,5246 ,0713
mo
metamorfik ,37500| ,26176 ,708 -,4230 1,1730
yap mo
metamorfik 54433 | ,27454| 376 -,2926 1,3813
lats mo
metamorfik -7,64333"| ,26176| ,000| -8,4413| -6,8454
kontrol
metamorfik | neotonik yap ,40833| ,26176| ,630 -,3896 1,2063
yap mo mo
neotonik lats | -1,10167"| ,26176| ,003| -1,8996 -,3037
mo
neotonik -,37500| ,26176| ,708| -1,1730 4230
kontrol
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metamorfik ,16933| ,27454| 989 -,6676 1,0063
lats mo
metamorfik -8,01833"| ,26176| ,000| -8,8163| -7,2204
kontrol
metamorfik | neotonik yap ,23900| ,27454| 951 -,5979 1,0759
lats mo mo
neotonik lats | -1,27100"| ,27454| ,001| -2,1079 -,4341
mo
neotonik -,54433| ,27454| 376| -1,3813 ,2926
kontrol
metamorfik -,16933| ,27454| ,989| -1,0063 ,6676
yap mo
metamorfik -8,18767"| ,27454| ,000| -9,0246| -7,3507
kontrol
metamorfik | neotonik yap 8,42667"| ,26176| ,000 7,6287 9,2246
kontrol mo
neotonik lats 6,91667°| ,26176| ,000 6,1187 7,7146
mo
neotonik 7,64333"| ,26176| ,000 6,8454 8,4413
kontrol
metamorfik 8,01833"| ,26176| ,000 7,2204 8,8163
yap mo
metamorfik 8,18767°| ,27454| ,000 7,3507 9,0246
lats mo

Tablo 6.7.1.2. 10. Giinde YAP ve LATS mRNA inhibisyonlar1 yapilan neotonik ve metamorfik deney
gruplarindaki 16. Giin Y AP ifade profillerinin arasinda istatistiksel olarak anlamli fark ¢ikan gruplar ve

anlamlilik derecesi.

Gruplar | neotonik | neotonik | neotonik | metamorfik | metamorfik | metamorfik
yapmo | latsmo | kontrol yap mo lats mo kontrol
neotonik Anlamlh Anlaml
yap mo (***) (***)
neotonik | Anlamli Anlaml Anlaml Anlamli
Iats mo (***) (**) (**) (***)
neotonik Anlamli
kontrol (***)
metamorfik Anlaml Anlaml
yap mo **) ()
metamorfik Anlaml Anlaml
lats mo (**) (***)
metamorfik | Anlamli | Anlamli | Anlamli | Anlamlh Anlaml
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Metamorfik ve neotonik hayvanlarda yapilan inhibisyonlar sonucunda LATS ifade
sonuglarinda metamorfik kontrol grubunun katsayis1 1 iken; neotonik YAP MO (YAP
inhibe edilen) grupta LATS ifadesi katsayis1 1139, neotonik LATS MO (LATS inhibe
edilen) grupta LATS ifadesi katsayis1 573, neotonik kontrol grubunda LATS ifadesi
katsayis1 849, metamorfik YAP MO (YAP inhibe edilen) grupta LATS ifadesi
katsayis1 705 ve metamorfik LATS MO (LATS inhibe edilen) grupta LATS ifadesi
katsayis1 1116 c¢ikmistir. Neotonik hayvanlarin inhibisyonlu gruplarinda kendi
aralarinda yapilan katsayi karsilastirmalarina gore; neotonik LATS MO (LATS inhibe
edilen) grupta LATS ifadesi katsayisi 1 iken, neotonik YAP MO (Y AP inhibe edilen)
grupta LATS ifadesi katsayis1 1,98 ve neotonik kontrol grubunda LATS ifadesi
katsayist 1,48 ¢ikmistir. LATS ifadelerindeki sonuglara goére metamorfik hayvanlarda
yapilan inhibisyonlar sonucunda LATS ifadeleri, neotonik hayvanlardaki LATS
ifadesine yakin g¢ikmistir. 16. giindeki biitin gruplardaki LATS ifadeleri Sekil
6.7.1.4’de gosterilmistir. Neotonik hayvanlarda yapilan deneylerde elde edilen LATS
ifadeleri Sekil 6.7.1.5’dedir. Metamorfik hayvanlarda yapilan deneylerde elde edilen
LATS ifadeleri Sekil 6.7.1.6’dedir. Gruplar arasinda yapilan tiim istatistiklerin
sonuglar1 Tablo 6.7.1.3’dedir. Gruplar arasinda istatistiksel olarak anlamli farkli ¢ikan
gruplar Tablo 6.7.1.4’dedir.
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Sekil 6.7.1.4. 10. Giinde YAP ve LATS mRNA inhibisyonlar1 yapilan neotonik ve metamorfik deney
gruplarindaki 16. Giin LATS ifade profilleri.
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16. GUN LATS EKSPRESYONU

Sekil 6.7.1.5. 10. Giinde YAP ve LATS mRNA inhibisyonlar1 yapilan neotonik deney gruplarindaki
16. Giin LATS ifade profilleri.
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Sekil 6.7.1.6. 10. Giinde YAP ve LATS mRNA inhibisyonlar1 yapilan metamorfik deney gruplarindaki
16. Giin LATS ifade profilleri.

Tablo 6.7.1.3. 10. Giinde YAP ve LATS mRNA inhibisyonlar1 yapilan (Morfolino (mo) enjeksiyonu
yapilan) neotonik ve metamorfik deney gruplarindaki 16. Giin LATS ifade profillerinin istatistiksel
olarak karsilastirilmast.
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95% Confidence

Interval
Mean
Difference |Std. Lower Upper
(1-J) Error  |Sig. Bound Bound
neotonik yapjneotonik lats -1,17833" (34769 |023  |-2,2383 -,1184
mo mo
neotonik -, 73667 34769 |,306 -1,7966 ,3233
kontrol
metamorfik |-,70000 34769 |,360 -1,7599 ,3599
yap mo
metamorfik  |-,51400 ,36466 |,721 -1,6257 5977
lats mo
metamorfik |-10,28167" | 34769 |,000 -11,3416  -9,2217
kontrol
neotonik latsineotonik yap [1,17833"  |,34769 023 ,1184 2,2383
mo mo
neotonik 44167 34769 |,798 -,6183 1,5016
kontrol
metamorfik 47833 34769 |, 741 -,5816 1,5383
yap mo
metamorfik 66433 , 36466 |468 - 4473 1,7760
lats mo
metamorfik  [-9,10333" | 34769 |,000 -10,1633 |-8,0434
kontrol
neotonik  |neotonik yap | 73667 ,34769 |,306 -,3233 1,7966
kontrol mo
neotonik lats |-,44167 34769 |,798 -1,5016 ,6183
mo
metamorfik |,03667 ;34769 1,000 [-1,0233 1,0966
yap mo
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metamorfik |,22267 ,36466 |,989 -,8890 1,3343
lats mo
metamorfik  |-9,54500° | 34769 |,000 -10,6049 |-8,4851
kontrol
metamorfik |neotonik yap |, 70000 ,34769 |,360 -,3599 1,7599
yap mo mo
neotonik lats |-,47833 34769 |,741 -1,5383 5816
mo
neotonik -,03667 34769 (1,000 |-1,0966 1,0233
kontrol
metamorfik |, 18600 ,36466 |,995 - 9257 1,2977
lats mo
metamorfik |-9,58167" | 34769 |,000 -10,6416 |-8,5217
kontrol
metamorfik |neotonik yap |,51400 ,36466 |,721 -,5977 1,6257
lats mo mo
neotonik lats |-,66433 , 36466 |468 -1,7760 4473
mo
neotonik -,22267 ,36466 |989 -1,3343 ,8890
kontrol
metamorfik  |-,18600 ,36466 |,995 -1,2977 9257
yap mo
metamorfik |-9,76767° | 36466 |,000 -10,8793 |-8,6560
kontrol
metamorfik neotonik yap [10,28167" |,34769 |000 09,2217 11,3416
kontrol mo
neotonik lats [9,10333" | 34769 |,000 8,0434 10,1633
mo
neotonik 0,54500° | 34769 |000 8,4851 10,6049
kontrol
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metamorfik [9,58167" 34769 |,000 38,5217 10,6416
yap mo

metamorfik [9,76767" | 36466 |,000 8,6560 10,8793
lats mo

Tablo 6.7.1.4. 10. Giinde YAP ve LATS mRNA inhibisyonlar1 yapilan neotonik ve metamorfik deney
gruplarindaki 16. Giin LATS ifade profillerinin arasinda istatistiksel olarak anlamli fark ¢ikan gruplar
ve anlamlilik derecesi.

