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Neonatal Kalp Rejenerasyonu: Hippo Sinyal Yolagr’nin Roli

Neonatal Heart Regeneration: The Role of the Hippo Signaling Pathway
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ABSTRACT

Although organ regeneration is common in the animal kingdom, it can also occur in humans after liver injury. To date,
in the clinical trials for cardiac regeneration have been focused on cell-based therapies. However, since the effects of
these treatments on cardiac function are negligible, studies on the mechanisms that regulate cardiac regeneration in
mammals have accelerated. Emerging research on endogenous heart regeneration of Zebrafish (Danio rerio) is providing
new insight into congenital mechanisms for complex organ regeneration. Current studies demonstrate that, mammalian
neonatal hearts also have a regeneration capacity similar to Zebrafish, but this regenerative capacity is limited to the
first few days after birth. Although many molecular and cellular mechanisms have been identified in this process, the
Hippo signaling pathway has received the greatest attention. The activity of this pathway depends on the
nuclear/cytoplasmic localization of YAP and is controlled by a number of molecular factors such as ROS, ECM and
miRNAs. In the last few years studies that examining the effects of the Hippo pathway on the cardiomyocyte cell cycle
have shown that components of this pathway are promising for cardiac regeneration in adults. In this review, it is
aimed to give information about the Hippo pathway, which we think has an important role in reversing the damage in
adult mammalian heart tissue and in the development of new therapeutic targets, and its components.
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OZET

Organ rejenerasyonu, hayvanlar aleminde yaygin olarak goriilmekle birlikte insanlarda da karaciger hasarindan sonra
meydana gelebilir. Bugiine kadar, kardiyak rejenerasyona yonelik klinik calismalarda hiicre temelli tedavilere
odaklanilmistir. Ancak bu tedavilerin kardiyak fonksiyon tzerindeki etkisi ihmal edilebilir dizeyde oldugundan
memelilerde kardiyak rejenerasyonu dizenleyen mekanizmalar Gzerinde calismalar hiz kazanmistir. Zebra baliginin
(Danio rerio) endojen kalp rejenerasyonundan elde edilen bilgiler, karmasik organ rejenerasyonu i¢in dogustan gelen
mekanizmalara yeni bir anlayis kazandirmaktadir. Yapilan ¢alismalar memeli neonatal kalplerinin de Zebra baliklarina
benzer sekilde rejenerasyon kapasitesinin bulundugunu, ancak bu rejeneratif kapasitenin dogum sonrast ilk birka¢ ginle
sinirh oldugunu gdstermistir. Bu siirecte rol oynayan pek ¢ok molekiiler ve hiicresel mekanizma tanmimlanmis olmasina
karsin, en buyuk ilglyi Hippo sinyal yolagt gormustir. Bu yolagin aktivitesi YAP’in cekirdek/sitoplazmik
lokalizasyonuna baglt olup, ROS, ECM ve miRNA’lar gibi bir dizi molekiler faktor tarafindan kontrol edilmektedir.
Son birkag yilda Hippo yolaginin kardiyomiyosit hiicre déngiisti izerine etkilerini inceleyen arastirmalar, bu yolagin
bilesenlerinin yetiskinlerde kardiyak rejenerasyon icin umut verici oldugunu géstermistir. Bu derlemeyle yetiskin memeli
kalp dokusunda hasarin geri déndiriilmesindeki 6nemli yeriyle yeni terap6tik hedeflerin gelistirilmesinde 6nemli roli
oldugunu dustindigimiiz Hippo yolagi ve yolagin bilesenleri hakkinda bilgi verilmesi amaglanmistir.

Anahtar kelimeler: Organ rejenerasyonu, kalp rejenerasyonu, hippo yolagi.

