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1. GIRIS

Uzun donemdeki yan etkilerine ragmen hem lokal kontrole hem de
sagkalima belirgin katki saglamasi sebebi ile radyoterapi bir ¢ok ¢ocukluk cagi
malign tiimoriiniin modern tedavisinde 6nemini korumaktadir. (1) Noroblastoma,
ewing sarkom, wilms tiimor, rabdomyosarkoma, medulloblastoma, hodgkin
lenfoma gibi malignitelerin multimodal kiiratif tedavisinde hastalarin %30-
%70’unda radyoterapi kullanilmasi gerekmektedir. (1) Uzun donem sagkalim
saglanabilen malign tiimorlii cocuk sayisi zaman igerisinde onemli diizeyde artis
gostermistir. (2) Bu sebeple radyoterapi iliskili uzun dénem toksisiteler daha sik
gozlenmektedir ve bu toksisitelerin 6nlenmesi daha da onem kazanmistir. (3)
Cocukluk ¢ag1 radyoterapi uygulamalarinda tiimdr yerlesimine bagli olarak
epifizyal biiylime plaklar1 yakin komsuluklari sebebi ile siklikla doz alani igerisinde
kalmaktadir. Biiylime plaklarinda radyasyon maruziyeti sonrasi biiylime arresti
ortaya ¢ikmakta ve bu hasar uzun donemde boy kisaligi, ekstremite uzunluk
farkliliklar1, ag1 deformiteleri gibi yan etkilere sebep olmaktadir. (4, 5) Biiylime
plaklarinin radyasyon duyarliligi ve hasar1 uzun siiredir bilinmesine ragmen ne
molekiiler mekanizmalar1 heniiz tam olarak ortaya konabilmistir ne de etkili bir
Onleme veya tedavi yontemi bulunabilmistir. (4, 6-8) Amifostin, pentoksifilin,
misoprostol, selenyum gibi bazi selektif radyokoruyucular denenmis olsa da
caligmalar hayvan deneylerinin Otesine gecememistir ve etkinlikleri de kisitlt
diizeyde gozlenmistir. (7, 9-14) Gelisen tedavi teknikleri sayesinde saglanan
homojen doz dagilimlari, tedavi alanlarindaki degisimler, tedavi dozlarindaki diisiis

ve fraksinasyone tedaviler uygulamanin katkilari ile hasar siddeti azaltilabilmis olsa



da hasar halen daha kagmilmazdir ve c¢ogunlukla sadece ag¢i deformitelerini
onlemede faydali olabilmektedir. (5)

In vivo bazi ¢alismalarda radyoterapinin biiyiime plaklarindaki
retardasyon etkisinin gegici oldugu ve ikinci haftadan sonra hasar onariminin
oldugu gosterir nitelikte biiylime plaklarinda bir iyilesme cevabinin ortaya ¢iktigi
gosterilmistir. (7, 15-19) Bu iyilesme cevabi hasari tamamen onarmaktan uzak,
inkomplet bir tamir siirecidir. Bu yanit biiylime plagindaki radyasyonun hasar verici
etkisinin nihai boyutunu belirliyor olabilir. Bu iyilesme fazinin molekiiler ve
genetik regiilasyonunun anlagilmas: bize selektif olarak miidahale ve radyasyon
hasarmi azaltma sansi taniyabilecektir.

Hippo sinyal yolagi bir ¢ok hiicre i¢i ve dis1 kaynaktan sinyal toplayip Yes
[liskili Protein ( YAP ) ve paralogu PDZ Baglayic1 Motif ile Transkripsiyonel Ko-
aktivator ( TAZ ) transkripsiyon ko-aktivatorlerinin etkinligini kontrol eden ve
gorece yeni kesfedilmis sayilabilecek bir kinaz kaskadidir. (20) Ilk olarak organ
boyutlarint ve proliferatif siiregleri kontrol ettigi saptanmigsa da, pesi sira hizla
artan kanitlar Hippo yolaginin gelisimsel ve rejenerasyon siire¢lerinin de kritik bir
diizenleyicisi oldugunu gostermektedir. (21) Farkli bir ¢ok organ ve dokudaki
yaygin etkisini endokondral kemiklesme siirecinde de sergilemektedir. (22) Bu
sebeple iyonizan radyasyon ile hasar almis biiyiime plaginda rejenerasyon siirecini
baglatan iyilesme cevabinin kritik bir par¢asi olmasi sasirtict olmayacaktir. Fakat
bu iyilesme cevabinda Hippo-YAP/TAZ sinyal yolaginin diizenleyici etkisinin var
olup olmadigr ve diger bilinen molekiiler mekanizmalarla iligkisi heniiz

incelenmemistir.



2.  GENEL BILGILER
2.1 Endokondral Kemiklesme Siireci ve Bityiime Plag:

2.1.1. Islev ve Kondrositik Zonlar

Intramembrandz kemiklesme gosteren diiz kemiklerin aksine apendikiiler
ve aksiyel kemikler endokondral kemiklesme siireci ile gelisim gostermektedirler.
(23) Endokondral kemiklesme basitce, farklilasmamis mezenkimal hiicre
kiimesinden farklilasan kondrositlerin sentezledigi kartilajendz matriksin belirli bir
maturasyon siirecinden gecgerek kemik doku ile yer degistirdigi siiregtir. (24)
Embriyonel dénemde baslayan bu siire¢ yetiskinlige gelene dek postnatal donemde
de devam etmektedir. Uzun kemiklerin bu biiylime siireci kartilajendz biiylime
plagint merkez alan kondrosit farklilagsmasinin yon verdigi epifizyal biiylime ile
yonetilmektedir. (25)

Biiylime plag1 epifiz ile metafiz arasina yerlesmis olduk¢a 6zellesmis bir
kikirdak dokudur. Olgunlagsma siirecindeki bir biiylime plaginda farklilagma
slirecinin agamalarini takip eden ve o asamalara gore organize olan morfolojik
farkli zonlar gbzlenebilmektedir. (26) Kiiresel progenitor kondrositlerden olusan
rezerv veya dinlenme zonu, kolumnar yapilar olusturan diizlesmis proliteratif
kondrositlerden olusan proliteratif zon, proliferasyonu yavaslamis matiir
kondrositlerden olusan prehipertrofik veya transizyonel zon ve boyutca oldukca
genislemis kondrositlerden olusan hipertrofik zon epifizyal kondro-ossedz
bileskeden metafizyal kondro-osse6z bileskeye dogru uzanan fark edilebilir temel

dort zondur. (27) (Sekil 1) Epifizyal periosta yakin yerlesimli muhtemelen
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Sekil 1. Biiylime plagmin zonal morfolojisi ve biiylime plagindaki farklilasma asamalarini

diizenleyen baslica molekiillerin grafiksel 6zeti

prekiirsor hiicreleri igeren rezerv zondan matriks zentezinin yapildigr metafize
yakin kondro-ossedz bileskedeki hipertrofik zona dogru kikirdak doku matur
matriks iceren kemik dokuya dogru yer degistirmektedir. Bu siire¢ boyunca hizl
cogalan, kartilajen6z dokunun temel yapisi olan tip II kollajeni sentezleyen
proliferatif kondrositten, proliferasyonu durmus ve boyutca yaklasik 10-20 kat
genislemis, genetik programini tip X kollajen sentezlemeye cevirmis hipertrofik
kondrosite doniisiim gergeklesmektedir. Hipertrofik zonda yerlesmis bu hipertrofik
kondrositler apoptoza ugramadan once ekstraseliiler matriksin mineralizasyonunu
diizenlemekte ve osteoklastik, osteoblastik farklilagsmay1 ve damarsal yapilarin
isleyisini diizenleyerek matur kemige iskelet olacak kartilajendz matrikse son
seklini vermektedirler. (23, 25-27) Arkada kalan avaskiiler kartilajendz matriks
osteoblastik hiicrelerin kemik matriks sentezi ve damar invazyonu ile trabekiiler

kemigi olusturacak kalsifiye kemik matriksine dontismektedir. (25, 28)



2.1.2 Endokondral Kemiklesme Siirecinde Kondrosit Farklilagmasinin
Ana Regiilasyonu

Endokondral kemiklesme kompleks, olduk¢a 6zellesmis ve siki kontrol
edilen bir ¢ok sinyal kaskadia ve genetik regiilasyona ihtiya¢ duymaktadir. Bu
siire¢ boyunca kondrositler de degisen regiilasyona bagli es zamanli olarak
diferansiye, proliferatif, prehipertrofik ve hipertrofik kondrosit asamalarindan
gecerek hem farklilasma siirecine eslik etmektedir hem de siireci diizenleyici
anahtar bir rol oynamaktadir. Bu kondrositik hiicreler morfolojik olarak farklilik
gosterdigi gibi molekiiler ve genetik programlanma ac¢isindan da farklilik
gostermektedir. (27, 29, 30) (Sekil 1) Kondrosit farklilagsma siirecindeki intrinsik
ve ekstraseliiler parakrin sinyal degisiklikleri radyoterapiye bagh biiyiime plag:
hasar1 ve hasar sonrasi bliylime plaklarinin iyilesme siirecinin mekanizmalarinin
ortaya konulmasi ve anlasilmasi icin de olduk¢a Onemlidir ve burada kisaca
Ozetlenecektir. (7, 19)

SOX9 hem kondrogenezisin baglamasi hem de sonraki kondrositik
proliferasyon ve farklilagma asamalar1 i¢in tek basina en 6nemli transkripsiyon
faktoriidiir. (31) SOX9 diger transkripsiyon faktorleri olan SOX5 ve SOX 6 ile
beraber ¢alisarak kondrosit proliferasyon ve farklilagmasini yonetmektedir. (32)
SOX9, degisen ekspresyon diizeyi ve diger ko-regiilatorlerin varligina gore farkl
asamalardaki kondrositlerin farkli davraniglarint kontrol etmektedir. (27)
Mezenkimal kok hiicreden ilk kondrositik farklilasma SOX9 ekspresyonunu
arttiran kemik morfogenetik proteinlerin (BMPs) kontrolii altindadir. (33) SOX9

aktivitesi post-transkripsiyonel olarak kendisi tarafindan diizenlendigi gibi, Runt ile



iligkili transkripsiyon faktorii 2 (RunX2), WNT/B-Catenin ve HOX gen kiimesi ile
de negatif olarak regiile edilmektedir. (27, 34-37) Diferansiye kondrositler bu
asamadan sonra Indian Hedgehog (IHH), BPMs, Wnt, Fibroblast Biiyiime Faktorii
(FGF) sinyal yolaklarmin kontrolii altinda Kollajen II ve bir proteoglikan olan
Aggrecan’dan zengin matriks sentezleyen diizlesmis proliferatif kondrositlere
doniisiir. (27, 38-40) Proliferatif kondrositin hipertrofik kondrositlere doniisiimii
ise oldukca siki kontrol edilir ve PTHrP, IGF, BMP, Wnt/B-Catenin/FGF gibi bir
cok sinyal yolaginin karsilikli iletisimine bagimlidir. (27, 28, 38) Bu doniisiim
proliferatif fazdaki kondrositlerin siklin kinazlarin kontroliindeki hiicre
dongiisiiniin  durdurulmasin1  gerektirmektedir. Hipertrofik diferansiyasyona
ilerlemenin nasil oldugu heniiz tam olarak bilinmese de terminal diferansiyasyonu
gerceklesmis kondrositlerde yogun olarak eksprese edilen CKI p57Kip2 hiicre
dongiisiinden ¢ikigin ana medyatorii olarak gdsterilmektedir ve bu genin olmadig:
farelerde uzamis hiicre dongiisiinde kalmais, hipertrofik kondrosite farklilagsmanin
olmadig1 kondrositlerin izlendigi endokondral kemiklesme defekti izlenmistir. (27,
41, 42) Bu asamada BMPs, FGF, Insulin benzeri biiyiime faktorii (IGF), WNT
sinyali gibi bir ¢ok faktoriin kontrolii olsa da temel diizenleyicilerin IHH ve
Paratiroid hormon iligkili protein (PTHrP) oldugu diisiiniilmektedir. (27, 38, 43, 44)
Iki molekiiliin olusturdugu IHH/PTHrP geribesleme dongiisii  kondrosit
proliferasyonu ve hipertrofisinin ana regiilatoriidiir. PTHrP’den bagimsiz olarak
hipertrofik ve daha ileri farklilasmay1 arttiran IHH prehipertrofik kondrositlerden
sentezlenir ve rezerv zonda PTHrP iiretimini arttirir. Artan PTHrP sinyali ise hiicre

dongiisiinden ¢ikis1 ve hipertrofik farklilasmay1 baskilamakta ve proliferasyonu



indiiklemektedir. (38, 45-47) Yine PTHrP proliferasyonu destekler sekilde p57kip2
ekspresyonunu baskilamaktadir. (48) ileri farklilasma artan PTHrP sebebi ile
yavaslayinca, azalmis prehipertrofik kondrositlerin IHH sentezindeki diisiise bagl
olarak PTHrP seviyeleri resiprokal kontrol ile azalmaktadir ve proliferatif
kondrositlerin ileri farklilasmasina tekrar izin verilmektedir. (25, 44) Hiicre
siklusunu durdurup hacimsel artis fazina gegen prehipertrofik hiicrelerin daha ileri
farklilagmasi ise SOX9, RunX2, Forkhead box A 2/3 (FOXA2/3) gibi faz spesifik
transkripsiyon aktivitesine bagimlidir. (27, 38) Bu fazda kondrositler hacimce 10-
20 kat kadar biliylimektedir ve Kollajen II sentezini destekleyen Col2al
ekspresyonundan Kollajen X sentezleyen Coll0al ekspresyonuna ge¢cmektedir.
(27, 49) Bu doniisiimiin nasil gergeklestigi tam olarak bilinmese de SOX9’un faz
spesifik ekspresyonel degisikligi ile yonetildigi diistiniilmektedir. (27) Kondrosit
hipertrofisi sirasinda maturasyon i¢in RUNX2 transkripsiyon faktoriiniin ana
regiilatorlerden biri oldugu ve buna takiben hedef gen CollOal ekspresyon
diizenlenmesinin temel yiiriitiicii oldugu diisiiniilmektedir. (50) Kondro-ossedz
bileskeye varan ve avaskiiler kondrositik matriks sentezini tamamlamis hipertrofik
kondrosit bu asamada ya apoptotik veya otofajik mekanizmalar ile programlanmis
hiicre 6liimiine yonelmekte ya da osteoblastik ileri farklilagsmaya ugramaktadir. (51,
52) Bu kompleks siirecteki sinyal yolaklarinin aktivitesi ve integrasyonu ise
muhtemelen mTOR, Hippo ve GPCR-RTK sinyal yolaklarinin kontrolii altindadir.
(28) Hippo yolaginin endokondral kemiklesme siirecine etkisi Bolim 2.3.2°de

ayrica ele alinacag i¢in burada bahsedilmeyecektir.