Gruplar | neotonik | neotonik | neotonik | metamorfik | metamorfik | metamorfik
yapmo | latsmo | kontrol yap mo lats mo kontrol
neotonik Anlamh Anlamli
yap mo *) (***)
neotonik | Anlamli Anlamli
lats mo (*) (***)
neotonik Anlamli
kontrol (***)
metamorfik Anlamli
yap mo (***)
metamorfik Anlamli
lats mo (***)
metamorfik | Anlamli | Anlamli | Anlamli | Anlamlh Anlamlh
kontrol (***) (***) (***) (***) (***)

6.7.2. Immiinohistokimya

YAP ve LATS mRNA inhibisyonundan sonra PCNA, YAP, fosfo-YAP ve fosfo-
LATS proteinlerinin hiicresel lokalizasyonunu ve pozitiflik yiizdesini belirlemek igin
immiinohistokimya deneyleri yapildi. Bu proteinlerin fosfo hallerinin de tercih
edilmesinin sebebi aktif formalarimin fosforlu olmasidir. Hem metamorfik hem
neotonik hayvanda kol kesiminden 10 giin sonra YAP ve LATS morfolinolar1 enjekte
edildi. Kontrol grubuna ise PBS enjeksiyonu yapildi. Tiim gruplarda elektroporasyon
islemi sonras1 6 giin beklenildi. Blastema olusumundan sonras1 akut siireci gézlemek
i¢in 6 giin segildi.

16. giinde biitlin gruplarda ¢ogalan hiicreleri tespit etmek i¢in ¢ogalan hiicre belirteci
olan PCNA boyamalar1 yapildi. 16. Giindeki neotonik ve metamorfik hayvanlarda
PCNA boyamasi sitoplazmada (biitiin hiicrelerde) goriildii (Resim 6.7.2.1 A, B, C, D,
E ve F) Bu sonug literatiirde olan boyamalara ters diismektedir. Fakat PCNA
proteininin sitoplazmada da ¢esitli roller listlendigi gosterilmistir.
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Resim 6.7.2.1. Neotonik ve metamorfik hayvanlarda 16. Giinde yapilan PCNA (¢ogalan hiicre belirteci)
boyamalari. Kirmizit PCNA ve Mavi DAPL. A. YAP mRNA inhibe edilen neotonik hayvandaki boyama.
B. LATS mRNA inhibe edilen neotonik hayvandaki boyama. C. inhibisyon yapilmayan neotonik
hayvandaki boyama. D. YAP mRNA inhibe edilen metamorfik hayvandaki boyama. E. LATS mRNA
inhibe edilen metamorfik hayvandaki boyama. F. Inhibisyon yapilmayan metamorfik hayvandaki
boyama. G. Sadece sekonder antikor muamelesi yapilan boyama. Diger boyamalar sekonder antikor
referans alinarak yapildi. Biitlin gruplardaki biitiin hiicreler, sitoplazmalarinda PCNA boyamasi

gostermistir. Referans gubugu 20 um’yi gostermektedir.

16. glinde neotonik hayvan kontrol grubunda Y AP pozitif hiicre yiizdesi %20,89 iken;
Y AP inhibe edilen neotonik hayvanda (Y AP morfolino (mo) verilen grup) YAP pozitif
hiicre yiizdesi %6,49 ve LATS inhibe edilen neotonik hayvanda (LATS morfolino
(mo) verilen grup) Y AP pozitif hiicre ylizdesi %25,71 ¢ikmistir. Bu durumda neotonik
hayvanda YAP inhibisyonu sonras1 YAP azalirken; LATS inhibisyonu sonras1 YAP
orani artmistir. Bu durumda neotonik hayvanda YAP inhibisyonundan sonra YAP
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protein diizeyinde azalmanin (inhibisyon sebebiyle) kalici oldugu ortaya konulmustur.
Bu sonuglarin ayn1 zamanda KGZ-PZR sonuglarina gore ters oldugu goriilmistiir.

16. glinde metamorfik hayvan kontrol grubunda YAP pozitif hiicre yiizdesi %13,06
iken; YAP inhibe edilen metamorfik hayvanda (YAP morfolino (mo) verilen grup)
YAP pozitif hiicre yiizdesi %13,78 ve LATS inhibe edilen metamorfik hayvanda
(LATS morfolino (mo) verilen grup) YAP pozitif hiicre yiizdesi %5,18 ¢cikmistir. Bu
durumda metamorfik hayvanda YAP inhibisyonu sonrasi YAP yiizdesi %0,75
artarken; LATS inhibisyonu sonrast YAP orani azalmistir. Bu durumda metamorfik
hayvanda YAP inhibisyonundan sonra YAP protein diizeyinde azalmanin kalici
olmadig1 ortaya konulmustur. LATS inhibisyonunda ise YAP protein diizeyinde
azalmanin kalict oldugu goézlemlenmistir. Bu sonuglarin ayn1 zamanda KGZ-PZR
sonuclarina gore ters oldugu goriilmiistiir.

Neotonik ve Metamorfik hayvanlarda kontrol grubundaki, YAP morfolino verilen
gruplardaki ve LATS morfolino verilen gruplardaki YAP boyama goriintiileri Resim
6.7.2.2 A, B, C, D, E ve F’dedir. YAP boyamalar1 beklendigi gibi biitiin gruplarda
hem sitoplazmada hem de hiicre ¢ekirdeginde goriilmiistiir. YAP protein yiizdeleri
Tablo 6.7.2.1°dedir. YAP protein agisindan biitiin deney gruplarinin istatistiksel
karsilagtiritlmalar1 Tablo 6.7.2.2°dedir.

93



94



Resim 6.7.2.2. Neotonik ve metamorfik hayvanlarda 16. Giinde yapilan YAP boyamalari. Kirmizi YAP
ve Mavi DAPI. A. YAP mRNA inhibe edilen neotonik hayvandaki boyama. B. LATS mRNA inhibe
edilen neotonik hayvandaki boyama. C. Inhibisyon yapilmayan neotonik hayvandaki boyama. D. YAP
MRNA inhibe edilen metamorfik hayvandaki boyama. E. LATS mRNA inhibe edilen metamorfik
hayvandaki boyama. F. inhibisyon yapilmayan metamorfik hayvandaki boyama. G. Sadece sekonder
antikor muamelesi yapilan boyama. Diger boyamalar sekonder antikor referans alinarak yapildi.
Gruplarda YAP antikoru, hem sitoplazmada hem de ¢ekirdekte lokalize goriilmiistiir. Referans ¢ubugu
20 um’yi gostermektedir.

Tablo 6.7.2.1. 16. Giinde YAP proteinin neotonik ve metamorfik deney gruplarindaki (Kontrol, YAP
Morfolino (MO) ve LATS MO) pozitiflik yiizdeleri.

Kontrol YAP MO LATS MO
(16. Giin) (16. Giin) (16. Giin)

YAP (Neotonik) | 920,89 (n=268) | %6,49 (n=308) | %25,71 (n=315)

YAP (Metamorfik) | %13,06 (n=398) | 9%13,78 (n=508) | %p5,18 (n=270)

Tablo 6.7.2.2. 10. Giinde YAP ve LATS mRNA inhibisyonlar1 yapilan neotonik ve metamorfik deney
gruplarindaki 16. Giin YAP protein boyamalarinin arasinda istatistiksel olarak anlamli fark ¢ikan
gruplar ve anlamlilik derecesi.

Gruplar | neotonik | neotonik | neotonik | metamorfik | metamorfik | metamorfik
yapmo | latsmo | kontrol yap mo lats mo kontrol
neotonik Anlamli | Anlamli | Anlamh Anlamli
yap mo (***) (***) (**) (**)
neotonik | Anlaml Anlaml Anlaml Anlamli
neotonik | Anlamli Anlaml Anlaml Anlaml
kontrol (***) (*) (***) (**)
metamorfik | Anlamli | Anlamli | Anlamh Anlaml
yap mo (**) (***) *) (***)
metamorfik Anlamli | Anlamli | Anlamh Anlaml
metamorfik | Anlamli | Anlamli | Anlamh Anlamli
kontrol (**) (***) (**) (***)
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16. giinde neotonik hayvan kontrol grubunda fosfo-Y AP pozitif hiicre yiizdesi %39,63
iken; YAP inhibe edilen neotonik hayvanda (Y AP morfolino (mo) verilen grup) fosfo-
Y AP pozitif hiicre yiizdesi %16,66 ve LATS inhibe edilen neotonik hayvanda (LATS
morfolino (mo) verilen grup) fosfo-YAP pozitif hiicre yiizdesi %22,5 ¢ikmistir. Bu
durumda neotonik hayvanda YAP ve LATS inhibisyonu sonrasi fosfo-Y AP azalmstir.
YAP ve LATS inhibisyonundan sonra YAP proteinin aktifligini gosteren fosfo-YAP
yiizdesi azalmistir. Bu sonug inhibisyonun kalici oldugunu goéstermistir. Fakat
boyamalarda fosfo-Y AP ¢ok biiylik orada hiicre ¢ekirdeginde goriilmiistiir. Literatiiriin
aksine fosfo-Y AP neotonik aksolotlda ¢ekirdekte de lokalize olmustur.

16. glinde metamorfik hayvan kontrol grubunda fosfo-YAP pozitif hiicre yiizdesi
%17,32 iken; YAP inhibe edilen metamorfik hayvanda (YAP morfolino (mo) verilen
grup) fosfo-YAP pozitif hiicre yiizdesi %12,82 ve LATS inhibe edilen metamorfik
hayvanda (LATS morfolino (mo) verilen grup) fosfo-YAP pozitif hiicre yiizdesi
%09,42 ¢ikmistir. Bu durumda metamorfik hayvanda YAP ve LATS inhibisyonu
sonrast fosfo-YAP azalmistir. YAP ve LATS inhibisyonundan sonra YAP proteinin
aktifligini gosteren fosfo-YAP yilizdesi azalmistir. Bu sonu¢ inhibisyonun kalici
oldugunu gostermistir. Fakat boyamalarda fosfo-YAP ¢ok biiyiik oranda hiicre
¢ekirdeginde goriilmistiir. Literatiiriin aksine fosfo-YAP metamorfik aksolotlda
cekirdekte de lokalize olmustur.