Giris

Kardiyovaskiiler hastaliklar ve 6zellikle kalp yetmezligi, Dinya capinda 6nde gelen 6lim nedenlerindendir’.
Kalp yetmezligi, bircok patolojik yeniden sekillenme stirecinden kaynaklanabilir, ancak en yaygin bigimi
enfarktiisten farklilasmis kardiyomiyositlerin 6nemli dl¢iide kaybidir2. Yetiskin memeliler, kardiyak hasar
sonrast kaybedilen kardiyomiyositleti yenileyemez bunun yerine nekrotik bir skar dokusu olustururlar3*. Kas
dokusunun kaybi, kalan miyokardin kasdmasin tehlikeye atarak kalp yetmezligi ve Sliime neden olur®.
Girisimsel yaklasimlar ve farmakolojik tedaviler gibi tedavilerin cogu palyatiftir. Giiniimiizde kalp yetmezligi

icin tek iyilestirici tedavi kalp naklidir. Bununla birlikte, girisimsel bir stirectir ve sinirli sayida donér
bulunmasi nedeniyle talep karsilanamamaktaditS. Bu nedenle, iskemik olaylar sonrasinda hiicre kaybint
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6nleyerek miyokardiyal islevi korumak igin yeni terépatik hedefler arayisina ¢tkilmustir. Porello ve arkadaglart
2011 yihinda yenidogan memelilerin yaralanmadan sonra kalplerini yeniden canlandirma kapasitesine sahip
oldugunu gostererek bu alana yeni bir bakis acist kazandirmistir. Bu calisgmada neonatal fare kalbinin
ventrikiiler miyokardinin bir kismit cerrahi operasyonla alinmis, alinan miyokardin gliclii bir inflamatuvar
yanitt takiben postnatal 7 giin ile sinurlt bir siirecte yenilendigi gosterilmistir. Ustelik rejenerasyonun, Zebra
baliklarina benzer sekilde gerceklestigi goriilmistir”s. Bu benzerlige ek olarak insan kalbi ile yetiskin Zebra
balig1 kalpleri kiyaslandiginda kalp gelisiminden sorumlu genler, kalbin elektriksel aktivitesinden sorumlu
Ether-a-go-go Ilgili Gen (“Ether-a-go-go Related Gene”, ERG) potasyum kanallari, kardiyomiyositlerin
sarkomer, aktin, filament yapist ve bol miktarda mitokondriye sahip olmalarinin benzer oldugu gérilur.
Butiin bunlara ek olarak embriyonik memeli kalbi ile yetiskin zebra baligs kalplerinin arteriyo-vendz karisimla
sonuclanan dolagimi ve fiziksel Szellikleri benzerdir'® (Sekil 1). Bu benzerlikler Zebra baliklarindaki kalp
rejenerasyonunun  altinda yatan mekanizmalarin  yenidogan memeli kalbinde de bulunabilecegini
distindirmektedir!t (Sekil 1).
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Sekil 1. Embriyonik donem insan kalbi anatomisi (A) ve yetiskin Zebra balig1 kalbi anatomisi (B).%?

Yetiskin Zebra baliklarinin rejenerasyonu Insiilin Benzeri Bityiime Faktorii (“Insulin Like Growth Factor”,
IGF), Fibroblast Buyiime Faktorii (“Fibroblast Growth Factor”, FGF) gibi ¢esitli biiyime faktorlerinin,
Hiicre Dist Matris (“Extra Cellular Matrix”, ECM) bilesenlerinin, inflamatuvar yanit elemanlarinin ve pek
cok sinyal yolunun rol oynadigi mekanizmalar sonucunda gerceklesir ve bir pihtt tabakasi olusturulur.
Zamanla bu piht1 tabakast yerini sagliklt kardiyomiyositlere birakir (Sekil 2)!2.
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Sekil 2. Zebra baliklarinda kalp rejenerasyonul?.
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Insanlarda ise zebra baliklarinin aksine rejenerasyon yerine skar olusumu goriiliir. Bu nedenle zebra
baliklarinda rejenerasyonu tetikleyen nedenleri anlamak icin bu mekanizmalarin  aydinlatilmasi
gerekmektedir. Bugline kadar rejeneratif siirecte rol oynayan pek ¢ok etmen tanimlanmistir. Bu
mekanizmalar icerisinde Hippo yolagi, organ rejenerasyonunda anahtar rol oynayan endojen bir mekanizma
olarak giderek daha 6nemli hale gelmektedir!>!4. Bu yolun anlagtlmasi, yetiskin memeli kalplerinde
miyokardiyal kaybi diizeltmek icin yeni yaklagimlarin gelismesine katki saglayabilir. Bu detlemede
miyokardiyal rejenerasyon stirecinde anahtar rol oynayan Salvador-Warts-Hippo yolagi olarak da bilinen
Hippo Sinyal Yolagt ve bu yolaga etki eden faktorler incelenecekti.