2.2 Radyasyon lligkili Biiyiime Plagi Hasar1 ve Iyilesme Cevabi

2.2.1 Radyasyon iliskili Biiyiime Plagi Hasarmin Histomorfolojisi ve
Olas1 Patofizyolojik Mekanizmalar1

Aktif biliylime plaklarinin biiyiimesinin yavaslamast veya durmasi
cocukluk ¢ag1 radyoterapi uygulamalarinin iyi bilinen bir komplikasyonudur. (4,
53-56) Radyoterapiye bagli hasarin histolojik sonuglar1 nispeten daha iyi ortaya
konulabilmistir. Fakat radyoterapiye ikincil biiylime plagi arrestinin molekiiler
mekanizmalari, patofizyolojisi ve endokondral kemiklesme siireclerindeki
bozulmalarin ne oldugu su ana kadar net bir sekilde gosterilememistir.

Biiylime plagmin aktif hizli bolinen hiicreleri olan proliferatif
kondrositlerinin  epifizyal kondrositler dahil ¢evre diger hiicrelere gére daha
selektif radyoduyarli oldugu bilinmektedir. (8, 57-60) Bu sebeple radyoterapi
sonrasi biiylime plagindaki ilk degisiklikler proliferatif zonda baskin olmaktadir.
Klinik pratikteki dozlar ile radyasyon maruziyeti sonrasi ilk 24-48 saat icinde
proliferatif kondrositlerde proliferatif aktivitenin belirgin azaldig1 ve apoptozun
gegici bir siire belirgin arttig1 hem in vitro hem de in vivo deneyler ile gosterilmistir.
(7, 8, 15, 58, 61) Artan apoptoza ikincil olarak ilk 72 saatte sitotoksisite artist ve
hiicre sayisinda belirgin diisiis gozlenmektedir. (58) Erken donemdeki proliferatif
kondrositlerdeki artmis apoptoza ve hiicresel kayba proliferatif zonun organize
kolumnar yapinin bozulmasi ve prematiir terminal farklilasmaya ugramis
hipertrofik kondrositlerin rolatif artis1 eslik etmektedir. (8) Bu erken donem
bulgular genel olarak PTHrP/IHH sinyal aks1 bozulmus farelerde olusan biiylime

plagt hasari ile benzer olarak bulunmustur. (59, 62) Bu sebeple radyasyon iliskili



hasara PTHrP’in seviyesinin azalmasi ve proliferatif kondrositlerdeki hiicre siklus
kontroliiniin bozulmasinin sebep oldugu 6ne stiriilmiistiir. (7, 8)

Radyoterapi iliskili asikar morfolojik bulgular ise birinci haftada
gozlenmektedir. Isinlanmamis biiylime plaklart ile karsilastirildiginda proliferatif
ve hipertrofik zon uzunluklarinda azalma gozlenirken, 6zellikle hipertrofik zonda
belirgin artmis matriks alan fraksiyonu saptanmaktadir. (13, 61) Biiyiime plagi
genel uzunlugunda 1ginlanmamis biliylime plaklar ile karsilastirildiginda ilk 24
saatte matriks liretimindeki artisa ikincil gegici bir boyut artis1 olsa da daha sonra
geri doniigsiimsiiz olarak azalma goézlenmektedir. (6, 61) Radyoterapiye maruz
kalan bliylime plaklarindaki total uzunluktaki azalmaya ragmen, terminal
diferansiasyonun ve muhtemelen matriks alan fraksiyonunun artisi sebebi ile
hipertrofik zonun total zon uzunlugundaki payi ise artig gdstermektedir. (17)

Iyonizan radyasyonun biiyiime plaklarinin matriksi iizerindeki etkisinin
mekanizmalar1 heniiz netlesmemistir. Gegici bir siire ile ilk iki haftada hipertrofik
zonda baskin, proliferatif zonu da igeren matriks alan fraksiyonu rolatif artmaktadir.
(7, 10, 11) Net olmamakla beraber bunun iiretim artisindan ¢ok matriks
rezorbsiyonun azalmasi ile iligkili olabilecegi diislintilmiistiir. (17, 63) Ancak baska
bir ¢alismada rezorptif metalloproteinaz ve katepsin gibi enzimlerin genlerinde
reglilasyonun azalmasi ile birlikte ekstraseliiler matriks sentezini uyaran genlerin
regiilasyonunun da arttig1 saptanmustir. (64) Muhtemelen hem iiretimin artmas1 hem
de yikimin azalmasi sebebi ile matriks alan fraksiyonu artis géstermektedir. Ikinci
haftadan sonra ise, daha dnce baskilanmis olan kondroklastik rezorbsiyonun geri

gelmesi ile 6zellikle hipertrofik zon matriks alan fraksiyonu normal biiylime plag:



seviyesine geri gelmektedir. (13, 63) Radyasyonun biiyiime plag: ekstraseliiler
matriksine bir diger etkisi Ca depolanmasindaki dnemli miktardaki azalmadir. (60)
Farklilasmamis kondrositin radyasyon maruziyetine bagli olusan bu etki,
kalsiyumdan fakir immatur matriks olusumuna sebep olmaktadir. Radyasyonun
maturasyon siirecindeki matriksin diger énemli komponentleri olan kollajen ve
proteoglikanlara etkisi ise heniiz belirsizdir. In vitro bir ¢alismada radyasyon
uygulamasi sonrast ilk 96 saatte hem kollajen I mRNA hem de kollajen X mRNA
ekspresyon diizeylerinde kontrol grubuna gore belirgin diisiis gerceklesmistir. (58)
Fakat radyasyonun biiyiime plag: ekstraseliiler matriksin kollajen regiilasyonuna in
vivo etkileri literatiirde ayrica incelenmemistir. Proteoglikan gibi ekstraseliiler
matriks proteinlerin sentezi iizerinde ise klinik uygulama dozlarinda major bir etki
saptanmamugtir. (8)

Iyonizan radyoterapi sonras1 zaman aralig1 arttik¢a progresif sekilde artan
hiicresel ve yapisal distorsiyon, kolumnar yapilasmanin kaybi, matriks

dejenerasyonu ve nekroz diger gozlenebilen temel bulgulardir. (6, 13, 15, 63-65)

2.2.2 Biiyiime Plaklarmin Radyasyon Hasar1 Sonrasi lyilesme Cevabi

Iyonizan radyasyonun biiyiime plaklar1 {izerindeki etkilerini inceleyen
baz1 in vivo ¢aligmalarda hem fraksiyone hem de fraksiyone olmayan radyasyon
maruziyetinin ilk inhibitdr etkilerinin gegici oldugu ve 6zellikle ilk haftadan sonra
biliyime plaklarinda hasar1 onarmaya yonelik komplet olmasa da bir iyilesme
cevabinin basgladigini gosteren veriler elde edilmistir. (6, 7, 10, 13, 15-19, 61)

Biiytime plaklarinin biiyiime hizi hiicresel proliferasyonun, hipertrofik kondrosite
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dogru matur farklilagsmanin, matriks sekresyon ve klerens hizinin, hipertrofik hiicre
boyutu artisinin beraber katki sagladigi dinamik bir faktordiir. (65, 66)
Radyasyondan sonra biiylime plaklarindaki biiylime hizin1 degerlendiren
caligmalarda, 1smlanmis plaklarda 1sinlanmamis plaklarla karsilagtirildiginda
biiylime hizinin en derin noktaya birinci haftada diistiigii, fakat sonrasinda ikinci
haftada artmaya baslayan biiyiime hizinin akselere olarak kontrol biiylime
plaklarinin biiylime hizin1 hemen hemen yakaladig bildirilmistir. (13, 15, 17)
Biiyiime hizindaki bu artis ile uyumlu olacak sekilde ikinci haftadan itibaren
rejenaratif kondrosit klonlarinin baskin duruma gectigini, proliferasyonun artmaya
basladig1 ve hacimsel olarak gittikce artis gosterdigi gozlemlenmistir. (7, 13, 15,
17) Fakat 1simnlanmis plaklardaki biiyiime hizindaki artis ilerleyen siirede de hep
kontrol plaklarindakinden daha diisiik seviyede kalmistir ve artan rejeneratif
kondrosit klonlarina ragmen eski kolumnar orjinal yapr tam olarak geri
gelmemistir. (6, 13)

Radyasyon hasar1 sonrasi gelisen biiyiime hizindaki artisa zonal katkilar
normal biiyiime plagindaki zonal katkilardan daha farklidir. (15) Horton ve ark.
yaptig1 ¢aligmada normal biiylime plaginda biiyiime hizina rolatif en biiyiik katkinin
hipertrofik hiicre genislemesi ve hipertrofik zon matriks sentezinden geldigi, ama
isinlanmig biiylime plaklarinda biiylime hizinin daha ¢ok proliferatif hiicre
duplikasyonu ve proliferatif zon matriks iiretimi tarafindan belirlendigini
saptanmiglardir. (15) Ayrica, proliferatif zondaki hacimsel klonal ve matriks
iretimindeki artisa karsin, hipertrofik zonda hipertrofik hiicrelerde yeterli

genislemenin olmadigi ve matriks sentezinin azaldigini gozlemlemislerdir.
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Yazarlar caligmada buna sebep olabilecek molekiiler yolaklar1 ¢aligmamis olsalar
da proliferatif zondan hipertrofik zona terminal farklilagmanin matur bir
farklilagma olmadigi ve uygun olmayan PTHrP/IHH sinyal aksi sebebi ile
bozulmus olabilecegini ifade etmislerdir.

Biiyiime plaginda radyasyon hasar1 sonrasi onarict cevabin hangi
molekiiler mekanizmalarla basladigi ve yonlendirildigi ile bilgimiz ise oldukca
kisithdir. (7, 18, 19) Damron ve ark. immiinhistokimyasal boyama metodu ile
yaptiklar1 ¢alismada PTHrP boyama indeksi birinci haftada tiim zonlarda en diisiik
seviyeye inerken iyilesme cevabinin histolojik kanitlarinin var oldugu ikinci
haftada tiim zonlarda kontrol plaga oranla belirgin sekilde artisa gecmistir. (7)
Ucgiincii haftada 1sinlanmis plaktaki PTHrP ekspresyonu kontrol grubuna kiyas ile
diger zonlarda benzer seviyelere gelirken rezerv zonda belirgin yiiksek seviyelerde
seyretmeye devam etmistir. Kondrosit klonlarinin baskin hale geldigi donemde bir
cok gen kiimesinde ilk haftadan sonra upregiilasyon oldugu belirlenmistir. Genetik
kodlanmadaki bu degisikliklerin mekanizmalar1 ve sinyal yolaklar1 net olarak
ortaya cikarilamamis olmakla birlikte, bu genetik degisim radyasyon sonrasi
iyilesme siirecini yoOnetiyor olabilir. Fraksiyone radyoterapi sonrasi iyilesme
stirecinin erken doneminde proliferatif ve hipertrofik zonda baskin olan bir gen
degisimi saptanmustir. (18) Benzer diger bir ¢alismama da biiylime plag: gelisim
stirecinin parcalar1 olabilecek biiyiime faktorii, sitokin ve bunlarin reseptor
genlerinin degisimi incelenmis olup, birinci haftada en biiyiik degisim yine
proliferatif ve hipertrofik zonda saptanmistir. (16) Ayni ¢alismada birinci haftada

biliylime faktorleri olan insiilin benzeri biiylime faktorii 2 (IGF2) ve bag doku
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bliylime faktorii’niin (CTGF) her iki zonda da belirgin upregiile olduklari
bildirilmistir. Takip eden bir haftada IGF2 upregiilasyonu kaybolurken CTGF her
iki zonda da upregiile kalmaya devam etmistir. CTGF nin hem ekstraseliiler matrik
kompozisyonunu diizenlemede hem de kondrogenik farklilasmada olasi énemli
rolleri gosterildiginden upregiilasyonunun devamlililigi radyasyon hasarindan
iyilesme siirecinin 6nemli bir pargasi olabilir. (67, 68) Pritchard ve ark. ise iyilesme
stirecinin daha ge¢ doneminde Onemli olabilecek genetik ekspresyon diizey
degisimlerini belirlemek i¢in fraksiyone radyoterapi ile yaptiklar1 ¢aligmada geg
donemde apoptotik ve rejenerasyon siireclerini, gelisimsel asamalari, angiogenezi
diizenleyen yolaklarin par¢asi olan Timp3, GPX1, Gas6, Notch2, VEGF, HIF-1 ve
Eeflal gibi genlerin 0zellikle rezerv zonda belirgin degisim gosterdigini
saptamiglardir. (19) Rezerv zonun kondrositler i¢in kok hiicre rezervuari olabilecegi
yoniindeki kanitlar diisliniiliince, hasar sonrasi tamir siirecinde 6énemli rol aliyor
olmas1 sasirtict olmayacaktir. (69) Fakat bahsettigimiz ¢aligmalarda ortaya konulan
iyilesme siirecinin hem erken hem ge¢ dénemi i¢in degisimi saptanmis diizenleyici
olabilecek gen upregiilasyonlari, iyonizan radyasyon ile biiyiimesi durmus biiyiime
plagimin iyilesme cevabinda rol alabilecek ana sinyal yolaklarinin ne oldugunu veya
upregiilasyonlarin bu yolaklara nasil etki ettiklerini belirlemede su an icin oldukca
yetersizdir ve iyilesme cevabinin molekiiler ve genetik mekanizmalarinin

aydinlatilmasi i¢in ileri ¢calismalar gerekmektedir.
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2.3 Hippo-YAP/TAZ Sinyal Yolag:

2.3.1 Hippo Sinyal Yolagina Giris

Hippo yolaginin tanimlanmasi 20. yiizy1l sonunda, Drosophila’da organ
boyutunu kontrol eden Niikleer Dbf-2 iligkili (NDR) kinaz ailesinden bir timor
baskilayic1 gen olan Warts(Wts) geninin fark edilmesi ile baglamistir. (70, 71)
Takip eden kisa stirede Hippo yolaginin Hippo(Hpo), Salvador (Sav), Mats, Yorkie
(Yki) gibi diger ana komponentleri ve benzer etkileri oldugu da bulunmustur. (20,
72-78) Bu molekiiller bir arada bir cekirdek kinaz kaskadi olarak gorev
yapmaktadir ve bir transkripsiyonel kompleksin aktivitesini diizenlemektedir. (20,
79) Yolagm 6nemli komponentlerinin Drosophila’da gosterilmesini takiben bu
molekiillerin homologlarinin  memelilerde de bulundugu ve diizenleyici
fonksiyonlarinin memelilere kadar korundugu saptanmistir. (80-82)

Ana gorevi hiicre cogalmasinin ve organ boyutlarinin kontrol edilmesi olsa
da, son iki dekatta hizla artan veriler hippo yolag: aktivitesinin embriyogenez,
organ gelisimi, kok hiicre farklilasmasi, morfogenez, rejenerasyon, immiinite,
tiimorogenez, fibrozis gibi viicutta bir ¢ok fizyolojik ve patolojik hiicresel siirecin
kritik bir pargasit oldugunu kanitlamistir. (21, 22, 83-93) Bu sebeple Hippo
yolaginin, bir ¢ok farkli hiicresel kontrol siirecinin kooordinasyonunu ve
etkilesimini diizenleyen yiiriitiicii bir yolak oldugu diisiiniilmektedir. Ozellikle
gelisimsel ve farklilagsma siirecinde aldigi roller disiiniildiigiinde rejeneratif
stireclerin de merkezinde olmasi sasirtict degildir. Nitekim, hippo yolaginin beyin,
kalp, akciger, karaciger, kemik gibi bir ¢cok organin hasar sonrasi rejenerasyon

stireclerinde kritik rol aldigr gosterilmistir. (21, 22, 85) Ayrica, hiicresel
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fonksiyonlar1 diizenlemede ana yolaklar olan Wnt/B-Catenin, Notch, GPCR, TGF-
B gibi yolaklarin aktivitesine de etki etmektedir. (79, 94-97)

Hippo kaskadini baslatan belirli tek bir molekiiler komponent yoktur ve
hiicresel polariteden, hiicre adezyonlarindan, hiicre-hiicre veya hiicre-matriks
temasindan, ekstraseliiler matriks yogunlugundan, hiicre i¢i iskelet yapisindan,
hiicresel yogunluk gibi faktorlerle aktive olan mekano-fiziksel ve hipoksi,
nutsiyonel yetersizlik veya enerji yetersizligi gibi faktorlerle aktive olan stres
sinyalleri gibi intrinsik sinyallerden, inflamatuar durumlardan, doku hasarindan ya
da G protein kenetli reseptorlerden (GPCRs) gelen ekstrinsik biyokimyasal

sinyallerden etkilenebilmektedir. (20, 98)

2.3.2 Hippo Yolagmin Drosophila ve Memelilerdeki Ana Komponentleri
ve Cekirdek Kinaz Kaskadi

Hippo kinaz kaskadi Drosophila’da Hpo, Sav, Wts ve Mats ana
komponentlerinden olusmaktadir ve Yki’nin fosforilasyon diizeyini kontrol ederek
transkripsiyonel aktivitesini diizenlemektedir. (20, 81) Cekirdek kaskadin
memelilerdeki homologlari ise Hpo icin Ste20-benzeri kinaz 1 ve 2 (MST1/2) , Sav
icin bir iskele proteini olan Salvador 1 (Savl), Wts i¢in genis tiimor baskilayict
kinaz 1 ve 2 (LATS1/2), Mats i¢in LATS1/2 nin iskele proteini olan MOBI1A ve
MOBI1B’dir. Drosophila’da yolagin etki azaltict efektdrii olan Yki’nin homologu
ise Yes iligkili protein (YAP veya YAPl) ve PDZ baglayict motif ile

transkripsiyonel ko-aktivator (TAZ veya WWTR1)’diir. (80)
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YAP/TAZ molekiillerinin fosforilasyonu MST1/2 veya mitojen aktiviteli
protein kinazlar (MAP4Ks) tarafindan aktivitesi kontrol edilen LATS1/2 ile
diizenlenmektedir. (20, 99-103) Fosforile olmus YAP/TAZ sitoplazmada
cogunlukla 14.3.3 proteini ile sekestre olarak veya ubikitinasyona ya da otofajiye
maruz kalarak inaktive olmaktadir. (103-107) Inaktivasyon mekanizmalar ile
niikleer gecisi azalan YAP/TAZ 1n transkripsiyonel aktivitesi kaybolmaktadir. (20,
79, 108) Hippo yolagi ¢ekirdek kor komponentleri ve ana regiilasyonu Sekil 2°de

illiistre edilmistir.

2.3.3 Hippo-YAP/TAZ Sinyal Yolaginin Diizenleyicileri

Hippo yolagi genellikle spesifik ligandlarla aktive olan diger ana
yolaklardan farkli olarak ¢ok ¢esitli intrinsik ve ekstrinsik sinyal kaynakli aktif
olabilmektedir. (20)

Hippo yolaginda aktivasyon yapan sinyallerin bir c¢ogu hiicre
proliferasyonu,  biiylime iligkili ~ gorevleri olan  mekanizmalardan
kaynaklanmaktadir. (20, 79) Hippo yolagina sinyal girisi cok sayida hiicre i¢i ve
hiicre dis1 farkli kaynak igermekte olup, olduk¢a kompleks bir etkilesim agina
sahiptir, burada sadece kisaca bahsedilmektedir.

Hiicre polaritesinden ve adezyon baglantilarindan gelen girigler hippo
yolaginin bilinen en Onemli sinyal kaynaklaridir. Hiicre baglantilarinin

neurofibromin 2 (NF2 ya da Merlin), angiomotin (AMOT), bobrek ve beyin protein
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(KIBRA), zonula okludens, E-kaderin’in adaptdr proteini a-katenin gibi 6nemli
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hiicre i¢i iiyeleri hippo yolagini bir cok ayr1 basamaktan sinyal girisi yaparak regiile
edebilmekte ve tlimor baskilayict gibi etki gosterebilmektedirler. (109-115) Hiicre
polaritesi 6zellikle gelisimsel siire¢lerin kritik bir diizenleyicisidir. (116) aPKC ve
Crumbs gibi apiko-bazal hiicre polaritesi girisleri de direkt hippo ¢ekirdegi ile iligki
kurabilmektedir. (117, 118) Hiicre adezyon baglantilar1 ve polaritesi hiicre
yogunlugu, kontakt inhibisyon gibi onemli bilgileri Hippo yoluna aktararak
YAP/TAZ molekiillerinin hiicresel konumunu ve buna bagl transkripsiyon
etkinligini diizenleyebilmektedir. (103, 112, 113) Hiicresel yogunlugun artmasi
sonucu hiicre seklindeki degisimler ve siki ve adherens baglanti gibi hiicre-hiicre
baglantilarinin Hippo iligkili veya bagimsiz etkileri ile YAP/TAZ’ 1n niikleer ge¢isi
azaltilabilmekte ve kontakt inhibisyona sekonder hiicre proliferasyonu
yavaglatilabilmektedir. (113, 119) Bu mekanizma ayni zamanda hiicre
yogunlugunun az oldugu dis katmanlarda proliferasyonu ve migrasyonu destekler
sekilde YAP/TAZ aktivitesine izin vermektedir. (120-122)

Ekstraseliiler yogunluk ve hiicresel mimarinin regiilasyonundaki mekanik
giiclere duyarli sinyal degisiklikleri de doku biiyiimesini ve hiicre proliferasyonunu
kisitlamak i¢in integrinler veya aktin molekiilleri hippo yolaginin aktivitesini
module edebilmektedirler. (123-127) Yine besinsel eksiklik, enerji yetersizligi,
ozmotik degisiklik veya hipoksi gibi hiicrenin stres altinda oldugu durumlarda da
hippo yolag1 hiicre homeostazisinin uygun sekilde korunabilmesi i¢in gorev
almaktadir. (128-132)

Hippo yolagi ayrica bir ¢ok diger sinyal yolag: ile de karsilikli iletigim

halindedir. Ozellikle gelisimsel siireclerde, doku homeostazisinde, tiimorogeneziste
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oldukc¢a 6nemli olan WNT/B-Catenin yolag ile baglantis1 ilgi ¢cekmektedir. (79, 94,
133) Heniiz fonksiyonel onemi net olarak bilinmese de, hippo yolaginin
aktivasyonu sonucu sitoplazmik diizeyi artan TAZ’1n -Catenin’i fosforile etmesi
ya da artan YAP/TAZ miktar1 ile B-Catenin ile fiziksel olarak baglanip
degradasyona ugrayan bir yikim kompleksi olusturulmasi ile WNT/B-Catenin
yolaginin niikleer aktivitesinin hippo aracili olarak azaltildig1 gosterilmistir. (134,
135) iki yolak arasindaki baglanti bir ¢ok dokunun gelisimsel ve rejenerasyon
stirecini onemli diizeyde etkiliyor olabilir.

Hormonlar gibi bir ¢cok hiicre dis1 biyokimyasal molekiiliin hiicre reseptorii
olan GPCR’da etkisi G protein tipine gore degismekle beraber kinaz aktivitelerini
degistirerek hippo yolagina sinyal girisi saglamaktadir. (95, 136, 137) Bu yoldan
yapilan diizenlemeler hormon, biiylime faktorii gibi hiicre dist sinyallerin hippo
yolagina aktarilmasi icin temel yoldur ama fonksiyonel etkileri heniiz tam
aydinlatilamamuistir. (98)

Hippo-YAP/TAZ sinyal yolaginin NOTCH ve TGF-B ailesi sinyal
yolaklar1 ile etkilesiminin de var oldugu bilinmektedir ve bu siireclerin
organogenez, farklilasma, hiicre biiylimesi gibi O6nemli biyolojik siireglerdeki

etkisini diizenliyor olabilecegi diisiiniilmektedir. (79, 138, 139)

2.3.4 YAP/TAZ Transkripsiyonel Aktiviteleri
YAP ve onun daha kiigilk homologu olan TAZ birer transkripsiyon

faktorleridirler. (140, 141) Fosforilasyon durumuna gore sitoplazma ve ¢ekirdek
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arasinda yer degistirmektedirler. Ana diizenleyici olan hippo yolagina dahil
LATS1/2 veya daha nadiren hippo yolagi bagimsiz isleyen diger kinazlar aktif
olmadiginda defosforile YAP/TAZ gen ekspresyonunu yiiriitmek i¢in niikleusta
akumule olmaktadir. Fakat YAP ve TAZ transkripsiyon faktorleri olmasina ragmen
DNA ile direkt baglanarak gen ekspresyonunu diizenleyememektedir. Bagka bir
transkripsiyon faktoriine baglanan ko-aktivator olarak gorev yapmaktadirlar. Hedef
gen transkripsiyonunu siklikla TEAD ailesinin transkripsiyon faktorlerine (TEAD
1-4) baglanarak aktive etmektedirler. (142) Ayrica RUNX1/2, p73, ERBB4, EGR-
I, SMADs, PAX3, TBXS5 gibi diger transkripsiyon faktorlerine de
baglanabilmektedirler. (140, 143, 144) YAP/TAZ i niikleus ici aktivitesi ise
VGLL4 gibi TEAD’a baglanan molekiiller ile kisitlanmaktadir. (145-147) Bu
kompleks faktorler bir arada doku-hiicre spesifik YAP/TAZ aktivite diizeyini
belirlemektedir. (140)

YAP/TAZ’1n doku, organ boyutunun diizenlenmesinde esansiyel bir rolii
olsa da, bunun haricinde gelisimsel siire¢lerin, doku ve organ rejenerasyonun, hiicre
migrasyonunun, hiicre proliferasyonun ve yasam dongiisiiniin, farklilagsma
siireglerinin, hiicre yapisal silireclerin ve homeostazisinin de Onemli bir
diizenleyicisidir ve disregiilasyonunda kanser basta olmak iizere patolojik siire¢ler

de gelismektedir. (98)

2.3.4.1 YAP/TAZ Aracili Biiylime ve Geligim Siireclerinin Kontrolii
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YAP ve TAZ’1n en iyi ortaya konulmus aktivitesi bilylimenin kontrolii ve
gelisimdir. (93) YAP/TAZ’1n embriyogenez sirasinda agir1 aktif oldugu durumlarda
kalp, karaciger gibi organlarin normalden daha biiyiik oldugu rat ¢alismalarinda
gozlenmistir. (85) Bununla birlikte uygun gelisim i¢in de yeterli miktarda aktif
olmalar1 gerekmektedir. YAP ve TAZ gen ifadesinin birlikte durdulmus farelerde
embriyonik gelisimin tamamlanamadig1 gosterilmistir. (122) Yine YAP i tekli
delesyonu kalp hipoplazisi, bobrek hipoplazisi, vaskiiler yetersizlik ve embriyonel
donemde lethalite ile sonuglanmaktadir. (148) TAZ in tekli delesyonunun etkisi
daha siirli olsa da akciger ve bobrek gelisimi bozulmaktadir. (149, 150) Her iki
faktor bir arada dislintildiglinde gerek organ boyutunun gerekse organ
fonksiyonun uygunlugu icin doku spesifik dengeli bir YAP/TAZ aktivitesi elzem

gozikkmektedir.