Neotonik ve Metamorfik hayvanlarda kontrol grubundaki, YAP morfolino verilen
gruplardaki ve LATS morfolino verilen gruplardaki fosfo-YAP boyama goriintiileri
Resim 6.7.2.3 A, B, C, D, E ve F°dedir. Fosfo-Y AP boyamasi literatiiriin aksine ¢ogu
hiicrede hiicre ¢ekirdeginde goriilmiistiir. fosfo-Y AP’in ¢ekirdekteki lokalizasyonunu
gosteren ¢ok az rapor bulunmaktadir. fosfo-YAP protein yiizdeleri Tablo
6.7.2.3’dedir. fosfo-YAP protein agisindan biitiin deney gruplarinin istatistiksel
karsilagtirilmalart Tablo 6.7.2.4°dedir.
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Resim 6.7.2.3. Neotonik ve metamorfik hayvanlarda 16. Giinde yapilan fosfo-Y AP boyamalari. Kirmizi
fosfo-YAP ve Mavi DAPI. A. YAP mRNA inhibe edilen neotonik hayvandaki boyama. B. LATS
mRNA inhibe edilen neotonik hayvandaki boyama. C. Inhibisyon yapilmayan neotonik hayvandaki
boyama. D. YAP mRNA inhibe edilen metamorfik hayvandaki boyama. E. LATS mRNA inhibe edilen
metamorfik hayvandaki boyama. F. Inhibisyon yapilmayan metamorfik hayvandaki boyama. G. Sadece

sekonder antikor muamelesi yapilan boyama. Diger boyamalar sekonder antikor referans alinarak
yapildi. Gruplarda fosfo-Y AP antikoru, hem sitoplazmada hem de ¢ekirdekte lokalize goriilmiistiir. Bu
durum literatiirdeki bilgilerle ¢celigmektedir. Referans gubugu 20 um’yi gostermektedir.

Tablo 6.7.2.3. 16. Giinde fosfo-Y AP proteinin neotonik ve metamorfik deney gruplarindaki (Kontrol,
YAP Morfolino (MO) ve LATS MO) pozitiflik yiizdeleri.

Kontrol YAP MO LATS MO
(16. Giin) (16. Giin) (16. Giin)
fosfo-YAP %39,63 (n=328) %16,66 (n=408) %22,5 (n=400)
(Neotonik)
fosfo-YAP %17,32 (n=404) %12,82 (n=351) %9,42 (n=435)
(Metamorfik)

Tablo 6.7.2.4. 10. Giinde YAP ve LATS mRNA inhibisyonlar: yapilan neotonik ve metamorfik deney
gruplarmdaki 16. Giin fosfo-Y AP protein boyamalarinin arasinda istatistiksel olarak anlamli fark ¢ikan
gruplar ve anlamlilik derecesi.

Gruplar | neotonik | neotonik | neotonik | metamorfik | metamorfik | metamorfik
yapmo | latsmo | kontrol yap mo lats mo kontrol

neotonik Anlamli | Anlaml Anlaml

yap mo () (***) (**)
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neotonik | Anlamli Anlaml Anlaml Anlaml

neotonik | Anlamli | Anlamlh Anlaml Anlaml Anlaml

kontrol (***) (***) (***) (***) (***)
metamorfik Anlamli | Anlamli

yap mo (***) (***)
metamorfik | Anlamli | Anlamli | Anlamlh Anlamli
metamorfik Anlaml Anlaml

kontrol (***) (***)

16. glinde neotonik hayvan kontrol grubunda fosfo-LATS pozitif hiicre yiizdesi %5,3
iken; YAP inhibe edilen neotonik hayvanda (Y AP morfolino (mo) verilen grup) fosfo-
LATS pozitif hiicre yiizdesi %2,12 ve LATS inhibe edilen neotonik hayvanda (LATS
morfolino (mo) verilen grup) fosfo-LATS pozitif hiicre yiizdesi %1,98 ¢ikmistir. Bu
durumda neotonik hayvanda YAP ve LATS inhibisyonu sonrast fosfo-LATS
azalmistir. YAP ve LATS inhibisyonundan sonra YAP proteinin aktifligini gosteren
fosfo-LATS yiizdesi azalmigtir. Bu sonug¢ inhibisyonun protein diizeyinde kalici
oldugunu gostermistir. Boyamalarda fosfo-LATS hiicre sitoplazmasinda goriilmiistiir.

16. giinde metamorfik hayvan kontrol grubunda fosfo-LATS pozitif hiicre ylizdesi
%7,06 iken; YAP inhibe edilen metamorfik hayvanda (YAP morfolino (mo) verilen
grup) fosfo-LATS pozitif hiicre yiizdesi %1,2 ve LATS inhibe edilen metamorfik
hayvanda (LATS morfolino (mo) verilen grup) fosfo-LATS pozitif hiicre yiizdesi
%1,54 c¢ikmistir. Bu durumda metamorfik hayvanda YAP ve LATS inhibisyonu
sonrasi fosfo-LATS azalmistir. YAP ve LATS inhibisyonundan sonra YAP proteinin
aktifligini gosteren fosfo-LATS yiizdesi azalmistir. Bu sonug inhibisyonun kalici
oldugunu gostermistir. Boyamalarda fosfo-LATS hiicre sitoplazmasinda goriilmiistiir.

Neotonik ve Metamorfik hayvanlarda kontrol grubundaki, YAP morfolino verilen
gruplardaki ve LATS morfolino verilen gruplardaki fosfo-LATS boyama goriintiileri
Resim 6.7.2.4 A, B, C, D, E ve F’dedir. Fosfo-LATS boyamasi literatiirdeki gibi,
hiicre sitoplazmasinda goriilmiistiir.  fosfo-LATS protein  yiizdeleri Tablo
6.7.2.5’dedir. fosfo-LATS protein agisindan biitiin deney gruplarinin istatistiksel
karsilagtirilmalar1 Tablo 6.7.2.6dedir.
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Resim 6.7.2.4. Neotonik ve metamorfik hayvanlarda 16. Giinde yapilan fosfo-LATS boyamalari.
Kirmiz: fosfo-LATS ve Mavi DAPI. A. YAP mRNA inhibe edilen neotonik hayvandaki boyama. B.
LATS mRNA inhibe edilen neotonik hayvandaki boyama. C. Inhibisyon yapilmayan neotonik
hayvandaki boyama. D. YAP mRNA inhibe edilen metamorfik hayvandaki boyama. E. LATS mRNA
inhibe edilen metamorfik hayvandaki boyama. F. Inhibisyon yapilmayan metamorfik hayvandaki
boyama. G. Sadece sekonder antikor muamelesi yapilan boyama. Diger boyamalar sekonder antikor
referans alinarak yapildi. Gruplarda fosfo-LATS antikoru, sitoplazmada lokalize goriilmiistiir. Referans
cubugu 20 um’yi gostermektedir.

Tablo 6.7.2.5. 16. Giinde fosfo-LATS proteinin neotonik ve metamorfik deney gruplarindaki (Kontrol,
Y AP Morfolino (MO) ve LATS MO) pozitiflik yiizdeleri.

Kontrol YAP MO LATS MO
(16. Giin) (16. Giin) (16. Giin)
Fosfo-LATS %5,3 (N=396) %2,12 (n=423) %1,98 (n=352)
(Neotonik)

101



fosfo-LATS %17,06 (n=453) %1,2 (n=333) %1,54 (n=324)
(Metamorfik)

Tablo 6.7.2.6. 10. Giinde YAP ve LATS mRNA inhibisyonlar1 yapilan neotonik ve metamorfik deney
gruplarindaki 16. Giin fosfo-LATS protein boyamalarinin arasinda istatistiksel olarak anlamli fark ¢ikan
gruplar ve anlamlilik derecesi.

Gruplar | neotonik | neotonik | neotonik | metamorfik | metamorfik | metamorfik
yapmo | latsmo | kontrol yap mo lats mo kontrol
neotonik Anlaml Anlaml
yap mo () ()
neotonik Anlaml Anlamli
lats mo (*) (***)
neotonik | Anlamli | Anlamh Anlaml Anlaml
kontrol *) *) (**) (**)
metamorfik Anlaml Anlamli
yap mo (**) (***)
metamorfik Anlaml Anlamli
lats mo (**) (***)
metamorfik | Anlamli | Anlamh Anlaml Anlamlh
ko ntro I (***) (***) (***) (***)

6.7.3 Aksolotl Blastema Dokusunda Western Blot Denemeleri

Izole edilen dokularda PCNA, YAP, fosfo-YAP ve fosfo-LATS proteinlerinin tayini
ve miktar analizleri i¢in western blot denemeleri yapildi. Denenen bir¢ok protokolde
YAP, fosfo-YAP ve fosfo-LATS antikorlarin ¢alismadig tespit edildi. GAPDH ve
PCNA antikorlar1 kullanilarak yapilan western blot deneylerinde dogru agirlikta
bantlar tespit edildi (Resim 6.7.3). Fakat bu proteinler i¢in miktar tayini yapilmasi
uygun goriilmedi.