Hippo Yolag1 ve Kardiyomiyosit Rejenerasyonu

Hippo yolag, hiicre bilylimesini, ¢ogalmasint ve farkhilasmasini kontrol ederek organ boyutunu ve doku
homeostazint diizenlemede kritik rol oynayan, evrimsel olarak korunmus bir yolaktir!>16, Son yillarda yapilan
calismalar, bu yolagin sadece kalbin gelisimi ve homeostazi icin gerekli olan bir sinyal yolagt olmadigint, ayni
zamanda kalp rejenerasyonu icin bityiik bir terapdtik potansiyele sahip oldugunu géstermistir!'”-!'8. Bu yolak
memelilerde Serin/Treonin Kinaz 20 (“Serin/Threonin Kinase 20”, STE20) benzeri protein kinazlar
(Memeli STE20 benzeri protein kinazl/2 (“Mammalian STE20-like protein kinasel/2”, MST1/2),
Biiyiik Tiumo6r Baskilayict Kinaz1/2 (“Large Tumor Supressor Kinasel/2”, LATS1/2), SAV1 (“Salvador
Homolog Proteinl”), PDZ baglanma motifli transkripsiyonel koaktivat6r (“Transcriptional coactivator
with PDZ-binding motif”, TAZ), Yes Iligkili Protein (“Yes Associated Protein”, YAP) ve MOB kinaz
aktivatéri 1A MOB (Mps (monopolar spindles) One Binder) Kinase Activator 1A, MOBI1A) ve
MOBI1B’den olusur!® (Sekil 3). Bu yolak mekanik ve hormonal sinyaller gibi cesitli sinyallere yanit olarak,
YAP/TAZ kompleksinin ¢ekirdek/sitoplazmik transkripsiyonel aktivitelerini kontrol etmektedir. Yolak
YAP1n fosforilasyonuyla diizenlenir. Temel olarak Hippo Yolag: etkili iken MST1/2 kinazlar kofaktori
SAVT1 ile hareket ederek LATS1/2, MOB1A ve MOB1Byi fosforile edet. Aktive edilmis LATS1/2 kinazlar,
YAP ve TAZ" fosforile ederek YAP/TAZ kompleksinin olusmasina engel olur ve YAPin ¢ekirdek icine
lokalizasyonunu inhibe eder, sitozolde tutulur. Hippo Yolagi inaktitken; YAPin fosforilasyonu inhibe
edilerek YAP/TAZ kompleksi olusturulur. Bu kompleks ¢ekirdege lokalize olur ve farkli hiicresel siireclerde
yer alan genlerin transkripsiyonunu etkinlestirmek icin Transkripsiyonel Geligtirilmis Iligkili Etki Alan1
(“Transcriptional Enhanced Associate Domain”, TEAD) aile tyeleri gibi farkh transkripsiyon faktorlerine
baglanir. Bu sekilde rejenerasyon streci baslatilmis olur!”-1819, Yolaga disaridan etki eden pek ¢ok faktor
(Reaktif Oksijen Ttrleri (“Reactive Oxygen Species”, ROS) olusumu, ECM bilesenleri, ECM sertligi ve
miRNA’lar vb.), rejenerasyon strecini aktive ya da inhibe edecek sekilde YAP lokalizasyonunu dolayli olarak
diizenler. Bu faktotler asagida detayli olarak irdelenmistir.
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Sekil 3. Kardiyak rejenerasyonda Hippo Sinyal Yolagi’nin diizenlenmesi. YAP’1n niikleer lokalizasyonu
farkli faktorler tarafindan diizenlenir. Hippo bileseni MST1, apoptozu destekleyen yaralanma stresine
yanit olarak noérofibromin 2 (NF2), Ras birlesme alani igeren protein 1A (RASSF1A) ve Reaktif Oksijen
Turleri (ROS) tarafindan etkinlegtirilir. miR302-367, Lats2, MST1 ve MOB?’in ifadesini bastirir ve YAP
aktivasyonu yoluyla proliferasyonu destekler. YAP aktivitesi Agrin gibi ECM bilesenleri tarafindan
diizenlenebilir. Agrin, distrofin kompleksi (distroglikan (DAG1) ve distrofin (DMD) tarafindan
olusturulur.) ile etkilesime girer ve hiicte zarindan fosforlanmig YAP salinimini destekler. Hiicre baglant:
proteinleri Protokadherin Fat4 (FAT4) ve Anjiyomotin benzeri protein 1 (AMOTL1) YAP ile etkilesime
girer ve gekirdege girisini onleyerek YAP aktivitesini diizenler!’.
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1. Reaktif Oksijen Turlerinin Olusumu