2.34.2 YAP/TAZ Aracili Hiicre Boliinmesinin ve Hiicre Yasam
Dongiistiniin Kontrolii

DNA replikasyonu, hiicre bliylimesi, mitoz ve DNA tamirinin
komponentleri YAP/TAZ aktivitesinden 6nemli diizeyde etkilenmektedir. (85)
Apoptotik siireclerin inhibisyonunu yapan Bcl-2, survivin gibi molekiiller
YAP/TAZ aktivitesi ile upregiilasyona ugramaktadir. (85, 151) Bu etkileri ile
YAP/TAZ hiicre proliferasyonunu uyarirken, apoptozu engelleyerek hiicre yasam

Omrini uzatmaktadir.

21



2.3.4.3 Hiicre Farklilagma Siireclerinde YAP/TAZ Aktivitesi

YAP/TAZ aktivitesinin hiicre farklilagmasi siireclerinin {izerinde yaygin
bir etkisi oldugu disiliniilmektedir. Fakat etkileri henliz tam olarak
tanimlanmamigtir. Akciger, gastrointestinal trakt, karaciger, bobrek, sinir sistemi,
damar, kalp, bez hiicrelerinin farklilagmasi tizerinde etkili oldugunu gdsterilmistir.
(21, 85, 87, 109, 149, 150, 152-155) Baz1 calismalarda multipotent kok hiicre
farklilagmasi sirasindaki yiiksek YAP diizeylerinin farklilasmanin c¢esitliligini
siirdiirdligli, bununla birlikte farklilasmani ileri asamalarinda YAP aktivitesinin

farklilagmay1 tamamlamak i¢in azaldig1 gosterilmistir. (156)

2.3.4.4 Rejenerasyon Siireclerinde YAP/TAZ Aktivitesi

Hiicre proliferasyonunun ve farklilasmasinin kontroliindeki 6nemli rolleri
hippo yolagini rejenerasyon siireclerinin de merkezine koymaktadir. Hasar veya
doku kaybi sonrasi, hippo yolaginin kinaz kapasitesinin azalmast YAP/TAZ
transkripsiyonel aktivitesini arttirmakta ve proliferatif, mitojenik ve farklilasma
siireglerinin gen ekspresyonunu arttirmaktadir. (85) Yetigskin donem organlarin bir
cogu i¢in hasar sonrasi rejenerasyon ¢ok kisitli kalmakta iken, ektopik YAP/TAZ
verilmis farelerde kalp, bagirsak, deri, karaciger rejenerasyon kapasitesinin arttigi
gosterilmistir. (157, 158) Tamir siireglerinin ve rejenarasyonun YAP aktivitesi ile

indiiklenebiliyor olmasi heniiz veriler olduk¢a az olmasina ragmen hasar gérmiis
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bir ¢ok farkli organ ve doku i¢in bu yolun miidahalesi ile rejenerasyonun

saglanabilecegini diigiindiirtmektedir.

2.3.4.5 YAP/TAZ Aktivitesinin Patolojik Siireglerdeki Olasi Rolleri

Normal gelisim siireclerindeki ve hiicre homeoztasindeki rolleri
YAP/TAZ yolunun disregiilasyonunda bir ¢ok patolojik siire¢in gelismesini de
aciklamaktadir. Ozellikle apoptoz ve proliferasyondaki kontrolii sebebi ile kanser
gelisimi ve progresyonunda oldukga etkili gériinmektedir. Bir ¢ok kanser hiicre
dizininde YAP/TAZ aktivitesinin artmasi ile yasam dongiisiiniin hizlandigs,

metastazin arttig1 ve hatta tedaviye direng gelistigi goriilmektedir. (92, 159, 160)

2.3.5 Hippo-YAP/TAZ Sinyal Yolaginin Biiylime Plaginin Endokondral
Gelisimindeki ve Hasar Sonrasi Biiylime Plagi Tamir Yanitindaki Aktivitesi

Hippo yolagmin iskelet gelisimindeki etkileri oldukca kisitli ¢alismada
incelenmistir. Su ana kadarki bulgular YAP ve TAZ’1n endokondral siireglerdeki
belirgin rolii oldugunu desteklese de molekiiler ve fonskiyonel sonuglari agisindan
celigkilidir.

Hippo yolagmin kok  hiicrelerinin  farklilagmasindaki  rolleri
diistintildiginde, mezenkimal hiicre kondensasyonu ile baslayan endokondral
kemiklesme siirecini progenitdr hiicre asamasinda etkiliyor olmasi sasirtic

olmamaktadir. YAP’in B-Catenin sinyalini diizenleyerek mezenimal progenitor
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hiicrelerin adipogenik farklilasmasini inhibe edip, osteogenik farklilagmasini aktive
ettigi rapor edilmistir. (161, 162) Baska caligmalarda ise YAP1’in osteogenik
farklilagsmay1 azalttigi, yiiksek TAZ seviyelerinin ise osteogenik farklilagsmay1
arttirdig1 gosterilmistir. (163-166) Her ne kadar YAP ve TAZ’ 1n etkinligi kritik
olsa da muhtemelen Hippo bagimsiz YAP ve TAZ iliskileri bu siiregleri daha
komplike hale getirmektedir ve etkilerinin net olarak belirlenebilmesi i¢in ileri
caligmalar gerektirmektedir. (167, 168)

Biiyiime plagindaki ileri farklilagma siirecinde Hippo yolag: aktivitesi ise
faz spesifik olarak degiskenlik gdsteriyor gibi durmaktadir. Hippo yolaginin ana
kinazlar1 olan LATS1/2 ve MST1/2 diizeylerinin maturasyon ilerledikce arttig1
gosterilmistir. (169) Baska bir calismada ise biiyiime plaginda kondrositler
hipertrofik maturasyona ilerlerken YAPI diizeyinin Hippo yolagi aktivitesinin
artmasina ikincil belirgin azaldig1 ispatlanmistir. (22) Deng ve ark. yaptigi bu
caligmada kondrositik progenitdr hiicrelerde YAP1 aktivitesinin proliferasyonu
indiikler sekilde aktif oldugunu gostermektedir. Yine proliferatif kondrositlerde
YAPD’in transkripsiyon aktivitesinin yiiksek oldugu ve SOX6 geninin
regiilasyonunu arttirdignr  saptamislardir.  Proliferatif kondrositlerin  aksine
hipertrofik kondrositlerde ise YAP1 diizeylerinin azaldigin1 ve es zamanli olarak
maturasyonu indiikleyen RUNX2 ve Col10al regiilasyonun arttigini, aksine YAP1
ekspresyonunun arttig1 transengenik farelerde ise matur hipertrofik kondrositlerin
ana diizenleyici genleri olan Aggrecan ve Coll0al regiilasyonunun azaldig: tespit
edilmistir. (22) Hepsi bir arada degerlendirildiginde YAP1 ekspresyonu artmis

farelerde ilk proliferasyonun ve farklilasmanin indiiklenmesine ragmen, uygun
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maturasyonun saglanamamast nedeni ile histolojik degerlendirmede biiylime
plagmin boyutunun kii¢iik kaldigi, hipertrofik zonda mineralizasyonun bozuldugu
ve endokondral kemiklesmenin gerceklesmedigi gozlenmistir. Bu sebeple artan
YAP1 diizeylerinin endokondral kemiklesmeyi engelledigini ifade etmislerdir.
Vanyai ve ark. ise in vivo ortamda biiylime plaklarindaki histolojik incelemede,
Ki67 boyama ile yapilan incelemede YAP artiginin in vitro proliferasyonu
arttirmasina ragmen in vivo ortamda proliferasyon artisina sebep oldugunun
gosterilemedigine, fakat ekstraseliiler matriks sentezinin belirgin azaldigini ve buna
ikincil hiicre yogunlugunun arttigina dikkat ¢cekmislerdir. (170) Ileri asamalarda ise
farklilasmanin YAP/TAZ bagimsiz da ilerledigini fakat ekstraseliiler matriks
yogunlugunun metalloproteaz enzimlerinin regiilasyonun azalmasina ikincil artiyor
olabilecegini agiklamiglardir.

YAP ve TAZ mekanik girdilerin transkripsiyonel doniisiimiinde ana
regiilatorlerden biridir. (171, 172) Zhong ve ark. da yaptiklar1 caligmada
ekstraseliiler matriks yogunlugunun YAP’in niikleer ve transkripsiyonel
aktivitesini arttirdigin1 ve kondrositik fenotipi belirledigini gostermislerdir. (173)
Ekstraseliiler matriksin mekanik sinyalleri kok hiicrelerin farklilasma kaderini de
etkilemektedir. Bir caligmada iskelet sistemi mezenkimal multipotent kok
hiicrelerinde artan niikleer YAP/TAZ aktivitesinin hiicrelerin kondrogenik ve
adipogenik farklilasmasini engellerken osteogenik farklilagmaya ydonelttigini
gostermistir. (174) Baska bir caligmada da onceki ¢aligmanin sonuglariyla benzer
sekilde, artan YAP/TAZ aktivitesinin osteogenik ve fibrokondrogenik

farklilagmay1 arttirdigini gosteren sonuglar elde edilmistir. (175) Kardiyak ve renal

25



hasar siireglerinde ekstraseliiler matriks yogunlugundaki degisimlerin YAP/TAZ
aracilt yanitlar olusturdugu ve bu molekiillerin modulasyonunun maladaptif yanit
iligkili hasarin nihai boyutunu 6nemli oranda azalttig1 ortaya konulmustur. (176-
178) Endokondral tamir siirecinde YAP’1n olas1 maladptif etkisi ise bir ¢caligmada
degerlendirilmistir. Deng ve ark. yaptig1 bu ¢alismada, Yap1%¢* farelerde fraktiir
sonrasi tamir bolgesinde YAP1 asir1 ekspresyonuna eslik eden bozulmus, daha az
mature kallus formasyonu gozlemlemislerdir. (22) Matriksten gelen mekanik
girdilerin homeostasiste énemli rol oynadig1 biiyiime plaginda, hasar ve hasara
yanit silireclerinde bu mekanizmalarin etkileri ise heniiz bilinmemektedir.
Calismalar genel olarak degerlendirildiginde heniiz net bulgular elde
edilememis olsa da YAP ve TAZ’1n ayr1 ayr faz spesifik aktivitelerinin var oldugu
ve biiylime plaginda erken proliferasyonu arttirirken ileri hiicresel farklilasmay1
inhibe ettigi ve ekstraseliiler matriksin maturasyonunu da bozdugu sdylenebilir.
(22, 179) Yiiksek siirekli YAP1 aktivitesi hasar sonrast endokondral matur
kemiklesmeyi azaltmakta ve tamir siirecini inhibe etmektedir. Hasar siire¢lerine
yanittaki erken kok hiicre farklilagmasina etkisi ise bilinmemektedir. Bulgular agik
bir sekilde endokondral gelisimde ve tamir siireglerinde YAP/TAZ aktivetisinin

etkin ve anahtar bir diizenleyici olabilecegini desteklemektedir. (22)

2.4 Calismanin Amaci
Hippo-YAP/TAZ yolaginin rejenerasyon ve gelisimsel siire¢lerdeki

roliiniin endokondral kemiklesme siireci Ozelinde de islemekte oldugu
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gosterilmistir. Bliylime plagi hasar1 sonrast bir iyilesme yaniti gelismekte fakat
postnatal donemde bu cevabin etkinligi sinirli olmaktadir. Iyonizan radyasyona
maruz kalmig biiylime plaginda da akut donemde ilk etki olarak biiylime plaginda
biliylimenin durmasi gézleniyor olsa da hemen bunu takip eden bir endokondral
iyilesme cevabinin olustugunun kanitlari mevcuttur. Fakat bu iyilesme siirecinin
yOnetici mekanizmalar1 ve cevabin neden tam olmadigi heniiz bilinmemektedir.
Hippo-YAP/TAZ yolaginin endokondral rejenerasyonda aldigr kritik roller
iyonizan hasar sonrasi gelisen rejenerasyon siirecinin de merkezinde olabilecegini
diisiindiirmektedir. Bu bilgiler 1s1¢inda ¢alismamizda radyasyon hasari sonrasi
bliylime plaklarinda gelisen iyilesme cevabinda genetik diizenlemeleri yapiyor
olabilecek Hippo-YAP/TAZ sinyal yolaginin rolii in vivo olarak arastirilacaktir.
Calismamiz, iyilesme cevabinin farkli fazlarindaki Hippo-YAP/TAZ etkinligini
ortaya koymay1 ve bu yolagin modiilasyonun iyilesme cevabinda olusturacagi

potansiyel degisiklikleri irdelemeyi amaglamaktadir.

3. GEREC VE YONTEM
3.1 Deney Protokolii

3.1.1 Etik Kurul Onay1 ve Deney Hayvanlarinin Temini

Calismanmiz igin Gazi Universitesi Hayvan Deneyleri Yerel Etik
Kurulu'ndan G.U.ET-20.043 kodlu etik kurul onay1 alinmistir. ( EK 1) Calismada
36 adet Yeni Zelanda Irki, yaklasik 8 haftalik ve 1.500-2.000 gram agirliginda

tavsan kullamlmistir. Tavsanlar Gazi Universitesi Yasam Bilimleri Uygulama ve
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Arastirma Merkezi’nden temin edilmistir. Arastirma siireci ve bu siirecte deney
hayvanlarmnin bakimi Gazi Universitesi GUDAM — Deney Hayvanlar1 Yetistirme
ve Deneysel Arastirmalar Merkezi’nde yiiriitiilmiistiir. Tiim tavsanlar deney
stirecince, 12 saatlik karanlik-aydinlik dongiisii saglanan, 22+2 C 1s1 ve %50+5 nem
oranina sahip ortamda barindirilmislardir. Tavsanlarin su ve pelet yem ihtiyaglari

ad-libitum olarak saglanmistir.