GAPDH PCNA

37 kDa |

Resim 6.7.3. GAPDH ve PCNA antikorlar1 kullanilarak yapilan western blot deney bantlari. Neotonik
kontrol blastema dokusundan izole edilen proteinlerde protein tayinleri amaciyla denemeler yapildi.
Denemelerin sonucunda sadece GAPDH (~ 37 kDa) ve PCNA (~ 29 kDa) antikorlarinda bantlar
goriildi.

6.7.4 YAP ve LATS mRNA Inhibisyonlu Gruplarda Proteomiks Sonugclari

Tezin bu kismina kadar elde edilen verilere ek, proteomiks gibi inhibisyondan sonra
biitiin protein profillerini gosteren teknik tercih edildi.
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Metamorfik ve neotonik aksolotllarda inhibisyonlar sonrast (YAP ve LATS mRNA
inhibisyonlar1) kontrol gruplarina gére anlamli artan ve azalan proteinler tespit edildi.
Bu proteinlerin hangi hiicresel siireclere etki ettikleri analiz edildi. Her karsilagtirmada
biyolojik siiregler (BP), molekiiler fonksiyonlar (MF) ve hiicresel bilegenler (CC) ayr1
ayri tespit edildi ve yapilan gorsellestirmeler BP, MF ve CC agisindan farkli olanlarla
ile yapildi.

Neotonik YAP morfolino verilen grupta kontrol grubuna gére anlamli artan biyolojik
stirecler (BP), molekiiler fonksiyonlar (MF) ve hiicresel bilesenler (CC) Sekil
6.7.4.1°dedir ve sunlardir:

e BP

Hiicre dis1 matriks organizasyonu
Hiicre dis1 yap1 organizasyonu
Yara iyilesmesinin diizenlenmesi
Iyilesme cevanin diizenlenmesi
Substrat adezyonu

Etanole cevap

Protein aktivasyon kaskadi

Kan pihtilagmasi

Damar daralmasinin pozitif regiilasyonu
0. Substrat adezyonu diizenlenmesi

© oo N gk owdPE

[EEN

Hiicre-substrat birlesmesi
Odaksal yapisma

Kollajen igeren Hiicre dis1 matriks
Sarkomer

Miyofibril

Aktin filament

Kas zar1

Kan partikiilleri

Miyozin

© oo Nk owdPE

Aktin baglanmasi

Aktin filament baglanmasi
Antioksidan aktivitesi
Hiicre iskeleti yapist
Hiicre dis1 matriks yapisi

o gk wn =

Lipaz inhibitor aktivitesi
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Neotenic YAP Morpholino Upregulated

extracellular matrix organization
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regulation of wound healing
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substrate adhesion-dependent cell spreading
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protein activation cascade

blood coagulation, fibrin clot formation

positive regulation of vasoconstriction

egulation of substrate adhesion-dependent cell spreading
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Sekil 6.7.4.1. Neotonik YAP morfolino verilen grupta kontrol grubuna gére anlamlr artan biyolojik

stiregler (BP), molekiiler fonksiyonlar (MF) ve hiicresel bilesenler (CC).

Neotonik Y AP morfolino verilen grupta kontrol grubuna gore anlamli azalan biyolojik
stiregler (BP), molekiiler fonksiyonlar (MF) ve hiicresel bilesenler (CC) Sekil

6.7.4.2’dedir ve sunlardir:

e BP

mRNA katabolik siire¢ler

RNA katabolik stire¢ler

Endoplazmik retikulumda protein lokalizasyonu
Translasyonun baglamasi

Viral transkripsiyon
Nuklear mRNA katabolik siirecler
Endoplazmik retikulumda protein hedeflenmesi

©ooN R wDdE

[EEN

0. Kotranslasyonel membrana protein hedeflenmesi

Hiicre-substrat birlesmesi
Odaksal yapisma
Salgilayicr graniil limeni
Sitoplazmik graniil liimeni
Vezikiil limeni

ok wbdrE

Endoplazmik retikulumda protein lokalizasyonunun kurulmasi

SRP-bagimli kotranslasyonel membrana protein hedeflenmesi
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Ribozom

Sitozolik ribozom

Ribozomal alt iiniteler

Fikolin-1 zengin graniiller

10. Sitozolik biiyiik ribozom alt {initeleri
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Kaderin baglanmasi
Ribozom yapisi

Inhibitdr enzim aktivitesi
Aktin filament baglanmasi
Hiicre iskeleti yapist
Antioksidan aktivite
Peroksidaz aktivitesi

. Oksidorediiktaz aktivite
10. Kas yapisi

©ooNaRwDdE
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cotranslational protein targeting to membrane

cell-substrate junction

focal adhesion

secretory granule lumen
cytoplasmic vesicle lumen
vesicle lumen

ribosome

cytosolic ribosome

ribosomal subunit

ficolin—1-rich granule

cytosolic large ribosomal subunit
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cadherin binding

structural constituent of ribosome

enzyme inhibitor activity
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Sekil 6.7.4.2. Neotonik Y AP morfolino verilen grupta kontrol grubuna gére anlamli azalan biyolojik
stiregler (BP), molekiiler fonksiyonlar (MF) ve hiicresel bilesenler (CC).

Neotonik LATS morfolino verilen grupta kontrol grubuna gére anlamli artan biyolojik
stirecler (BP), molekiiler fonksiyonlar (MF) ve hiicresel bilesenler (CC) Sekil

6.7.4.3’dedir ve sunlardir:
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Hiicresel detoksifikasyon

Toksik igeriklere kars1 hiicresel cevap

Translasyon baglamasi

Detoksifikasyon
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SRP-bagimli kotranslasyonel membrana protein hedeflenmesi
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Ribozomla alt tiniteler
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Antioksidan aktivite

Aktin filament baglanmasi

Hiicre iskeleti yapist

Ribozom yapisi

Peroksidaz aktivitesi

Proton tastyic1t ATP sentaz aktivitesi
Aktin baglanmasi

Oksidorediiktaz aktivitesi
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Neotenic LATS Morpholino Upregulated

cellular detoxification |

cellular response to toxic substance {
translational initiation {
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Sekil 6.7.4.3. Neotonik LATS morfolino verilen grupta kontrol grubuna gore anlamli artan biyolojik
stiregler (BP), molekiiler fonksiyonlar (MF) ve hiicresel bilesenler (CC).

Neotonik LATS morfolino verilen grupta kontrol grubuna gore anlamli azalan
biyolojik siiregler (BP), molekiiler fonksiyonlar (MF) ve hiicresel bilesenler (CC)
Sekil 6.7.4.4°dedir ve sunlardir:

e BP
1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.
8.

e CC
1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.
8.

e MF
1.
2.
3.
4.
5.
6.
7.
8.

Notrofil degraniilasyonu

Notrofil aktivasyonu

Hiicre dis1 matriks organizasyonu

Hiicre dis1 yap1 organizasyonu

RNA ugbirlestirme

RNA ugbirlestirmenin diizenlenmesi
Iskelet kas1 kasilmasi

Ara filaman hiicre iskeleti organizasyonu

Melanozom

Graniil pigmenti

Kollajen igeren hiicre dis1 matrix
Salgilayicr graniil liimeni
Sitoplazmik graniil liimeni
Vezikiil liimeni

Fikolin-1 zengin graniiller
Fikolin-1 zengin graniil liimeni

Proteaz baglanmasi

Hiicre iskeleti yapist

Aktin baglanmasi

Hiicre dis1 matriks yapisi

Kalsiyum bagimli protein baglanmasi

Aktin filament baglanmasi

Platelet kokenli bitylime faktorii baglanmasi
RAGE reseptor baglanmasi
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Sekil 6.7.4.4. Neotonik LATS morfolino verilen grupta kontrol grubuna gore anlamli azalan biyolojik
stiregler (BP), molekiiler fonksiyonlar (MF) ve hiicresel bilesenler (CC).

Metamorfik YAP morfolino verilen grupta kontrol grubuna gore anlamli artan
biyolojik siiregler (BP), molekiiler fonksiyonlar (MF) ve hiicresel bilesenler (CC)
Sekil 6.7.4.5’dedir ve sunlardir:

e BP
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mRNA katabolik siirecleri

Hiicresel detoksifikasyon

Toksik igeriklere karsi hiicresel cevap

Detoksifikasyon

Translasyonel baglama

Hiicresel oksidant detoksifikasyonu

SRP-bagimli kotranslasyonel membrana protein hedeflenmesi
Kotranslasyonel membrana protein hedeflenmesi

Niiklear mRNA katabolik siirecleri

Endoplazmik retikuluma protein hedeflemesi

Hiicre-substrat kavsagi

Fokal yapigsma

Kollajen igeren hiicre dig1 matriks
Sarkomer

Miyofibril

108



Kasilan fibril
Sitozolik ribozom
Ribozomal alt {inite
Kan mikropartikiilleri
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Sekil 6.7.4.5. Metamorfik YAP morfolino verilen grupta kontrol grubuna gore anlamli artan biyolojik
stiregler (BP), molekiiler fonksiyonlar (MF) ve hiicresel bilesenler (CC).