Yasamlari boyunca rejeneratif kapasiteye sahip olan Zebra baliklarinin yasadigt dogal habitat atmosferin
yaklastk 1/30’u kadar oksijen icerir2. Dolayisiyla bu canlilarda dolasim sistemi nispeten hipoksiktir. Benzer
sekilde embriyonik memeli kalbi de nispeten hipoksik bir ortamdadir ve ana enerji kaynagi olarak anaerobik
glikoliz kullanir?.?2, Dogumla birlikte kardiyomiyositlerin oksijenlenme durumu biyik 6lgiide artar ve
arteriyel pOa dakikalar icinde 30 mmHg’den 300 mmHg’ye yiikselir. Oksijenasyon durumundaki bu siddetli
degisiklik, dogum sonrast kalbin enerji metabolizmasini, oksijene bagimli mitokondriyel oksidatif
fosforilasyonla degistirir?3. Kardiyomiyosit proliferasyonunun devam ettigi 7 giinle sinurh rejeneratif stirecte
glikoliz ile ilgili enzimlerin buyik bir kisminin azalma gosterdigi, Krebs dénglsii ve yag asidi beta
oksidasyonunda yer alan enzimlerin ise artma egiliminde oldugu gériliir?’. Mitokondriyel solunumdaki bu
ani artig beraberinde ROS olusumunu getitir. ROS olusumu Hippo bileseni MST1/2’i etkinlestirir. Aktive
olan MST1/2 ve LATS1/2 olusumlarinin YAP’1 fosforile etmesi, cekirdek icerisine lokalize olmasini
Onleyerek sitozolde tutulmasina olanak saglar. Bu sekilde rejenerasyon ve proliferasyon inhibe edilmis olur!?-
2, Ozetle, dogum sonrast enetji metabolizmasindaki hizli degisim kardiyomiyosit hiicre déngiisii durmasinin
6nemli bir itici giiciiddr.

2. miR302-367 ailesi

Micro RNA'lar (miRNA), gen ekspresyonunun diizenlenmesinde énemli rol oynayan kodlanamayan
RNA'arin bir sinifidir. Bugitine kadar miRNA'larin transkripsiyon faktérlerinin ekspresyonunu diizenledigi,
morfojen konsantrasyon gradyanlarint olusturdugu, embriyonik gelisim gibi ¢ok sayida biyolojik olayda rol
oynadigt gosterilmigtir?*.

Birka¢ miRNA ailesi farelerde embriyonik dénemin erken sathalarinda eksprese edilir. Bu ailelerden biri olan
miR302-367 ailesi, miR302a, miR302b, miR302¢, miR302d ve miR367 olmak tizere 5 tiyeden olusur.

Geligim sirasinda erken dénemde eksprese edilitler ve embriyonik donem sonrast ekspresyonlart azalir (Sekil
4). Seviyeleri embriyonik 12. giinden sonra 6nemli él¢tide ditser?>. Artmis ekspresyonlari ise embriyonik ve
postnatal kalplerde 28. gline kadar kardiyomiyosit proliferasyonunu arttirirken, 28. glinden sonra prematiire
olumle sonu¢lanmaktadir?®. Bu aile, Hippo sinyal yolaginda LAST1/2 ve MST1/2 komplekslerini inhibe
ederek YAP'1n fosforilasyonunu engellemekte ve ¢ekirdekte lokalize olmasini saglayarak rejenerasyonu
indiklemektedir.
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Sekil 4. Yaga bagli miR302-367 ekspresyonu?.
3. Ekstraselliiler Matriks