3.1.2 Radyoterapi Planlama ve Uygulama Siireci

Radyoterapi planlama ve uygulama siirecinde tavsanlara kas i¢i 45 mg/kg
ketamine ve 5 mg/kg ksilazin anestetik ajan uygulanarak genel anestezi
saglanmigtir. Anestezi altina alinan tavsanlar prone pozisyonda, vakumlu yatak
yardimi ile sabitlenmistir. Tavsanlara klinigimizde bulunan Siemens Somatom
Sensation Open Bilgisayarli Tomografi cihaz ile {i¢ boyutlu radyoterapi planlama
icin 1.5 mm kesit aralig1 ile simiilasyon tomografisi ¢ekilmistir. Radyoterapi tedavi
hacmini konturlamak ve tedavi planlamasi i¢in goriintiiler Eclipse 15.6 Tedavi
Planlama Sistemi’ne aktarilmistir. Tavsanlarin sol distal femur ve proksimal tibial
epifizyal biliylime plaklarini icerecek sekilde tedavi hacmi belirlenmistir. Hedef
hacimde recete edilen dozun saglanmasi ve ylizey doz dagilimini optimize etmek
icin 1 cm doku esdegeri bolus kullanilmistir. Paralel karsit iki alan ile 6 MV X 15101
kullanilarak kaynak merkez mesafesi 100 cm ( SAD 100 cm) olacak sekilde 3
Boyutlu Konformal Radyoterapi ( 3BKRT ) Planlama ile tedavi planlama

yapilmistir. Biiyiime plaklarina 3.5 Gy fraksiyon dozu ile birbirini takip eden
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giinlerde uygulanmak iizere 5 giinde toplam 17.5 Gy radyoterapi dozu regete
edilmigtir. Tavsanlarin sag alt ekstremiteleri ve diger normal dokular1 radyasyon
maruziyetini 6nlemek i¢in alan diginda birakilmistir. Radyoterapi tedavi alanlar1 ve
doz dagilimi Sekil 3 ‘te gosterilmistir. Tavsanlar radyasyonun uygulanmasi igin
klinigimizde bulunan Varian Clinac DHX lineer akselerator radyoterapi uygulama
cihazina aktarilmiglardir. Planlama tomografisinde immobilize edildikleri sekilde

tekrar immobilize edilen tavsanlara 5 giin foton 1511 ile radyoterapi uygulanmaistir.

\

Sekil 3. Radyoterapi tedavi alani ( A ) ve doz dagilimlar1 ( B)
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3.1.3 Deney Gruplari

Deneye dahil edilen toplam 36 adet tavsan takip siirelerine gore farklilik
gosteren her biri 6 tavsandan olusan 6 gruba boliinmiistiir. Radyoterapinin son
giiniinden baglamak iizere takip siireleri her bir grup icin sirastyla 1. (24. Saat), 7.,
10., 14., 17., 21. giindiir. (Tablo 1) Tim gruplardaki tavsanlarin sol taraf distal
femur ve proksimal tibial biiyiime plaklarina toplam 17.5 Gy radyoterapi
uygulanmistir ve sag taraf ayn1 biiyiime plaklar1 radyoterapi uygulanmayan kontrol

grubu olarak belirlenmistir.

Tablo 1. Deney gruplari

Grup Radyoterapi Siiresi Takip Siiresi Toplam Deney Siiresi
(glin) (glin) (giin)
Grup 1 5 1 6
Grup 2 5 7 12
Grup 3 5 10 15
Grup 4 5 14 19
Grup 5 5 17 22
Grup 6 5 21 26

3.2 Sakrifikasyon

Belirlenen takip siiresini tamamlayan tavsanlara kulak veninden ksilazin
verilerek olusturulan derin anestezi ile 6tenazi yapilmistir. Tavsanin exitus oldugu
gozlendikten sonra sol alt ekstremite ve sag alt ekstremite distal femur ve proksimal
tibial biiyiime plaklar1 uygun sekilde eksize edilmistir. Immiinhistokimaysal

incelemeler i¢in eksize edilen materyaller hizlica formaldehite alinmigtir.
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3.3 Histomorfolojik ve Immiinhistokimyasal incelemeler

Elde edilen dokular en az 72 saat siiresince % 10’ luk formaldehit
cozeltisinde tespit edilmistir. Sonrasinda doku o6rnekleri dekalsifikasyon amagl
uygun soliisyona alinarak bekletilmistir. Dekalsifikasyonun saglanmasinin
ardindan tiim dokular kasetlere konularak akarsu altinda yikanmigtir. Suyun
uzaklastirilmasi i¢in dokular artan alkol serilerinden (%50, %70, %80, %90, %100)
gecirilmigtir. Sonrasinda dokular parlatilmalar1 amaciyla ksilolden gegirilip
ardindan erimis parafine gdmiilmiistiir. Hazirlanan parafin bloklardan elde edilen 4
um kalinligindaki kesitlere tiim 6rnekler icin Hematoksilen-Eozin (H&E) boyamasi
ve PTHrP, YAP ve TAZ i¢in immunohistokimyasal isaretlemeleri yapilmistir. Tim
deney gruplart kemik dokusu bloklarindan lamlara 4 pm kalinhiginda kesitler
alimmigtir. Kesitler 60°C etiivde 1 saat bekletildikten sonra, 3x10 dakika ksilole
alinarak deparafinizasyonlar1 saglandiktan sonra lamlar sirasiyla azalan alkol
serilerinden gegirilerek rehidrate (%100, %96, %80, %70) edilmistir. Kesitler
alkolden arindirilmak amaciyla iki kez 1’er dakika distile sudan gegirilmistir.
Antijen maskesini kaldirmak i¢in 1/10 dilue EDTA tamponu uygulanmistir. Distile
su ile yikama asamasindan sonra 10 dakika %3’liik hidrojen peroksit ile etkin
birakilan dokularda endojen peroksidaz aktivitesi bloke edilmistir. 2 saat nemli
ortamda asil antikor (primary antibody) inkiibe edilip, 30 dakika bekletilmistir.
HRP Polymer Quanto da 30 dakika bekletilmistir. Her asamada PBS ile dikkatle
yikama yapilmistir. Pozitif hiicreleri belirleyebilmek i¢in DAB ile boyama yapilip,
Harris Hematoksilen’de 30 saniye boyanilmis ve 2x1 dakika akar suda yikanmistir.

%1 amonyak-su karisimina batirilip tekrar 1 dakika akar suda yikanmistir. Boyanan
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camlar artan alkol serilerinden gegirilerek suyu alindiktan sonra 5 dakika
seffaflagtirmak icin ksilolde bekletilmistir. Ardindan entellan ile kapatilmigtir. Elde
edilen Ornekler Leica DM 4000 (Germany) bilgisayar destekli goriintiileme
sisteminde 151k mikroskobi ile incelenerek, Leica - Qwin programinda resimleri

cekilerek degerlendirilmistir.

3.4 Istatistik

PTHrP, YAP ve TAZ igin 100er hiicre sayilip niikleer boyanan hiicre
sayilar1 kaydedilmistir. Kayitlar istatiksel incelemeler i¢in ticari olarak satilan bir
istatiksel yazilim paketi olan SPSS (IBM Corp, Statistic for Windows, Version
23.0, Armonk, NY) programina aktarilmigtir. Her bir ayr1 molekdil i¢in 1. giin (1.
Grup) kontrol grubunun boyanan hiicre sayisi degeri 1 (bir) kabul edilerek diger
gruplardaki degerler katsal degisim ifade sekline doniistliriilmiistiir. Daha sonra
degerler parametrik olmayan ¢oklu bagimli degerlendirme testi Friedman ile analiz
edilmistir. Gruplar arasindaki ikili farkliliklar Wilcoxon Isaretli Siralar Testi ile
analiz edilmistir. Gozlem siiresince molekiillerin  ekspresyonel degisikleri
arasindaki uyumu degerlendirmek i¢in Spierman Korelasyon Testi uygulanmaistir.
Testler %95 giliven araliginda uygulanmistir ve p = .05 istatiksel anlamlilik degeri

olarak kabul edilmistir.
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4. BULGULAR
4.1 Histomorfolojik Bulgular

Hematoksilen eozin ile yapilan genel histomorfolojik incelemede,
fraksiyone radyoterapi sonrasi 24. saatte kontrol grubuna kiyasla radyoterapi
uygulanmig biiyiime plaklarinda zonal histomorfolojik degisim minimal
diizeydedir. (Sekil 4 A - B) Proliferatif ve hipertrofik zon alanlarinda artmis
apoptoz gozlenen temel bulgudur. Yapisal degisiklik ilk olarak proliferatif zonda
gerceklesmistir ve proliferatif zonun normal kolumnar yapisinin bozulmaya
basladig1 izlenmistir. (Sekil 4 B) Bu giinde kontrol grubuna kiyasla toplam biiyiime
plagi uzunlugu deney grubunda artmistir. Bununla birlikte takip eden gilinlerde RT
uygulanmis biiylime plaklaklarinin uzunlugu normal biiylime plaklarina gore geri
déniisiimsiiz olarak azalmustir. Ilk dénemdeki gegici boyut artismin ekstraseliiler
matriks tiretimindeki rdlatif artisa bagl oldugu diigiiniilmiistir.

Radyoterapi sonrast 1. haftada histomorfolojik bulgular belirginlesmeye
baglamistir. (Sekil 4 C — D) Kondrositlerin proliferatif aktivitesinin sol taraf
biiytime plaklarinda belirgin azaldig1 gézlenmistir. Radyoterapi ikincil apoptozun
ilk giine kiyasla daha da artis1 proliferatif azalmaya eslik etmektedir. Hipertrofik ve
proliferatif zon uzunluklari kontrol grubuna goére azalmistir. Bununla birlikte
matriks alan fraksiyonunun ise rolatif artis1 saptanmistir. Ayni1 zonlarda hiicresel
yapisal degisiklikler ve nekroz bulgular1 ortaya ¢ikmistir. Bu etkilerin takip eden
giinlerde progresif bir sekilde arttifi ve yayginlastigi tespit edilmistir. Bu
donemdeki biiyiime plaklarinda artmig lizozom miktarina ikincil oldugu diisiiniilen,

diger kondrositlere gére daha eizonofilik sitoplazmalara sahip yer yer lakiiner
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yapilar gdsteren hiicreler saptanmistir. (Sekil 5 A ve C) Bu hiicrelerin miktar1 5.

gruba dogru artis gostermektedir.

— z %) &5, -

Sekil 4. Hematoksilen Eozin (H/E) boyamalara ait goriintiiler. Gozlenebilen zonal ayrimlar siyal

¢izgi ile konturlanmustir.

Diger sayfada devam etmektedir-...
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ayrimlar siyah ¢izgi ile konturlanmigtir. ( Bar 200 um )

A ve B : 1. giin, sirasiyla kontrol ve RT grubu
CveD : 7. giin, sirastyla kontrol ve RT grubu
E ve F : 10. giin, sirastyla kontrol ve RT grubu
G ve H : 14. giin, sirasiyla kontrol ve RT grubu
IveJ: 17. giin, sirasiyla kontrol ve RT grubu

K ve L : 21. giin, sirasiyla kontrol ve RT grubu
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Radyoterapi sonrasi 7. ve 10. giinde belirgin artig gdstermis olan hipertrofik
zon matriks alan fraksiyonu 14. glinde normal biiyiime plagi seviyesine gerilemistir.
( Sekil 4 ) Buna eslik eden kondroklastik hiicre sayisindaki artis dikkati
cekmektedir. ( Sekil 5 B ve C ) Yiiksek lizozomal igerikli hiicrelerin artisiyla
beraber kondroklastik hiicrelerin ortaya ¢ikmasi matriks yikiminin arttigina ve buna
ikincil matriks alan fraksiyonunun azaldigina isaret etmektedir.

Iyilesme yanitinin bir gostergesi olan rejeneratif kondrosit kolonileri 10.
giinden itibaren artmaya baglamistir ve 14. giinde en belirgin artis1 gostermistir.
Buna ikincil proliferasyon hiz1 ve hacimsel artis 6nceki gruplara gore 4. grupta artis
gostermekle beraber kontrol grubuna kiyasla siirekli olarak daha diisiik seviyede
kalmastir.

On yedinci ve takip eden 21. giinde rezorbisyon zonundaki uzunluk ve
matriks dejenerasyonu maksimum seviyeye ¢cikmistir. ( Sekil 4 ) Lipid birikimine
sekonder oldugu disiiniilen, vakuolizasyon izlenen sitoplazmaya sahip
kondrositlerde artis tespit edilmistir. ( Sekil 5 D ) Altinci grupta osteogenezise
gecisin bir bulgusu olan vaskiiler invazyona ait kapiller olusumlardaki artis
belirginlesmistir. ( Sekil 5 C ve D ) Ayn1 donemde biiyiime plagindaki kemik
doku/kikirdak doku oraninda belirgin artis saptanmistir. Kondrosit seliileritesi
onemli oranda azalmis, hiicresel ve yapisal distorsiyona eslik eden nekroz major

bulgu haline gelmistir.
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Sekil 5. Hematoksilen Eozin (H/E) boyamada g6zlenen patolojik histomorfolojik bulgularin temsili
ornekleri. | isareti : Artmig eizonofilik sitoplazmalara sahip kondrositler, y isareti : Kondroklast
oldugu diistiniilen ¢ok gekirdekli dev hiicreler, O isareti : Kapillerizasyonun belirgin izlendigi

alanlar, * isareti : Lipid icerikli vakuollere sahip kondrositler

A : 7. glin, RT grubu (Bar 50 pm)
B : 14. giin, RT grubu (Bar 50 um)
C :17. glin, RT grubu (Bar 50 pm)

D : 21. giin, RT grubu (Bar 50 um)

4.2 immiinhistokimyasal Bulgular
4.2.1 PTHrP
Yiiz hiicre sayilarak immunhistokimyasal olarak niikleer PTHrP boyanan

hiicreler sayilarak kaydedilmistir. Kontrol grubu 1. Gilindeki ortalama ekspresyon
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Sekil 6. PTHrP immiinhistokimyasal boyamalarina ait gériintiiler ( Bar 100 pm)

fada devam etmektedir...

ger say

Di
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Sekil 6. (Devam) PTHrP immiinhistokimyasal boyamalarina ait goriintiiler ( Bar 100 pm)

8

A ve B : 1. giin, sirasiyla kontrol ve RT grubu
CveD : 7. giin, sirastyla kontrol ve RT grubu
E ve F : 10. giin, sirastyla kontrol ve RT grubu
G ve H : 14. giin, sirasiyla kontrol ve RT grubu
IveJ: 17. giin, sirasiyla kontrol ve RT grubu