Metamorfik YAP morfolino verilen grupta kontrol grubuna goére anlamli azalan
biyolojik siiregler (BP), molekiiler fonksiyonlar (MF) ve hiicresel bilesenler (CC)

Sekil 6.7.4

.6’dedir ve sunlardir:
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Peroksidaz aktivitesi
Oksidorediiktaz aktivitesi
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Sekil 6.7.4.6. Metamorfik YAP morfolino verilen grupta kontrol grubuna gore anlamli azalan
biyolojik siiregler (BP), molekiiler fonksiyonlar (MF) ve hiicresel bilesenler (CC).
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Metamorfik LATS morfolino verilen grupta kontrol grubuna gore anlamli artan
biyolojik siiregler (BP), molekiiler fonksiyonlar (MF) ve hiicresel bilesenler (CC)

Sekil 6.7.4.7°dedir ve sunlardir:
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Motor aktivite

Hiicre iskeleti yapisi
Haptoglobin baglanmasi
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Sekil 6.7.4.7. Metamorfik LATS morfolino verilen grupta kontrol grubuna gore anlaml: artan
biyolojik siire¢ler (BP), molekiiler fonksiyonlar (MF) ve hiicresel bilegenler (CC).

Metamorfik LATS morfolino verilen grupta kontrol grubuna goére anlamli azalan
biyolojik siiregler (BP), molekiiler fonksiyonlar (MF) ve hiicresel bilesenler (CC)
Sekil 6.7.4.8’dedir ve sunlardir:

e BP

Kas filaman1 kaymasi
Aktin-miyozin filaman kaymasi
Iskelet kas1 kasilmasi
Aktin-bagimli hiicre kasilmasi
Coklu hiicresel hareket

Kas iskelet hareketi

o gk wbdE

112



7. Aktin-bagimli hareket
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Sekil 6.7.4.8. Metamorfik LATS morfolino verilen grupta kontrol grubuna gore anlaml: azalan

Kas kasilmasi

Kan mikropartikiilleri

Salgilayict graniil liimeni
Sitoplazmik vezikiil limeni
Vezikiil liimeni

Kollajen igeren hiicre dis1 matriks
Kasilan fiber

Sarkomer

Miyofibril

Aktin filaman baglanmasi

Aktin baglanmasi

Hiicre dis1 matriks yapisi

Enzim inhibitor aktivitesi

Serin-tip endopeptidaz inhibitdr aktivitesi
Proteaz aktivitesi

Platelet kokenli biiytime faktorii baglanmasi
Peptidaz diizenleyivi aktivite

Metamorphic LATS Morpholino Downregulated

I g
0000 ] :
e o
I |
I .
I )

o
w
=
o
w
[
o

biyolojik siiregler (BP), molekiiler fonksiyonlar (MF) ve hiicresel bilesenler (CC).

[
3]

p.adjust

1e-05

2e-05

113



6.8. Uzun Dénem Inhibisyonlu Neotonik Hayvanlarin Kol Gériintiileri

Metamorfik hayvanlarda metamorfoz sonrasi uzun siire beklenmesi sonucunda ¢ok
saylida O0lim gozlemlendi. Bu Oliimler goze alindiginda metamorfik hayvanlarda
inhibisyon sonucunda uzun dénem gozlem yapilamadi. Neotonik hayvanlarda kol
kesimi sonrasi 10. giinde YAP ve LATS mRNA inhibisyonlar1 yapilip; sonrasinda
uzun donem kol yenilenmeleri takip edildi. Bu amagcla, kontrol grubunda, YAP
morfolino (MO) grubunda ve LATS morfolino (MO) grubunda 10., 17., 24., 31., ve
52. giin fotograflar1 cekildi (Resim 6.8.1). Cekilen bu fotograflarda um? cinsinden
blastema alan Ol¢timleri yapildi. Kol kesiminden sonra 10. Giinde yani morfolino
enjeksiyonu Oncesi blastema alanlarinda anlamli fark gériilmedi (Sekil 6.8.1). Kol
kesiminden 17 giin sonra yani morfolinso enjeksiyonu sonrasi 7. giinde blastema
alanlar1 arasinda anlamli fark bulundu. Kontrol grubuna kiyasla yapilan 6l¢liimde
kontrol grubunda yeni olusan blastema alani inhibiyonlu gruplara gore daha fazla
oldugu goriildii (Sekil 6.8.2). Kol kesiminden 24 giin sonra yani morfolino
enjeksiyonu sonrasi 14. giinde yenilenen doku alanlar1 arasinda anlamli fark bulundu.
Kontrol grubuna gére YAP MO grubu anlamli farkli iken; YAP MO ve LATS MO
gruplari birbirlerine gére anlamli farkli idi (Sekil 6.8.3). Kol kesiminden 31 giin sonra
yani morfolino enjeksiyonu sonrasi 21. giinde yenilenen doku alanlar arasinda anlaml
fark bulundu. Kontrol grubuna gére LATS MO grubu anlamli farkli idi (Sekil 6.8.4).
Kol kesiminden 52 giin sonra yani morfolino enjeksiyonu sonrasi 4. giinde yenilenen
doku alanlari arasinda anlamli fark bulundu. Biitiin gruplardaki 6l¢iimler birbirlerine
gore anlamli farkli idi (Sekil 6.8.5). Ayn1 zamanda 120. Giinde bilgisayarli tomografi
kullanilarak inhibisyonlu hayvanlarin yenilenen kemiklerinde hasar olup olmadigina
bakildi (Resim 6.8.2). 120. giinde kontrol grubu ile inhibisyonlu gruplar arasinda fark
gbzlemlenmedi.

Kontrol YAP MO LATS MO

10. Gin

17. Giin
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24. Giin

31. Giin

52. Giin

Resim 6.8.1. Neotonik hayvanlarda kol kesiminden sonra uzun dénem aydinlik alan goriintiileri. Kol
kesiminden 10 giin sonra morfolinolar (YAP ve LATS) enjekte edildi. Kol kesiminden sonra 10., 17.,
24., 31., ve 52. giin fotograflar gekildi. 52. giinde kollarn yenilendigi goriildii. Yenilenmede zamansal
olarak fark gézlenmedi. Referans gubugu 1000 um’yi gostermektedir.
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Sekil 6.8.1. Kol kesiminden sonra 10. Giinde (morfolino enjeksiyonu yapilan giin) blastema alanlarinin
karsilagtirilmasi. inhibisyonlu gruplarda kontrol grubuna gére anlamli fark goriilmedi.
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Sekil 6.8.2. Kol kesiminden sonra 17. Giinde (morfolino enjeksiyonundan sonrasi 7. giin) blastema
alanlarmin karsilastirilmasi. inhibisyonlu gruplarda kontrol grubuna gore anlamli fark goriildii. Kontrol
grubunda 6lgiilen alan YAP MO ve LATS MO gruplarina gore daha fazla idi.
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Sekil 6.8.3. Kol kesiminden sonra 24. Giinde (morfolino enjeksiyonundan sonrasi 14. giin) yenilenen
doku alanlarmin karsilastirilmasi. YAP MO grubu, kontrol grubuna gore anlamh fark goriildi. Ayni
zamanda YAP MO grubu, LATS MO grubuna gére de anlamli farkli idi. YAP MO grubunda 6lgiilen
yenilenen doku alan1 diger gruplara gore fazla idi.
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Sekil 6.8.4. Kol kesiminden sonra 31. Giinde (morfolino enjeksiyonundan sonrasi 21. giin) yenilenen
doku alanlarinin Kkarsilastirilmasi. LATS MO grubunda, kontrol grubuna gére anlamh fark goriildii.
Kontrol grubunda 6l¢iilen yenilenen doku alan1 diger gruplara gore fazla idi.
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Sekil 6.8.5. Kol kesiminden sonra 52. Giinde (morfolino enjeksiyonundan sonrasi 42. giin) yenilenen
doku alanlarinin karsilastirilmasi. Biitlin gruplar birbirlerine gére anlamli farkl: idi.
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Kesilen Kol Kesilmeyen Kol

Kontrol

YAP-MO

LATS-MO

Resim 6.8.2. Neotonik hayvanlarda kol kesiminden sonra 120. Giindeki tomografi goriintiileri. Kol
yenilenmelerine miiteakip bir siire daha beklendi. Yenilenme tamamlandiktan sonra inhibisyonlarin
kemik gelisimine etkisi olup olmadigma bilgisayarli tomografi ile bakildi. YAP MO grubunda
kemiklerde sapma mevcuttu. Diger yandan kontrol grubu da dahil her grupta kesim sonrasi 4 parmak

ciktig1 goriildi.
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7. TARTISMA VE SONUC

Hippo yolagi, farklilagma, rejenerayon, hiicre gogii, organ biiyiimesi, apoptoz,
hiicre dongiisii gibi bir¢ok hiicresel olayda etkin rol oynamaktadir. Bu yolagin en
onemli proteinleri ise YAP/TAZ proteinleridir (7). Fosforile olan YAP/TAZ
sitoplazmada ayr1 gorevler tistlenirken; fosfor kopunca nukleusa gog¢ etmektedir (15).
Hiicre ¢ekirdegine go¢ eden bu proteinler spesifik genlerin ekspresyonunu saglarlar.
Wnt yolagi, reseptor tirozin kinaz yolagi gibi bir¢cok yolakla da baglant1 halindedir.
YAP/TAZ proteinlerini fosforilleyen en o6nemli proteinler is LATSI/LATS2
proteinleridir (7). Hiicrelerin degisik kondiisyonlarina gére YAP/TAZ proteinlerinin
hiicresel lokalizasyonu da degismektedir. Ormegin yiiksek hiicre yogunlugunda
sitoplazmada iken; diisiik hiicre yogunlugunda ¢ekirdekte lokalize olmaktadir (15).
Hippo yolagy, tiirler arasinda korunmus gen dizi bilgilerine sahiptir (12). Aksolotl ise
rejenerayon kapasitesi agisindan essiz bir model organizmadir (8). Literatiirde bilinen
Hippo yolag1 gorevleri goz oniine alindiginda bu yolagin aksolotl kol yenilenmesinde
etkin rolii olmasi beklenmektedir. Morfolino bir mRNA inhibisyon sistemidir (130).
Aksolotl gibi canlilarda yenilenmeyi aydinlatmak adina sikca kullanilan tekniklerden
biridir (127).