Yetiskin memelilerde miyokardiyal hasar, ECM'nin kapsaml bir sekilde yeniden sekillenmesine yol agarak
fibrotik izlerin olugsmasma ve dolaystyla kalp fonksiyonunun azalmasina yol agar. Yetiskinlerin aksine
neonatal memelilerde ECM bilesenleri rejenerasyon sirecine dahil olmaktadir. Yakin tarihli bir ¢aligma,
dogum sonrast ilk birka¢ giinde rejeneratif kapasitedeki azalma ile iliskili olarak ECM bilesiminde biytik
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degisiklikler meydana geldigini g6stermistir?. Postnatal 2. ginde ECM sertligi 1. giine kiyasla daha yiiksektir,
baska bir deyisle ECM bilesenleri arasindaki c¢apraz baglanma daha yiiksektir. Bu nedenle postnatal 2.
glindeki rejeneratif kapasite 1. giine kiyasla daha yiiksektir.Bu da ECM bilesenlerinin ¢apraz baglanmasinin
kalp gelisimi ve rejenerasyonu sirasinda kritik rol oynadigini géstermektedir?”.

ECM bilesenleri rejenerasyon siirecine Hippo yolag: tizerinden etki eder. Bu duruma en giizel 6rnek
Agtrin'dir. Agrin heparansulfat ve/veya kondroitin stlfat tastyan iki glukozaminoglikan yan zinciti ile yaklagik
220 kD olan, genis Olctide eksprese edilen modiler bir proteindir. Agrin protein seviyesinin postnatal
dénemde (ilk 7 giin) azalmasi, farelerde kardiyak rejeneratif kapasite kaybiyla 6rtiismektedir?”. Membran
ylzeyinde bulunan distroglikan (Dagl) ECM bilesenleri i¢in bir reseptor gorevi gérmektedir. Bu reseptor
molekill « ve $ alt birimlerinden olusur. Hippo yolunda YAPin ¢ekirdekten ¢ikmasini engellemek igin
Dagl’in 8 alt birimine distrofin-glikoprotein (genelde distrofin-sintrofin) kompleksinin baglanmast
engellenmelidir. Cinkd YAP distrofin-sintrofin kompleksiyle birlikte Dagl’in $ alt birimine baglanarak
cekirdekten ctkar. Agrin seviyesi yiksek iken o alt birime Agrin baglanarak (3 alt birime Distrofin-
Glikoprotein Kompleksinin (“Dystrophin-Glikoprotein” Complex, DGC) baglanmasini engeller. Bu sekilde
YAP cekirdekte tutulur?e?7. (Sekil 5)
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Sekil 5. Kardiyak rejenerasyonda Agrin-DGC-YARP sinyal ekseni i¢in bir model. Agrin, DGC biitinligiiniin
modiilasyonu yoluyla kardiyomiyosit farklilagsmasin1 ve proliferasyonunu tetikler. Neonatal dénemde
Agrin, DGC’nin olgunlagmasini baskilar. Postnatal 7. giinde Agrin seviyeleri azalir ve Dag1 yoluyla ECM-
DGC etkilesimi kardiyomiyosit farklilagmasin1 ve olgunlagmasini destekler?.

Olgunlasma ile birlikte Agrin seviyesi diiser ve « alt birime Agrin yerine Laminin gibi diger ECM bilesenleri
baglanir, § alt birime DGC kompleksi baglanir. YAP, DGC kompleksine baglanarak ¢ekirdek igerisinden
ctkar. Bu sekilde rejenerasyon inhibe edilmis olur?>-28,
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Batiin bunlara ek olarak Hippo yolagt aktivitesinin, mezenkimal koék hiicrelerin ¢esitli soylara
farklilasmalarinda belirleyici oldugunu gosteren calismalar mevcuttur. Mezenkimal kék hiicreler matriks
sertligine baglt olarak farklilasmaktadir. Hippo yolagi efektotleri olan YAP ve TAZ da matriks sertligine
duyarhdir. YAP, sert matriks tizerinde hiicre ¢ekirdegine lokalize olarak osteogenezi desteklerken, yumusak
matriks Uzerinde c¢ekirdege lokalize olamaz ve mezenkimal kék hicreler adipogenezi benimser. Bu
mekanizma kalp dokusunun rejenerasyonuyla ilgili olarak heyecan verici olmakla bitlikte, bu konuyla ilgili
yeterli calisma bulunmamaktadir?.