K ve L : 21. giin, sirasiyla kontrol ve RT grubu

seviyesi 1 kabul edilerek diger gruplardaki ekspresyon seviyesi katsal degisim
iizerinden ifade edilmistir. Tim gozlem siiresince RT uygulanmis biiylime
plaklarindaki PTHrP ekspresyon diizeyleri kontrol biiyiime plaklarindaki
ekspresyon diizeylerinden diislik izlenmistir. ( Sekil 6 ve 7 ) Radyoterapi

uygulanmig plaklarda PTHrP ekspresyonu 1. giinde en diisiik seviyeye inmistir. (
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Kontrol grubuna kiyas ile %24 ekspresyon diizeyi, p = .03 ) Radyoterapi
uygulanmis plaklardaki PTHrP ekspresyon diizeyleri takip eden gozlem siiresince
siirekli olarak artig gostermistir. ( p <.001) (Sekil 7 ) En belirgin artig 17. giin ile
21. giin arasinda ger¢eklesmistir. ( Sekil 7 ve Tablo 2 ) Radyoterapi uygulanmis
plaklardaki gruplar arasinda bir dnceki takip stiresine gore YAP ekspresyonundaki
katsal degisim ve istatiksel karsiliklar1 Tablo 2’ de Ozetlenmistir. Radyoterapi
uygulanmamis plaklardaki PTHrP ekspresyonu ise gozlem siiresince tiim gruplarda

istatiksel olarak benzer diizeydedir. (p=.6) ( Sekil 7)

PTH1P (Kontrol)
——PTH1P (RT +)

1.2- e
1
! e
1.0- RS TERSeRRRRTne: SARLiE !
j
8- i
;
1
=
A
& < 001
36 5
Q 6—
a 3
=
Vi
" / :
-
0-
1 1 I I 1 I
1. Gim 7. Gim 10.Gin  14.Gan  17.Gan  21.Gin

Grup

Sekil 7. PTHrP ekspresyon diizeylerindeki degisimin karsilastirmali grafigi ( p degeri : PTHrP
kontrol ve RT + grup i¢in PTHrP ekspresyonundaki degisimin Friedman test analizi sonucu) ( RT :

Radyoterapi ) ( 1.0 Kat Degisim = 1. giin kontrol grubu ortalama degeri )
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422 YAP

Yiiz hiicre sayilarak immunhistokimyasal olarak niikleer YAP boyanan
hiicreler kaydedilmistir. Kontrol grubu 1. Giindeki ortalama ekspresyon seviyesi 1
kabul edilerek diger gruplardaki ekspresyon seviyesi katsal degisim iizerinden ifade
edilmistir. Tiim gozlem siiresince radyoterapi uygulanmis biiylime plaklarindaki
YAP ekspresyon diizeyleri kontrol biiylime plaklarindaki ekspresyon
diizeylerinden diisiik izlenmistir. ( Sekil 8 ve 9 ) Biiyiime plaginda
immiinhistokimyasal YAP boyanmasiin proliferasyon zonunda belirgin oldugu
goriilmistiir. ( Sekil 8 ) Radyoterapi uygulanmis plaklarda YAP ekspresyonu 1.
haftada en diisiik seviyeye inmistir. ( 1. giin kontrol grubuna gore % 41 ekspresyon
diizeyi, p = .03 ) RT uygulanmis plaklardaki Y AP ekspresyon diizeyleri 1. haftadan
sonra takip eden gozlem siiresince siirekli olarak artig gostermistir. ( p < .001) (
Sekil 9 ) YAP ekspresyonundaki en belirgin degisim 14. giin ile 17. giin arasinda
gerceklesmistir. ( Sekil 9 ve Tablo 2 ) Radyoterapi uygulanmis plaklardaki gruplar
arasinda bir dnceki takip siiresine gore YAP ekspresyonundaki katsal degisim ve
istatiksel karsiliklar1 Tablo 2’ de Ozetlenmistir. Radyoterapi uygulanmamis
plaklardaki YAP ekspresyonu ise gdzlem siiresince tiim gruplarda istatiksel olarak
benzer diizeydedir. (p=.5) ( Sekil ) YAP ekspresyon diizeyindeki degisiklikler ile
PTHrP ekspresyon diizeylerindeki degisim arasinda korelasyon oldugu

gbzlenmistir. ( Spierman Korelasyon Katsayis1 0.8, p <.001) ( Sekil 12 A)
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Diger sayfada devam etmektedir...
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A ve B : 1. giin, sirasiyla kontrol ve RT grubu
Cve D : 7. giin, sirastyla kontrol ve RT grubu
E ve F : 10. giin, sirastyla kontrol ve RT grubu
G ve H : 14. giin, sirasiyla kontrol ve RT grubu
IveJ: 17. giin, sirasiyla kontrol ve RT grubu

K ve L : 21. giin, sirasiyla kontrol ve RT grubu

423 TAZ

Yiiz hiicre sayilarak immunhistokimyasal olarak niikleer TAZ boyanan
hiicreler kaydedilmistir. Kontrol grubu 1. Giindeki ortalama ekspresyon seviyesi 1
kabul edilerek diger gruplardaki ekspresyon seviyesi katsal degisim tizerinden ifade

edilmistir. Tiim gozlem siiresince radyoterapi uygulanmis biiylime plaklarindaki
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TAZ ekspresyon  diizeyleri kontrol biiyiime plaklarindaki  ekspresyon

diizeylerinden

—— YAP (kontrol)
1.2- YAP(RT +)

p <001

Kat Degisim

| 1 I I I I
1. Gim 7. Gim 10.Gin  14. Gin 17.Gin  21. Gim
Grup

Sekil 9. YAP ekspresyon diizeylerindeki degisimin karsilastirmali grafigi ( p degeri : YAP kontrol
ve RT + grup i¢in YAP ekspresyonundaki degisimin Friedman test analizi sonucu) ( RT :

Radyoterapi ) ( 1.0 Kat Degisim = 1. giin kontrol grubu ortalama degeri )

diisiik izlenmistir. ( Sekil 10 ve 11 ) Biiylime plaginda immiinhisyokimyasal
niikleer TAZ boyanmasinin proliferasyon zonunda belirgin oldugu goriilmistiir.
Radyoterapi uygulanmis plaklarda TAZ ekspresyonu 1. haftada en diisiik seviyeye
inmigtir. (Kontrol 1. gruba goére % 50 ekspresyon diizeyi, p = .03 ) Radyoterapi
uygulanmis plaklardaki niikleer TAZ ekspresyon diizeyleri 1. haftadan sonra takip

eden gozlem siiresince siirekli olarak artis gostermistir. (p <.001) ( Sekil 11 ) YAP
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ekspresyonundaki en belirgin degisim 14. giin ile 17. giin arasinda gerceklesmistir.
( Sekil 11 ve Tablo 2 ) Radyoterapi uygulanmis plaklardaki gruplar arasinda bir
onceki takip siiresine gére TAZ ekspresyonundaki katsal degisim ve istatiksel
karsiliklar1 Tablo 2’ de Ozetlenmistir. Radyoterapi uygulanmamis plaklardaki
PTHrP ekspresyonu ise gozlem siiresince tlim gruplarda istatiksel olarak benzer
diizeydedir. (p =.1) ( Sekil 11 ) TAZ ekspresyon diizeyindeki degisiklikler ile
PTHrP ve YAP ekspresyon diizeylerindeki degisim arasinda korelasyon oldugu
gbzlenmistir. ( Spierman Korelasyon Katsayisi YAP vs TAZ i¢in 0.75, TAZ vs

PTHrP i¢in 0.63, her ikisi i¢in p <.001) ( Sekil 12 B ve C)

Tablo 2. PTHrP, YAP ve TAZ ekspresyonlarinin gruplar arasindaki katsal degisimi ve Wilcoxon

gore en belirgin yiikselisinin goriindiigli zaman dilimi. ( p <.5 istatiksel anlamli kabul edilmistir

ve anlamlilik degerini karsilayan sonuglar kalin yazilmistir. )

PTHrP YAP TAZ

Katsal deeri Katsal deeri Katsal deseri

Degisim p degert Degisim ceert Degisim p degert
2. Grup vs 1. Grup 1.14 .05 0.86 .03 077 .03
3. Grup vs 2. Grup 1.19 .05 1.3 .05 1.07 14
3. Grup vs 1. Grup 1.36 .03 1.12 .28 0.82 .03
4. Grup vs 3. Grup 1.32 .05 1.03 49 1.07 27
4. Grup vs 2. Grup 1.57 .03 1.36 .03 1.14 .05
4. Grup vs 1. Grup 1.79 .03 1.16 17 0.88 .04
5. Grup vs 4. Grup 1.24 .04 1.55* .03 1.42% .03
5. Grup vs 3. Grup 1.63 .03 1.63 .03 1.52 .03
5. Grup vs 2. Grup 1.94 .03 2.12 .03 1.62 .03
5. Grup vs 1. Grup 2.2 .03 1.82 .03 1.24 .03
6. Grup vs 5. grup 1.57* .03 1.04 35 1.08 A2
6. Grup vs 4. grup 1.94 .03 1.62 .03 1.54 .03
6. Grup vs 3. grup 2.56 .03 1.71 .03 1.65 .03
6. Grup vs 2. grup 3.04 .03 2.22 .03 1.76 .03
6. Grup vs 1. grup 3.48 .03 1.9 .03 1.35 .03
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Diger sayfada devam etmektedir...
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A ve B : 1. giin, sirasiyla kontrol ve RT grubu
Cve D : 7. giin, sirastyla kontrol ve RT grubu
E ve F : 10. giin, sirastyla kontrol ve RT grubu
G ve H : 14. giin, sirasiyla kontrol ve RT grubu
IveJ: 17. giin, sirasiyla kontrol ve RT grubu

K ve L : 21. giin, sirasiyla kontrol ve RT grubu
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TAZ (Kontrol)
——TAZ (RT +)

2]
I

Kat Degisim

4

I I I I 1 [
1. Giin 7. Giin 10. Giin 14, Giin 17. Gin 21. Gin
Grup

Sekil 11. TAZ ekspresyon diizeylerindeki degisimin karsilastirmali grafigi ( p degeri : TAZ kontrol
ve RT + grup i¢in TAZ ekspresyonundaki degisimin Friedman test analizi sonucu) ( RT :

Radyoterapi ) ( 1.0 Kat Degisim = 1. giin kontrol grubu ortalama degeri )

1 = ]
| "
= /
2 /
i /
/ N\ /
%i / / Z \\ . % /
g7 VA H E s /
] L ;. . S 3 .
| e i - i b Y
0 Pt - \ /

X STX VY S Y
o Grap

Sekil 12. Radyoterapi uygulanmis gruplarda PTHrP, YAP ve TAZ ekspresyon degisikliklerinin

Grup

korelasyon analiz grafikleri

A : YAP vs PTHrP, Korelasyon Katsayis1 = 0.8
B : TAZ vs PTHrP, Korelasyon Katsayis1 = 0.6

C : YAP vs TAZ, Korelasyon Katsayis1 = 0.76
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5. TARTISMA

Iyonizan radyasyonun epifizyel bilyiime plaklari iizerindeki inhibitér etkisi
cocukluk cag1 radyoterapi uygulamalarinin iyi bilinen bir komplikasyonudur. Su
ana kadar gelistirilen yontemler veya koruyucu tedaviler her ne kadar hasarin
siddetini ve etkisini azaltmis olsa da iyonizan radyasyon maruziyeti sonrast bliylime
plag1 arresti halen daha kaginilmaz bir sonug olarak goriilmektedir. Bununla birlite
radyasyon maruziyeti sonrasi biiyiime plaklarinin bir iyilesme cevabinin oldugunun
gosterilmesi hasarin kaginilmaz olmayabilecegini de akillara getirmistir. (13, 15,
17) lyilesme cevabinin olas1 molekiiler mekanizmalarini anlamaya ydnelik yapilan
sonraki ¢aligmalar ise kisitl bir diizeyde kalmistir ve bize net bir bilgi saglamadan
su an i¢in olduk¢a uzaktir. (7, 10, 16, 18, 19, 180) Bizim fraksiyone radyoterapi ile
yaptigimiz bu tavsan modeli biiyiime plaginda iyonizan radyasyon sonrasi gelisen
hasarda ve hasar takip eden kompensatuar iyilesme yanitinda dokularin rejeneratif
stireclerinin kritik bir yiiriitiiciisii olan YAP ve paralogu TAZ transkripsiyonel ko-
aktivatorlerinin etkinliginin olup olmadigin1 immiinohistokimyasal olarak
degerlendirmistir. Elde ettigimiz bulgulara gore biiylime plaginda YAP ve TAZ
molekiillerinin niikleer ekspresyon diizeyleri radyoterapi uygulandiktan sonraki ilk
1 haftada belirgin sekilde azalmistir. Histomorfolojik bulgular ise YAP ve TAZ
azalis1 ile aym1 donemde Ozellikle proliferasyon zonunda apoptotik bir hasarin
gelistigini ve inhibitdr etkilerin biiyiime plagina hakim oldugunu gdstermektedir.
Inhibitor etkileri takip eden klonojenik proliferasyon ve iyilesme yanitimin olustugu
donemde YAP ve TAZ niikleer ekspresyonlari da yaklasik 2 kata kadar artis

gostermistir. ' YAP/TAZ ekspresyon diizeylerindeki degisim biliylime plag:
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proliferasyon ve farklilagma siireclerinin ana diizenleyicilerinden olan ve onceki
caligmalarda radyoterapi iliskili hasarda ve iyilesme cevabinda etkili oldugu
saptanmig ana molekiil olan PTHrP’nin ekspresyon diizeylerindeki degisim ile de
korelasyon gostermektedir. Fakat hem YAP’1n ekspresyon diizeyi hem de yapisal
paralogu olan TAZ 1 ekspresyon diizeyleri bu artisa ragmen yine de radyasyon
uygulanmamig biliylime plaklarindaki ekspresyon diizeylerine erken donemde
erisememistir. Histomorfolojik bulgularimiz da olusan iyilesme yanitinin iyonizan
radyasyonun etkilerini dnleyebilecek boyuta ulasamadigin1 ve radyoterapi ikincil
hasarlar1 tamamen kompense edemedigini gostermektedir. Calismamizda elde
ettigimiz bu bulgular YAP/TAZ transkripsiyonel modiilatrlerinin biiylime
plagindaki rejeneratif siirecin kritik bir diizenleyicisi oldugunu ve iyonizan
radyasyon hasar1 sonrasi biiylime plagindaki hasarin ve kompansatuar iyilesme
cevabininin belirleyicisi olabileceginin kanitidir. Sundugumuz bu kanitlar biiytime
plaklarinin iyonizan radyasyon hasarina karsi gelistirdigi komplet olmayan
iyilesme cevabinin YAP/TAZ veya bu trankripsiyonel modiilatorlerin niikleer
aktivitesini kontrol eden Hippo sinyalizasyonu iizerinden diizenlenebilmesinin
miimkiin olabilecegini gostermektedir.