Bu tez ¢alismasinda, aksolotl kol yenilenmesinde Hippo yolaginin rollerinin
aydinlatilmasi i¢cin metamorfoz ge¢irmis (metamorfik) ve gecirmemis (neotonik)
aksolotllarda kol hasar1 yapilmistir. Kol hasar1 sonrasi 10. Giinde doku oOrnekleri
toplanmistir. Bu doku orneklerinde YAP, fosfo-YAP, fosfo-LATS ve PCNA
immiinohistokimya deneyleri yapilmistir. Gen inhibisyonu yapilan grupta ise,
metamorfik ve neotonik hayvanlarda kol hasarindan sonra 10 giin beklenilip 10. Giinde
morfolino sistemi kullanilarak YAP ve LATS proteinlerinin inhibisyonu yapilmistir.
6 giin beklenildikten sonra dokular izole edilip; YAP, fosfo-YAP, fosfo-LATS ve
PCNA immiinohistokimya deneyleri yapilmistir. Bununla birlikte inhibisyonlu
gruplarda 16. Giinde blastema alanlar1 tespit edilmistir.

Ayn1 zamanda proje dnerisinde eksik olarak goriilen morfolino enjeksiyonunun
basarisi ile ilgili yapilan elestiri kapsaminda kantitaif ger¢cek zamanli polimeraz zincir
reaksiyonu deneyi yapilmistir. Kol kesiminden 10 giin sonra morfolino enjeksiyonlar1
yapilmistir. 2 giin beklendikten sonra deney yapilmistir. Morfolinolarin transferi igin

kullanilan elektroporasyonun etkinligi in vivo ve in vitro gosterilmistir. Morfolinonun
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etkinligini gostermek i¢in yapilan ger¢ek zamanli polimeraz zincir reaksiyonunda
YAP yaklasik 4 kat; LATS yaklagik 2 kat azaldig1 goriilmiistir.

Blastema alanlar1 61¢tim sonuglarina gore neotonik hayvanlarda YAP ve LATS
inhibisyonlar1 sonucu alan azalirken; metamorfik hayvanlarda inhibisyonlar sonrasi
alan degisimi tespit edilmemistir. immunohistokimya sonuglar1 ise pozitif hiicreler
sayilarak elde edilmistir. Neotonik hayvanlardaki 10. Giin, 16. Giin, 16. Giin YAP
morfolino (MO) ve 16. Giin LATS morfolino (MO) gruplarindaki YAP, fosfo-YAP
ve fosfo-LATS antikorlar1 bakimindan pozitiflik oranlart ve metamorfik
hayvanlardaki 10. Giin, 16. Giin, 16. Giin YAP morfolino (MO) ve 16. Glin LATS
morfolino (MO) gruplarindaki YAP, fosfo-YAP ve fosfo-LATS antikorlar
bakimindan pozitiflik oranlar1 sonu¢ kisminda verilmistir. Bu sonuglara gore
inhibisyonun 6 giin sonra da korundugu tespit edilmistir.

Tez ¢aligmamiza en yakin ¢alismada Xenopus laevis model organizmasinda
yapilmistir. Hippo yolaginin Xenopus laevis uzuv yenilenmesindeki rolleri Hippo
yolaginin temel proteini olan YAP1 proteini iizerinden aydinlatilmaya ¢alisilmistir. Bu
proteinin islevini belirlemek igin bu proteinin baskin negatif (dominant-negative)
YAPI formunu ifade eden hayvanlar transgenik olarak olusturulmustur. Transgenik
hayvan olusturulmast igin 1si-sok (heat-shock) protomotorii igeren plazmid
kullanilmistir. Baskin-negatif formuna sahip hayvanlarda hiicre proliferasyonunun
azaldig1, ektopik apoptozun indiiklendigi ve uzuv modelleme genlerinin ekspresyon
profillerinin bozuldugu gozlemlenmistir. Ayni1 zamanda hayvanlarda yenilenen
uzuvlarda kusurlar tespit edilmistir. Bu sonuglar, YAPI’in uzuv rejeneratif
kapasitesini kontrol etmede ¢ok 6nemli bir role sahip oldugunu gostermistir (92). Bu
sonugclar ele alindiginda, ¢alismamizda daha uzun siireli gézlemlere ihtiya¢ duyuldugu
anlasilmaktadir. Ayrica aksolotllarda da bir¢cok farkli transgenik hayvan hatlar
olusturulmas tizerine daha fazla ¢alisma yapilmasi gerektigi 6n goriilmektedir.

Ayni ¢alismada YAP1 proteininin Xenopus laevis blastemasinda aktivitesinin
arttig1 gosterilmistir. Ayrica blastema hiicrelerinde YAP1 mRNA seviyeleri artmis ve
protein diizeyinde cekirdege gectigi goriilmiistiir. YAP proteinin ¢ekirdege gocii ise
aktif hale geldigini gostermektedir. YAP proteini ayn1 zamanda hiicre-hiicre ve hiicre
hiicre dis1 matris (extracellular matrix) etkilesimlerinde 6nemli rol oynamaktadir ve

bu etkilesimlerde hiicrelerde YAP proteininin hiicre ¢ekirdegine go¢ ettigi
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goriilmektedir. Yenilenme siirecinde hiicre-ECM etkilesimi ¢ok 6nemli rol
oynamaktadir. Calismada bu etkilesimden dolayr uzuv kaybinin olabilecegi
belirtilmektedir (23, 142). Yine bu noktada ¢alismamizda uzun siireli gézlemlere
ihtiya¢ oldugu sonucu ¢ikarilabilmektedir. Ayrica baskin-negatif YAP blastemalara
elektropore edilirse benzer sonucun aksolotllarda goriilmesi beklenmektedir.
Calismamizda YAP proteini genellikle hiicre sitoplazmasinda goriilmiistiir. Bu
¢alismanin aksine rejenere dokuda ¢ekirdekte YAP ¢ogu yerde goriilmemistir. Fakat
fosfo-Y AP proteini literatiiriin aksine (fosfo-Y AP’1n ¢ekirdekte olabilecegini gosteren
yayinlar olsa da) hiicre ¢ekirdeginde goriilmiistiir. Bu da aydinlatilmasi gereken farkl
bir mekanizma olabilecegi sorusunu akla getirmektedir.

PCNA ve fosfo-YAP antikoru ile yapilan boyamalar literatiirdeki ¢ogu
boyamaya ters diismektedir. 1ki boya icin uygulanan protokoliin ¢alistig
disiiniilmektedir. Fakat teknik sorunlardan dolayir da bu sonuglar goriintiilenmis
olabilecegi diisliniilmektedir. Diger antikorlarin g¢alistigi protokolde bu ihtimalin
diisiik oldugu tahmin edilmektedir. Bu antikorlar daha 6nce aksolotl deney modelinde
denenmedigi i¢in literatiirde referans alinacak sonuclar da bulunmamaktadir. Fakat
hem PCNA proteininin sitoplazmadaki rollerine hem de fosfo-YAP proteininin
cekirdekteki rollerine dair literatiir bilgileri de bulunmaktadir.