Sonug

Insanlarda kardiyomiyosit rejenerasyonunun bulunmadig diisiincesi son 10 yilda biiyiik oranda degismistir.
Bugtne kadar, kardiyak rejenerasyona yonelik klinik calismalarda, kemik iliginden tiretilmis hiicreler,
mezenkimal kok hiicreler ve kardiyak progenitér hiicreler dahil olmak tizere hiicre temelli tedavilere
odaklanilmis olup bu tedavilerin etkisi az ya da ihmal edilebilir dizeyde kalmustir. Kardiyomiyositlerin
neonatal dénemde 7 giin ile sturh rejeneratif kapasiteye sahip oldugunun bulunmast, yetiskin memelilerde
kardiyak rejenerasyonun indiklenmesi icin yeni yaklagimlarin olusturulmasina zemin hazirlamigtir.
“Rejenerasyon streci neden belli bir stireyle stnurh kaltyor?” sorusu hala net olarak cevaplandirilamamus olsa
da bu siirecte enerji metabolizmasindaki degisimin 6nemli rol oynadigi gésterilmistir. Embriyonik dénemden
dogum sonrast déneme gecis enetji metabolizmast ve metabolik substrat kullaniminda ciddi degisikliklere
neden olur. Meydana gelen degisiklikler kardiyomiyosit proliferasyonu, hiicre déngiisic durmast ve biiytime
tzerinde 6nemli etkilere sahiptir. Bugiine kadar pek ¢ok hicresel ve molekiler mekanizma memeli kalp
rejenerasyonuyla iliskilendirilmistir. Ancak bu mekanizmalar arasinda en biytk ilgiyi Hippo-YAP sinyal
yolagt gbrmistlr. Bu ilginin en biyiik sebebi, yolagin aktivitesinin, kardiyak rejenerasyonla iliskili oldugu
diiginilen mekanizmalarin da dahil oldugu bir dizi karmasik sinyalizasyonla diizenleniyor olmasidir.
Embriyonik gelisim, doku rejenerasyonu, organ biiylimesi gibi bircok siirecte rol alan bu yolakta, ROS, ECM
ve miRNA’lar gibi cesitli faktSrlerin etkisiyle meydana gelen islev bozukluklari, YAPin lokalizasyonunu
degistirerek fibrotik dokularin olusmasina yol a¢maktadir. Bir dizi ¢alisma (Baskilayict/Duzenleyici T
hicrelerinin (“Suppressor/Regulatory T Cells”; CD4+, CD25*) bagisiklik tepkisini Hippo yolagt tizerinden
baskiladiginin ve miyokardiyal hasari sinirladiginin gosterilmesi, YAP/TAZ inhibisyonunun epikardiyal
hiicre proliferasyonunda azalmaya neden oldugunun ve koroner damar sisteminin gelisimi icin YAP/TAZ’1n
gerekli oldugunun gésterilmesi, miyokard enfarktiisiiyle olugsmus iskemik kalp yetmezliginde Hippo yolu
bileseni SAV1’in ifadesinin silinmesinin, azalmis fibrozis ve kalbin pompalama fonksiyonunun iyilesmesi ile
iligkili oldugunun gosterilmesi), YAP/TAZ kompleksinin 7z vivo olarak kardiyomiyosit hiicre déngtisii ve
fibrotik dokularin olusmasinda rol aldigini géstermektedir*-31-32, Sonug olarak, yetiskinlerde kardiyomiyosit
rejenerasyonu icin Hippo yolagt bilesenlerinin 6zellikle de YAP/TAZ kompleksinin inhibisyonunu 6nleyici
ajanlarin ortaya konmast ve bu ajanlarin dogru olarak hedeflenmesi, yeni terap6tik tedavilerin gelistirilmesine
imkan saglayacaktir.
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