Postnatal donemdeki endokondral ossifikasyon siireci bir ¢ok farkli yolagin
karsilikl etkilesimi altinda siki bir sekilde kontrol edilmektedir. (38) Proliferatif
evre sonunda hiicre siklusundan ¢ikip, ossifiye olacak matur matriks yapimi i¢in
hipertrofik kondrosite dogru terminal farklilagma olurken, diger taraftan
multipotent mezenkimal kok hiicrelerin kondenzasyonu ile kondrogenezise

yonelmesi ve proliferasyonun biiyiime siireci tamamlanana dek korunmasi kritiktir.
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Biiytime plaklarinindaki arrest etkisi ile bilinen iyonizan radyoterapiye
biliylime plaginin olusturdugu ilk yanit bizim histomorfolojik bulgularimizin da
gosterdigi gibi proliferasyon zonundaki apoptoz ve hipertrofik kondrositlere dogru
akselere terminal farklilagmadaki artistir. (13, 64, 181) Proliferasyon ve terminal
farklilagmadaki kontrolii g6z oniine alindiginda PTHrP-IHH yolagin parakrin ve
otokrin aktivitesinin radyoterapiye bagli degisimlerin de aracisi oldugunu 6nermek
sasirtict degildir. (61, 182) IHH sinyalinin rezerv zondan kolumnar proliferatif
yaptya dogru farklilasmay1 saglarken, PTHrP nin ise proliferatif kondrositin yagsam
dongiisiinden ¢ikmasini, apoptozunu ve hipertrofik zona immatiir farklilagmasini
engelledigi bilinmektedir. (43, 45, 48, 183) PTHrP’nin bilinen bu kritik rolleri
sebebi ile radyoterapi sonrasi bliylime plaklarindaki hasarin ve hasari takip eden
iyilesme cevabinin da temel molekiiler diizenleyicisi olabilecegi diistinlilmiistiir.
Radyoterapi sonrasi artan intraseliiler Ca seviyesine bagli olarak PTHrP erken
donemde azalmaktadir. (8) Damron ve ark. rat modellerinde tek fraksiyon
radyoterapi sonrast PTHrP’nin diistiiglinii ve 1. haftada en diisiik seviyesine
eristigini saptamislardir. (7) Ayni ¢alismada PTHrP seviyelerinin 2. Haftada
iyilesme cevabiyla beraber geri yiikseldigi de saptanmistir. Radyoprotektor
kullanimt ile PTHrP’deki erken diisilisiin azalmasina ragmen, ikinci haftadaki geri
yiikselisin de belirginligini kaybetmesi lizerine yazarlar PTHrP’nin radyoterapi
sonrasi siireglerdeki etkisinin ¢ok 6dnemli olmayabilecegini kaydetmislerdir. Birkag
diger calismadan da radyoterapinin etkilerinin PTHrP’den bagimsiz olabilecegi
yoniinde bulgular gelmistir. (10, 16) Sonraki donemde de PTHrP’nin biiylime

plaklarinin radyoterapiye cevabindaki roliinii netlestiren bir ¢alisma gelmemistir.
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Bizim modelimizde ise PTHrP seviyeleri bizim ¢alismamizda 1. giinde en diisiik
seviyelerine inmistir. {lging olarak PTHrP’nin 1. Haftada en diisiik degere indigini
raporlayan diger ¢calismanin (7) aksine bizim ¢alismamizda PTHrP ekspresyonunda
bu donemde artig goriilmiistiir. Daha sonraki donemde YAP/TAZ’daki ekspresyon
artigini takip eden bir PTHrP ekspresyon artis1 olmakla birlikte birinci haftadaki bu
diskordansin sebebi agik degildir. Heniiz, PTHrP ile bu iki ko-aktivator arasinda
sinyal arttiric1 veya azaltici transkripsiyonel bir baglanti oldugunu gosteren bir kanit
olmadigindan ve bizim ¢aligmamiz bu eksende dizayn edilmediginden birebir bir
iligki tariflenememektedir.

Postnatal donemdeki biiylime plagt fonksiyonlarinda YAP ve TAZ
iistlendigi rol sadece bir kag ¢alismada incelenmis olsa da ilk sonuclar endokondral
kemiklesme siirecinin uygun ilerleyisinde viicutta yaygin etkisi bulunan bu iki
transkripsiyonel ko-aktivatoriin kritik bir diizenleyici olabilecegini gostermektedir.
(22, 163, 170, 173, 179) Deng ve ark. in vivo ve in vitro ortamda hem YAP
overekspresyonu yaparak hem de YAP fonksiyonlarini baskilayarak yaptiklari
molekiiler calismada YAP icin endokondral ossfifikasyon siirecinde iki temel
fonksiyon saptamislardir. (22) Bu ¢alismanin sonuglarina gore, YAP baskin olarak
proliferasyon zonunda  eksprese edilirken erken donem kondroprogenitor
hiicrelerin ve proliferatif kondrositlerin proliferasyonunu indiiklemektedir. Diger
kritik rolii ise kondrositlerin ileri farklilasmasinin kontroliidiir. Farklilagmanin ileri
asamalarinda YAP’in aktivitesini kaybettigi ve bu molekiiler degisikligin
hipertrofik kondrosite dogru terminal farklilasmaya ve maturasyona izin verdigi

gbzlemlenmistir. Her ne kadar bir diger 6nemli in vivo ¢alismada Vanyai ve ark.
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(170) kondrosit proliferasyonu icin YAP veya TAZ’ 1n sart olmadigini 6ne siirmiis
olsalar da, Deng ve ark. (22) elde ettigi sonuglar, ¢calismamizda gozlemledigimiz
erken donem proliferasyon kaybi, apoptoz artis1 ve hipertrofik zondaki matriks
iretimi gibi histomorfolojik hasar bulgularina 1. ve 7. giindeki belirgin YAP
kaybinin sebep olmus olabilecegine bir agiklama getirmektedir. Nitekim YAP ve
TAZ ko-aktivatorlerinin proliferasyon, apoptoz, farklilasma siireglerini kontrol
eden molekiiller iizerindeki etkisi de iyi bilinmektedir. (21) Deng ve ark. YAP’1n
biliylime plaklarinda proliferasyonun kuvvetli bir diizenleyicisi olan SOX6’1n ve
terminal diferansiasyonun temel aktivatorii olan Coll0al’in aktivitesini RUNX2
aracilt olarak diizenledigini ispatlayarak bu siireclerdeki etkilerinin kondrosit
yasam dongiisiinde de gegerli oldugunu onaylamislardir. (22) YAP ve/veya TAZ
radyoterapi sonrast erken donemdeki biiyiime plaginda olusan inhibitor etkiyi
aciklamak i¢in potansiyel onemli molekiiler adaylardir.

Radyasyona maruziyet sonrasi biiyiime plagindaki ilk inhibitor etkilerin
gecici oldugu diisiiniilmektedir. Ilk hasar sonrasi kompensatuar bir iyilesme
yanitinin oldugunu diisiindiiren bulgular hem rat hem de tavsan modellerinde
gosterilmistir. (6, 13) Radyoterapi uygulandiktan sonra yaklasik 1. haftada
belirginlesen hasar yanitindan sonra klonojenik kondrosit adalarinin goriilmeye
baslandig1 ve proliferasyon hizinin arttigi rapor edilmistir. (13, 15, 17) Bu
bulgularla uyumlu sekilde bizim tavsan modelimizde de 10. giin itibari ile kondrosit
kolonileri artmaya baslamis ve 14. giinde belirgin bir hal almistir. Bu iyilesme
yanitinin nasil diizenlendigini agiklamaya yonelik yapilan ¢alismalarda ise azalan

PTHrP’nin geri artmasinin veya IGF-2, CTGF gibi biiylime faktorlerinin rolii
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olabilecegi belirtilmistir. (7, 16) Aym c¢alismacilar tarafindan yapilan
mikrodizileme ¢alismalarinda da erken iyilesme yanitinin basladigi donemde doku
rejenerasyon, ekstraseliiler matriks {iretimi, antiapoptotik ve biiylime plag:
morfolojisinde Onemli olan bir ¢ok genin yukar1 regiilasyona ugradig
gosterilmistir. (18, 19) Fakat tamir siirecini neyin baslattigi ve siirecin nasil
yonlendirildigi yapilan bu c¢alismalarda netlik kazanamamistir ve daha sonra
literatiirde ayrica incelenmemistir.

Hippo yolaginin kesfi ve sonrasinda rejenerasyon siireclerinde aldigi
rollerin hizli bir sekilde tanimlanmas: tramva, hastalik vb. hasar verici siiregler
sonrasinda da dokularin hasara verdigi tamir yanitinda YAP ve TAZ’ 1n roliiniin
genis capli aragtirllmasina sebep olmustur. (85) Yetiskin donemde rejenerasyon
kapasitesinin kisitliligi ile bilinen kalp (184, 185) ve ¢izgili kas (186) dokularinda
dahi YAP ve TAZ aktivitesinin arttirilmasi ile tamir kapasitesinin arttirilabilecegi
in vivo hayvan modellerinde gosterilmistir. Bununla birlikte biiylime plag:
hasarinda bu iki transkripsiyonel modulatdriin iyilesme cevabinin bir pargasi olup
olmadigin1 direkt inceleyen bir ¢alisma bulunmamaktadir. Bu konudaki kisitlt
bilgimiz endokondral kemiklesme siirecini takip eden diger tamir siireglerinden
elde edilebilmektedir. Deng ve ark. yaptig1 calismada YAP1 vahsi tip farelerde
uygun endokondral kemiklesmeyi takip eden kallus formasyonu olusurken,
Col2al-Yap1'¥¢" transgenik ve Mstlc/c; Mst2¢/c; Dermol-Cre mutant farelerin her
ikisinde de kallus yapisinin maturasyonunun bozuk oldugu gézlemlenmistir. (22)
Benzer bir arastirma dizayni ayr1 bir calismada TAZ i¢in uygulanmistir. (187) Bu

calisgmada da TAZ delesyonu sonrasi fraktiir iyilesme hattinda olusan kallus
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formunun hasarli oldugu bulunmustur. Normal genetige sahip modellerde biiylime
plaklarinda hasar sonrasi tamir siireglerinde YAP ve/veya TAZ ekspresyon
diizeylerini immiinhistokimyasal veya molekiiler diizeyde inceleyen bir ¢aligmaya
Ingilizce literatiirde rastlanilmamistir. Bizim ¢alismamizda ise rejeneratif yanitin
olustugunu gosteren bulgularin olusmaya baslamasi ile hem YAP’in hem TAZ’in
niikleer diizeylerindeki belirgin artisin baglamasi arasinda belirgin bir korelasyon
oldugu gozlemlenmistir. Bununla birlikte YAP/TAZ diizeylerinde goriilen belirgin
artisa ragmen deney modelindeki maksimum takip siirecinde dahi radyoterapi
uygulanmis biiylime plaklarindaki YAP/TAZ seviyesi normal biiyiime plagindaki
YAP/TAZ diizeylerine erisememistir. Histomorfolojik bulgular da bununla
uyumludur. Proliferasyon kapasitesindeki 2. haftada belirginlesen artisa ragmen
yeterli bliylime hizinin yakalanamadigi ve ilerleyen siiregte de biiylime plag:
mofogenezisi i¢in hayati olan normal kolumnar ve zonal yapinin tekrar olusmadig:
izlenmigtir. Takip eden donemde de azalmis seliileritenin, belirgin yapisal
distorsiyonun ve nekrozun biiylime plaklarina hakim oldugu goriilmektedir. Daha
onceki caligmalar da bizim bulgularimizi onaylayan, erken iyilesme yanitinin
yeterli diizeye ulasmadigin1 gosteren bulgular raporlamiglardir. (13, 15, 17) Erken
donemdeki YAP/TAZ yanmitinin yetersizligi buna sebep oluyor olabilir. Deney
modelimizdeki takip siirecinin 21. gilinlinde radyoterapi uygulanns plaklardaki
YAP/TAZ diizeyleri normal biiyiime plaklarindaki seviyeye yaklasmaktadir. Daha
uzun takip siliresinde yeterli YAP/TAZ yanitinin olusabilecegi fikri oldukca
makuldur. Fakat heniiz 21. giinde dahi biiyiime plaklarinda erken kemiklesmenin

bulgular1 gozlenmektedir. Bu da YAP/TAZ yanitinin yapisal degisiklikler
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yerlesmeden, ¢ok daha erken donemde olusmas1 gerektigine isaret etmektedir. Bu
sebeple azalan YAP/TAZ aktivitesinin geri gelmesinin mekanizmalar
aydinlatilmaya muhtactir. YAP/TAZ niikleer aktivitesi kanonikal olarak Hippo
sinyal yolag1 tarafindan yapilmaktadir. (20) Bu yolaga yaygin bir sinyal girisi
olmakla beraber radyoterapinin sebep oldugu hiicresel ve zonal yapisal
degisiklerden gelen sinyal girdileri YAP ve TAZ ekspresyonel degisim dinamigini
aciklayabilir.