Cogalan hiicre niikleer antijeni (PCNA) proteini i¢in, ¢ekirdekte genis bir
fonksiyon yelpazesi bulunmaktadir. Bununla birlikte, sitoplazmada 6nemli miktarda
PCNA da bulunur, ancak islevleri tam olarak aydinlatilmamistir. PCNA, DNA
replikasyonu ve tamiri, transkripsiyon, kromozom ayrilmasi ve hiicre dongiisii gibi
birgok onemli hiicresel siireglerde etkin rol almaktadir. PCNA-kanser iligkisi ¢okga
calisilmaktadir. PCNA kanser hiicrelerinde normal hiicrelere gore anlamli sekilde
fazladir. PCNA, kanser hiicrelerinde onkogenik gelisim ve ilerlemesi i¢in elzemdir.
Yapilan ¢alismada, ilging bir sekilde PCNA proteininin 6 tane glikolitik enzimle
iliskili oldugu gosterilmistir. Glikoliz de sitoplazmada gergeklestigi icin PCNA
proteininin sitoplazmada ¢ok 6nemli roller oldugu sdylenebilir. Glikolize ek olarak
PCNA malat dehidrogenaza baglanmaktadir. Malat dehidrogenaz da mitokondride
enerji liretim sistemi i¢in elzemdir. Ayrica PCNA proteini, hiicre iskeleti biitiinliigii ve
gerekli hiicresel sinyallerinin diizenlenmesi gibi hiicresel siireclerde de sitoplazma ve

membran proteinlerine baglanarak rol oynamaktadir. Bu proteinler arasinda annexin
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A2, sarcolectin, elongation factor 2 gibi proteinler bulunmaktadir (143). Ayrica
sitoplazmik PCNA akut myelom 16semi kanser tipinde de glikoliz ve hiicre hayatta
kalimlari ile de iliskilidir. Ek olarak, PCNA proteininin sitoplazmik lokalizasyonu
olgun noétrofillerde de goriilmektedir. Ve bu sitoplazmik lokalizasyon nétrofillerin
hayatta kalmasi ve farklilasmasi i¢in 6nemli belirteglerden biridir (144). Literatiirdeki
bu bilgiler, projeden alinan PCNA protein verilerine 151k tutabilecegini gostermektedir.
PCNA, aksolotlda da glikoliz i¢in gerekli enzimlerle sitoplazmada iliskili olabilir.
Bunun ispat1 i¢in daha ileri calismalara ihtiya¢ duyulmaktadir. Ayrica aksolotlda
sitoplazmada goriilmesinin sebeplerinden birisi de aksolotl kanser metabolizmasi
olabilir.

YAP proteininin hiicre cekirdegi ve sitoplazmasindaki bulunma durumlari
proteinlerin  aktivitesini diizenlemektedir. Fosfo-YAP proteininin ¢ekirdekteki
rollerine dair ¢ok kisith literatiir bilgileri bulunmaktadir. Bunlardan birisi Fas
reseptorliniin  aktive olmasi ile YAP proteininin normal sartlarda oldugu gibi
sitoplazmada fosforillenmesidir. RASSF1A proteini fosfo-YAP’in ¢ekirdege
girmesini indiiklemektedir. Bu da pro-apoptoz genlerinin aktivitesini saglamaktadir.
Mekanizmada, YAP fosforilasyonu yapilan amino asit tirozindir. Bu mekanizmada
P73 transkripsiyon faktorii de aktiflesmektedir (145). Proje raporunda goriilen
cekirdekteki fosfo-Y AP boyamasi da buna benzer bir mekanizmadan kaynaklaniyor
olabilecegi disiintilmektedir.

Kolanjiyoma kanser hiicrelerinde (CCA) ve dokularinda YAP’in ¢ekirdekteki
fosforilasyonu calisilmistir. CCA hiicrelerinde, Y AP proteininin ¢ekirdekteki tirozin
fosforilasyonu normal kolanjiyositlere gore artmistir. Daha da 6nemlisi, bir SRC kinaz
ailesi (SFK) inhibitorii olan dasatinib YAP proteininin tirozin fosforilasyonunu
bloklamistir. Ayni zamanda dasatinib YAP’in niikleustan sitoplazmaya gegcisini
indiiklemistir ve YAP hedef genlerinin ekspresyon seviyelerini azaltmistir. Sonuglar
bu ge¢isim serin fosforilasyonundan bagimsiz oldugunu goéstermistir. Ve yeni bir
hiicresel YAP mekanizmasi ortaya c¢ikarmigtir. SFK inhibisyonu bu mekanizma
tizerinden CCA hiicre 6liimlerini in vitro ve in vivo artirmistir (146). Bu sonuglardan
yola ¢ikarak aksolotlda kendiliginden bdyle bir ¢ekirdekte Y AP-fosforilasyon
mekanizmasi olabilecegi ve bu aksolotlin tiimor gelistirmemesini agiklayabilecek

mekanizmalardan biri olabilecegi 6n goriilmektedir.
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Tezde yapilan KGZ-PZR sonuglari ilging veriler sunmustur. Yapilan bu
deneyler metamorfik ve neotonik hayvanlar karsilastirilarak yapilmistir. Ayrica
inhibisyonlardan sonrasi altinci giinde de bu karsilastirmalar mRNA diizeyinde
yapilmistir. 7. giinde yapilan karsilagtirmalara gére metamorfik hayvanda YAP ve
LATS mRNA seviyeleri fazlayken; 10. ve 16. giinlerde neotonik hayvanlarda YAP ve
LATS mRNA seviyeleri fazladir. Metamorfik hayvanda 7. giinde YAP 1005 kat;
LATS 810 kat fazladir. Bu durum 16. giinde neotonik hayvan lehine donmiistiir. Bu
da yenilenme sirasinda farkli giinlerde YAP ve LATS mRNA diizeylerinin farkli
diizenlenmeleri oldugunu ortaya ¢ikarmistir. Ayrica metamorfik hayvanlarda YAP ve
LATS inhibisyonlarindan sonra bu proteinlerin mRNA seviyelerinin kontrol
gruplaria gore anlamli derecede farkli oldugu goriilmektedir. Bu fark ise metamorfik
aksolotllarin inhibisyona verdigi molekiiler tepkiyi yansitmaktadir. Neotonik
hayvanlarda YAP inhibisyonundan sonra YAP ve LATS seviyeleri artarken; LATS
inhibisyonundan sonra YAP ve LATS seviyeleri azalmistir. Bu da LATS
inhibisyonunun 6 giin sonra bile kalici oldugunu gostermektedir. Metamorfik ve
neotonik hayvanlardaki inhibisyonlar sonucu mRNA seviyesindeki bu artis aksolotlin
metamorfoz gecirse bile bu yolakta bazi molekiiler yolaklar1 korudugu fikrini ortaya
cikarmaktadir. Inhibisyon sonrasi bu yolak aktive olsa da mRNA her zaman proteine
donememektedir. Hakeza yapilan proteomiks sonuglarina gére mRNA islemesi
konularinda da artig ya da azalis goriilmektedir. Sonug olarak; neotonik ve metamorfik
kontrol gruplarinda bu derece fark goriilmesi bu iki aksolotl tipi i¢in 6nemli isaretler
tagimaktadir. Neotonik ve metamorfik aksolotllarda, protein diizeyinde yapilabilecek
inhibisyonlarin mRNA diizeyinde hangi etkiyi olusturacagi bilinmemektedir. Sonug
kisminda belirtildigi lizere boyama sonuglar1 ve KGZ-PZR sonuglar1 bir¢gok noktada
ters diismektedir. Bunun sebebi olarak biitin mRNA’larin proteine donememesi

gosterilebilir.

Proteomiks verilerinden isaretle yara iyilegsmesi 6nemli bir tartigma konusu
olarak karsimiza ¢ikmaktadir. Fiziksel travma, yaslanma veya g¢esitli hastaliklar
dokularda ve tiim organlarda kalici hasara neden olabilmektedir (147). Bu yikici
kosullar hayat kalitesini diigiirmekle birlikte, toplum tizerinde agir bir yasamsal ytike
neden olmaktadir. Bu sebeple, yarali doku veya organlarin yenilenerek normal

islevlerini yeniden kazanmasi hayat kalitesini tekrardan arttiracagi gibi olusan
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kisitlamalar1 da hafifletebilecegine inanilmaktadir (148). Cogu memeli dokusunun
yenilenme potansiyeli olduk¢a smirlidir veya yenilenme potansiyeli hi¢ yoktur.
Memelilerde dokunun kendini yenilemesi son derece kisitliyken semenderler, bu
durumun aksine hem yapisal hem de islevsel olarak bazi uzuvlarin1 ve organlarini
(kalp, omurilik ve belirli beyin bolgeleri gibi karmasik biyolojik yapilar1 dahil)
yenileyebilme 6zelligine sahiptirler . Ayrica semenderler, tiim tetrapodlar arasinda en
yuksek rejeneratif yetenege sahip canlilardir . Bu nedenle, bir semender tiirii olan
Ambystoma mexicanum'da (aksolotl) rejenerasyonu miimkiin kilan mekanizmalari
incelemek, bu dogal siirecin nasil isledigine dair yeni molekiiler yaklagimlar

kazanilmasina yardimci olacaktir (149).

Semenderler de goriilen uzuv yenilenme kapasiteleri, yaklasik 250 yildir bilim
insanlarinin ilgisini ¢gekmistir ve uzun yillardir kapsamli bir sekilde incelenmektedir.
Bu epimorfik rejenerasyon, yaralanma bolgesinde olusan heterojen bir hiicre kiitlesi
olan blastema dokusunun olusumunu i¢ermektedir. Blastema dokusu, kayip uzvu
olusturmak i¢in doku biiyiimesinin kontroliinii ve hiicresel farklilagmalarin
diizenlenmesini yonetmektedir. Ekstremite rejenerasyonu sirasinda ise buna ek olarak
epidermal doku da kritik bir rol oynamaktadir . Ampiitasyondan sonra, ampiitasyon
bolgesini kaplayan bir yara epiteli olusmaktadir ve bu yara epiteli apikal epidermal
kep (AEK) ad1 verilen ¢ok tabakali bir epidermal dokuya dontismektedir. AEK dokusu
olusmadan rejenerasyon gerceklesememektedir. Benzer sekilde, memelilerin de belirli
kosullar altinda kopmus parmak uclarini ve ayak parmaklarini yenileyebildikleri
goriilsede, semenderlerin aksine, memeliler tiim uzuvlarini yeniden olusturamazlar.
Bu durumun sebeplerinden birisi AEK dokusunun olusmamasidir. Bununla beraber,
memelilerde bu birimleri yeniden biiyiitmek i¢in kullanilan molekiiler mekanizmalar,
aksolotl tarafindan kullanilan molekiiler mekanizmalarla benzerlik gdstermektedir
(150). Bu nedenle semenderlerin tiim uzuvlarini verimli ve basarili bir sekilde
yenilemek icin benzer mekanizmalart nasil kullandiklarmi anlamak, insan

ampiitasyonlarinin da benzer sekilde tedavi edilmesine yardimci olabilecektir.

Tiirler arast korunmus bircok molekiiler yolak, hasardan sonra olusan
rejeneratif yanitta rol oynamaktadir ve bu yolaklarin epidermal doku gelisimindeki ve

on ekstremite rejenerasyonu sirasindaki rollerinin bazilar1 aksolotlda incelenmistir.
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Fakat epidermal biiyliimedeki ve rejenerasyondaki temel rolleri bilinen Hippo yolagi,
aksolotl uzuv rejenerasyonu sirasinda olusan 6zellesmis epidermiste (yara epiteli ve
AEK) heniiz calisiimamistir. Hippo yolagi, hedef genlerin transkripsiyonel
aktivasyonu veya baskilanmasi i¢in ¢ok sayida yukar1 akis (upstream) girdisi tasiyan
ve tiirler arasinda oldukea iyi korunmus oldugu bilinen bir sinyal iletim yoludur . Bu
hedef genler, hiicre dongiisiiniin, hiicre goc¢iiniin ve hiicre kaderinin diizenleyicilerini
icermektedir. Bu sekilde, Hippo yolagi bir dizi hayati hiicresel karara aracilik
edebilmektedir. Yolagin ana bilesenleri, bir kinaz kaskadindan ve asagi akis
(downstream) efektorleri olan YAP (Yes Aktive edici Protein) ve TAZ (PDZ Baglayict
Proteini)’ dan olusmaktadir . Fosforile edilmemis YAP ve TAZ, hedef genlerinin
ifadesini siirdiirmek veya baskilamak i¢in bir transkripsiyon faktorii olan TEAD ile bir
kompleks olusturarak ¢ekirdekte lokalize olmaktadir. YAP ve TAZ'in Hippo yolaginin
temel kinazlar1 tarafindan fosforilasyonu, bu iki proteinin niikleer lokalizasyonunu ve
islevini inhibe etmektedir. Bu nedenle, Hippo kinazlar1 YAP / TAZ aktivitesini
engellemektedir ve Hippo yolunun transkripsiyonel ¢iktisin1 baskilamaktadir.
Homolog transkripsiyon koaktivatorleri olan YAP ve TAZ, yapisal ve fonksiyonel
olarak iliskilidir ve biyolojik fonksiyonlari biiyiik dl¢lide ortiismektedir. Bununla
birlikte, her birinin ayr1 biyolojik islevleri de bulunmaktadir. ilging bir sekilde, YAP
ve TAZ'm indiiklenmis aktivasyonu, farelerde zayif rejeneratif potansiyele sahip
organlarda rejenerasyonu tesvik edebildigi goriilmektedir. Hippo yolagi, normal
epidermal homeostaz ve yaralanma sonrasi yara kapanmasi i¢in gerekli oldugundan
(151), ekstremite rejenerasyonu sirasinda yara epitelinin ve AEK'in olusumu i¢in
Hippo yolunun uygun sekilde diizenlenmesinin gerekli oldugu diistintilmektedir.
Memelilerde viicut boliimlerinin kisithh rejenerasyonlarima ve uygun bir AEK
olusturamamalarina karsin, aksolotl uzuv rejenerasyonunda AEK olusumu oldukca
onemlidir ve bu sebeple semenderlerde AEK olusumunu yonlendiren molekiiler
mekanizmalart anlamak Onem arz etmektedir. Bu baglamda, mevcut terapdtik
manipiilasyonlarin gelistirilmesine yardimeci olabilecegi icin, aksolotlda ekstremite
rejenerasyonu sirasinda Hippo yolunun nasil diizenlendigini anlamak ve epidermal

islevini arastirmak onem arz etmektedir.

Son zamanlarda, Hippo yolagi genlerinin diizenlenebilmesi, gen hedefleme

teknolojileri ve aksolotl genomunun yaymlanmasi gibi olumlu gelismeler sayesinde
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aksolotlda Hippo yolagi calismaya uygun hale gelmistir. Bu sebeple, Hippo yolu
efektor proteinleri YAP / TAZ'm indiiklenebilir gen expresyon modellerini olusturmak
i¢cin bu kaynaklar1 dnceden var olan yontemlerle birlikte kullanmay1 ve devaminda da
olusturulan bu modelleri, aksolotlda uzuv rejenerasyonu sirasinda Hippo yolaginin

epidermal fonksiyonunu incelemek i¢in kullanmay1 amaglanabilir (152).

Yeni proje oOnerilerindeki nihai 6zgilinliikk hedef, aksolotldaki planlanan
arastirmalar icin bazi translasyonel uygulamalar bulmaktir. Bu nedenle, elde edilen
bulgularin test edilebilecegi bir ‘insan’ sistemine ihtiya¢ duyulmaktadir. Bu sistemi
elde etmek icin, insan hiicrelerindeki mevcut ve gelecekteki bulgularin/hipotezin test
edilebilecegi bir hiicre kiiltiirli sisteminin kurulmasi planlanlanmalidir. Fibroblast
kokenli hiicreler blastemada asir1 temsil edildiginden, aksolotl ve insan fibroblast
hiicreleri arasindaki eksternal pro-rejenerasyon sinyallerine hiicreler tarafindan
verilecek yanitlarin gdzlemlemlenmesi hedeflenmektedir. Insan ve aksolotl fibroblast
hiicre hatlar1 ticari olarak satin alinabilmektedir. Bu basitlestirilmis kiiltiirii kullanarak
blastema olusumu ile ilgili baz1 hipotezler test edilebilecektir. Ornegin; bu hiicreler
genetik olarak kolaylikla manipule edilebilecektir. Bdylece, farkli genler ifade
edilebilecek ve farkli konumsal kokenler taklit edilebilecektir. Bu hiicreler, blastema
olusumuna katilacak diger hiicrelerle (muhtemelen bagisiklik hiicreleriyle) birlikte
kiiltire edilebilecektir (8). Bu sistemi kurarken, aksolotl AEK organotipik kiiltiirleri
ile zenginlestirilmis besiyerinin aksolotl ve insan fibroblastlarinda erken blastema
belirteclerinin  ekspresyonunu indiikleyip indiikleyemeyeceginin test edilmesi

hedeflenmelidir.

Proteomiks verileri ve bilgisayarli tomografi verileri, YAP mRNA
inhibisyonunun aksolotl kol yenilenmesindeki kemik gelisiminde etkili oldugunu
ortaya koymustur. Hippo yolaginin kemik gelisimindeki rolleri olduk¢a ¢ok ¢alisiimis
konulardan birisidir (95). Dominant negatif (fonksiyon azaltici) ve siirekli aktif
(fonksiyon artirict — constitutive active) YAP klonlamalar1 yapilarak aksolotl
blastemasina enjekte edilebilir. Bu plazmidlerin blastemaya entegre olmasi dahilinde
morfolino sisteminden daha etkili bir bloklama yapmas1 diistintilmektedir. Stirekli

aktif olan formunda ise daha hizli rejenerasyon goriilecegi 6n goriilebilmektedir.
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Sonug¢ olarak, aksolotl model organizmasi kullanilarak mRNA diizeyinde
Hippo yolag:1 efektor proteinlerini inhibe ettigimiz bu ¢alismada, metamorfik ve
neotonik aksolotllarda inhibissyonun ayni derecede etkili oldugu goriilmistiir.
Kantitatif gercek zamanli polimeraz zincir reaksiyonu, immiinohistokimya, western
blot, proteomiks ve bilgisayarli tomografi gibi giincel teknikler kullanilarak yapilan bu

caligsmada elde ettigimiz sonuglar asagidaki sekilde siralanabilir:
1-Literatiirde ilk defa aksolotlda bu yolak ¢alisilmigtir.

2-Yine literatiirde ilk defa neotonik ve metamorfik aksolotllarda karsilastirma

yapilarak insan yenilenmesine daha fazla yakin bilgi tiretilmistir.

3- Yine literatiirde ilk defa hem neotonik hem metamorfik hayvanlarda Hippo yolag:

proteinleri inhibe edilmistir.

4-Immiinohistokimya deneyleri sonuglarma gére; morfolino verilen hayvanlardaki
pozitif hiicre sayilarinin daha az oldugu goriilmiistiir. Bu bilgilerden inhibisyonun
kalict oldugu sonucuna varilmistir. Fakat bazi1 gruplarda bu protein diizeyindeki

sonuclar mRNA diizeyindeki sonuglara kiyasla farkli goriilmiistiir.

5-Uzun siireli bekletilen hayvanlarda, YAP mRNA inhibisyonundan sonra neotonik
aksolotl yenilenen kolunda kemik dezenformasyonu goriilmiistiir. Bu da sonraki

bir¢ok ¢aligmaya ilham verecek nitelikte bir veridir.
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