Proliferatif kondrositlerin kolumnar yapis1 ¢evresindeki ekstraseliiler
matriks ile beraber biiyltime plaginin fonksiyonel altbiriminin bir pargasidir (26) ve
dinamik farklilasma ve longitidunal biiylime siirecinin temel belirleyicisidir. (188)
Rezerv zondaki nadiren prolifere olan kondrositler kolumnar yapi igerisinde
mediolataeral eksende diiz bir hiicre sekline gegmekte ve aktif olarak hizli bir
sekilde bolinmektedir. Daha sonra kolumnar yapinin sonuna geldiginde hiicre
siklusundan ¢ikmakta ve hiicre seklini tamamen degistirerek matur ossifikasyonu
yapacak hipertrofik kondrosite farklilasmak iizere hacimce yaklasik 20 kat
biliylimektedir. Hiicre-hiicre baglantilarindan, hiicresel polariteden, matriks-hiicre
etkilesiminden ve matriks yogunlugundan gelen mekanik sinyallerin bu yasam
dongiistinii sik1 bir sekilde kontrol ettigi gosterilmistir. (189) Prein ve ark. murin
modelinde ekstraseliiler matriksin yapisal ve mekanik 6zelliklerinin kolumnar
yapidaki hiicresel boliinmeye ve longitidunal uzamaya etkisini ¢cok net bir sekilde
gostermislerdir. (188) Yazarlar bu ¢alismada transvers eksende uzanan periseliiler
ve territoryal matriks ile kolumnar yapilar arasinda longitidunal eksende uzanan

interterritoryal matriks arasinda belirgin yapisal ve yogunluk farkliligi oldugunu
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saptamislar ve bu farkliligin hiicresel boliinmeyi ve uzamayi indiikleyebilecegini
ifade etmislerdir. Daha Onceki c¢alismalarla beraber bizim c¢aligmamizda da
radyoterapiye maruz kalmis biiyiime plaklarindaki en belirgin histomorfolojik
bulgu yaklagik 1. haftada belirginlesen kolumnar yapinin ve matriksiyel organize
yapinin kaybidir. Bizim diisiincemize gore yapisal belirgin bozulma olan bu evrede
degisen hiicre polaritesi, hiicre adezyonu veya matriks kaynakli mekanosinyaller
iyilesme yamtmin baglatict roliinii iistleniyor olabilir. lyilesme yanitinin
histomorfolojik belirtilerinin hemen yapisal bozukluklarin belirginlestigi bu
donemden sonra olusuyor olmasi bu hipotezi desteklemektedir. Deng ve ark.’nin
(22) Y AP hiperaktivasyonunun kondrositlerin kolumnar yapis1 i¢in kritik rolii olan
SOX6 (190) aktivitesini arttirtyor olusunu saptamasi bu diisiincenin indirekt bir
kanttidir.

Mekanosinyallerin Hippo kor komponentleri tizerindeki ve YAP/TAZ’1n
niikleer veya sitoplazmik lokalizasyonu belirlemede etkisi oldugu net bir sekilde
bilinmektedir. (124) (171) Hipertrofik farklilagmanin inhibitorii olup ayn1 zamanda
proliferasyonu arttirict etkileri olan, hiicresel iskelet yapisinin mediatorii Rho-
GTPase ve onun effektor kinazi ROCK molekiilleri (191, 192) defosforile YAP
diizeylerini arttirmaktadir. (193) Yine hiicre ve matriks arasindaki baglantilar Rho-
GTPase veya FAK-Src—PI3K yolu araciligi ile YAP niikleer aktivitesini
diizenlemektedirler. (123, 194) Radyoterapiye maruz kalmig biiyiime plaklarinda
da goriilen ana bulgulardan biri olan hiicresel seliileritenin azaldig1 durumlarda
YAP’in fosforilasyonunun azaldigi ve sitoplamik sekestrasyon yerine niikleer

birikim gostermesi mekanosinyallerin oneminin gosteren bir diger Onemli
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bulgudur. (103, 124) Mekanik faktorlerin YAP/TAZ araciligi ile kondrosit
morfolojisini etkiledigini gosteren kapsamli bir ¢alisma Zhong ve ark. tarafindan
yayimlanmistir. (173) Bu ¢aligmanin sonuglarina gore yogun ve yogun olmayan iki
ayr1 ortama ekilen kondrositler karsilastirildiginda, yogun ortamdaki kondrositlerde
YAP ekspresyon seviyeleri belirgin bir sekilde artmaktadir. Artan YAP’1n olast
etkisini gozlemlemek isteyen arastirmacilar yogun ortama YAP nakavt edilmis
kondrositler ekmistir. Yazarlarin bildirdigine gére bu kondrositlerdeki 3. giindeki
biliylime hiz1 ayn1 yogun ortama sahip YAP nakavt edilmemis kondrositlere gore
belirgin diismektedir.

Radyoterapi sonras1 biiylime plaginda goriilen yapisal, hiicresel distorsiyon
ve matriks degisiklikleri goz oniine alinirsa, mekanik sinyallerin radyoterapi hasari
sonrasi biiylime plaklarindaki YAP/TAZ iligkili cevapla karsilikl etkilesim iginde
oldugunu diisiinmek goz ardi edilmemelidir. Vanyai ve ark. in vivo ¢aligmalarinda
ESM regiilasyonu altinda kartilaj morfogenezisi i¢in YAP/TAZ fonksiyonlarinin
onemine dikkat ¢cekmislerdir. (170) YAP/TAZ nakavt edildiginde proliferasyon
belirgin bir sekilde etkilenmezken, matriks alani oransal olarak artmistir ve hiicre
yogunlugu belirgin azalmistir. Aragtirmacilar sonraki asamada YAP ve TAZ’in
ESM genleri lizerindeki etkilerini degerlendirmisler ve matriks sentezini arttiran
genlerin etkilenmemesine ragmen matriks yikim siirecini etkileyen MMP2 ve
Katepsin K diizeylerinin YAP/TAZ yoklugunda azaldigini saptamislardir. Bu da
YAP/TAZ yoklugunda ESM’deki artis yoniindeki degisimin matriks sentezindeki
artistan ¢ok azalan proteaz aktivitesine ikincil akumulasyon ile iligkili olabilecegini

akla getirmektedir. Ayrica matriks remodelizasyonu i¢in kritik olan CTGF
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seviyelerinin YAP/TAZ yoklugunda belirgin azalirken, niikleer hiperaktif
modellerde 3 kata kadar arttigini raporlamiglardir. Wang ve ark. (16) olusturdugu
radyoterapi modelinde iyilesme doneminde 2. haftada artan ve yazarlarin rejeneratif
yanitla iliskili olabilecegini 6nerdigi CTGF seviyeleri YAP/TAZ iliskili olabilir.
Ama ne yazik ki, radyoterapinin biiyime plaklarinda hiicresel veya ekstraseliiler
matriks diizeyinde sebep oldugu yapisal ve morfolojik degisiklilerin ne oldugunu
histomorfolojik bulgularin 6tesinde halen daha ayrintili olarak bilmemekteyiz. Bu
etkilerin ve mekanizmalarin ayrintili olarak incelenmesi biiyiime plaklarinin
radyasyondan iyilesme siirecini de daha iyi anlamamiza ve kaginilmaz goriilen
biliylime plag1 arrestini daha etkili bir sekilde engellememize olanak saglayacaktir.

YAP ve TAZ ko-aktivatorlerinin ossifikasyon siireclerindeki etkisi
proliferasyon zonundaki aktivitesinin 6tesine uzanmaktadir. Karystinou ve ark. kok
hiicrelerdeki farklilasma kaderinde anahtar bir rolii olan YAP/TAZ’in
kondrogenezis slirecine etkisini arastirdiklar in vitro ¢alismada, mezenkimal kok
hiicrelerde TAZ’1n belirgin bir etkisini saptamazken, yliksek YAP aktivitesinin
kondrogenetik farklilagmay1 azalttigini bulmuslardir. (163) Benzer bir gdzlem
Zhong ve ark. tarafindan da raporlanmistir. (175) Yazarlar, RhoA-ROCK bagimli
bir mekanizma ile artan YAP ve TAZ’in osteogenik ve fibrokondrogenik
farklilagmaya yoneldigini ve mekanotransduksiyon mekanizmalarinin da kok hiicre
kaderinde belirleyici oldugunu ifade etmislerdir. Bununla birlikte YAP/TAZ
aktivitesinin kondrogenik uyarimi arttirabilecegini gosteren c¢aligmalar da
mevcuttur. (89, 195) Bizim olusturdugumuz bu deneysel modelde ise ossifikasyon

belirtileri radyoterapi uygulanmig biiyiime plaklarinda radyoterapi uygulanmamis
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plaklara gore ¢ok daha erken bir donemde goriilmiistiir. Calismamiz sonuglar1 bu
konuya net bir mekanizmasal agiklama getirememektedir. Bu yonelim mezenkimal
kok hiicrelerdeki bir farklilasma degisikliginden kaynakli olabilecegi gibi,
proliferatif kondrositlerin maturasyon bozuklugu ile de iliskili olabilir. Ayrica
radyoterapi ile beraber metafizyel bolge ve kondroossedéz bileske de Onemli
diizeyde hasar almaktadir. Ossifikasyon siirecindeki degisimlere periepifizyel
radyoterapi etkileri de katki sagliyor olabilir. (196) Bizim histomorfolojik
bulgularimiza gore radyoterapi sonrasi bilylime plag: tamir yaniti, sondaj deligi gibi
metodlarla olusturulan travmatik biiyiime plag: hasar1 sonras1 gelisen inflamatuar
fazla baslayan tamir cevabini takip etmemektedir. (197) Fakat travma sonrasi
biliylime plaginda gelisen cevapin son asamasinda yaklasik 3. haftada ortaya ¢ikan
anjiogenetik ve osteogenik yanit radyoterapi sonrasi da goriilen erken vaskuler ve
ossifikasyon bulgular1 ile benzerlik gostermektedir. Travmatik modelde
baslangigtaki inflamatuar faz sonrasinda gelisen mezenkimal kok hiicre
kondenzasyonunu, hizlanmis endokondral farklilagmay:1 arttirdigir gibi normalde
bliylime plaginda gdziikmeyen intramembandz kemiklesmenin de olusmasini
saglamaktadir. Daha sonraki VEGF iligkili angiogenetik yanit ve fibro-
osseogenetik yanit da ilk inflamatuar yanitin baslattig1 zincir reaksiyonlar sonrasi
ortaya ¢cikmaktadir. radyoterapi modelinde ise baslangi¢ta immiin yanit iligkili bir
inflamatuar yanit oldugunu gésteren net bir bulgu yoktur. Ilerleyen siiregte olusan
erken ossifikasyonun ve vaskuler yanitin sebebi olabilecek molekiiler ve
patofizyolojik iliskiler radyoterapi modeli iligkili tamir mekanizmalar1 i¢in net

degildir. Kuvvetle ihitmal radyoterapi hasar1 sonrast olusan yanit kompleks ve

60



epifizyel-periepifizyel dinamik bir cok etkilesimi i¢inde barindirmaktadir.
YAP/TAZ iliskili fibrogenetik-osteogenetik farklilagmalar tamir siirecinin
istenmeyen klinik sonuglara sebep olan bu son agamasini da etkiliyor olabilir.
Iyonizan radyasyonun inhibitdr etkilerini takip eden bir iyilesme cevabmin
belirtilerinin ~ goriilmesi  arasgtirmacilart  bu  etkiyi potansiyelize etmeye
yonlendirmistir. Bu c¢alismalar biiylime plagindaki spesifik bir yolagi modiile
etmekten ¢ok, amifostin ve pentoksifilin gibi radyoprotektorler ile yapilmistir. (7,
9-14, 198-201) Bu metodun biiyiime plaklarin1 koruyucu etkisi minimaldir ve
etkileri iyilesme cevabini modiile etmekten ¢ok radyoterapiye bagl ilk inhibitor
etkileri azaltmalari ile ilgili gibi gériilmektedir. Bu ¢ikarim Damron ve ark. PTHrP,
Bcl-2, Bax gibi molekiillerin immiinhistokimyasal ekspresyonlar1 iizerinden
radyoprotektan kullaniminin etkisini arastirdiklar1 ¢aligmanin sonuglari ile uyum
gostermektedir. (7) Yazarlarin raporladiklar: sonuca gore, amifostin PTHrP nin 2.
giindeki ilk azaligin1 azaltirken, 2. haftadaki PTHrP diizeylerinde kaydadeger bir
etki yapmamaktadir. Bax iizerinden etkinin daha belirgin olmasi radyoterapinin ilk
inhibitor etilerinin etkisinin azaltildiginin isareti olabilir. Kombine radyoprotektan
kullanimut ile yapilan diger ¢aligmalarda immiinohistokimaysal olarak proliferasyon
belirteglerinde belirgin iyilesme saglanmis olsa da kemik uzunlugu gibi klinik
sonuclarda beklenen etki gézlemlenmemistir. (10-12) Biiylime plaginin bir ¢ok
biiytime ve farklilagsma uyarici faktdrden etkilendigi diisiiniiliir ise bir diger yol bu
molekiiller ile iyilegsmenin indiiklenmesidir. Radyoterapi sonrasi iyilesme yanitinda
biliylime faktorii modiilasyonu yapilmis bir yaklasim bu tarihe denk bulunmamustir.

Fakat biiylime plagi hasar1 sonrasi gelisen tamir yanitini ve kondrogenezisi
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indiiklemek i¢in kullanilan biiyiime faktorli tedaviler de travma ile olusturulmus
modellerde sadece inkomplet bir fayda saglamistir. (197) Bizim tahminimizce hasar
sonrast gelisen kondrosit-matriks arasi kompleks dinamik iligkiler kullanilan
metodlarin efektivitesini ve alanimi kisitlamaktadir. Bu sebeplerle iyilesme
cevabinin daha selektif olarak uyarimini gerekli gibi durmaktadir.

Radyoterapi maruziyeti sonrasinda biiylime plaklarinda olustugunu
gosterdigimiz YAP ve TAZ yanit1 iyilesme yanitinin bu iki molekiil iizerinden
modiile edilebilecegini géstermesi agisindan umut vermektedir. Miidahale ile YAP
ve TAZ diizeylerinin arttirllmasinin  hasar sonrasi siireglerdeki tamir
kapasitesindeki etkisi yetiskin hayvan modellerinde karaciger, (202) kalp, (157,
158) deri (203) gibi organlar i¢in gosterilebilmistir. Radyoterapi sonrasi biiylime
plaklarinda bir iyilesme yaniti olugmakla beraber bu yanit radyoterapi iliskili
inhibitor etkileri onleyebilecek boyutta degildir. Sinirli bir tamir yanitina sahip
biiytime plaklarinda terapotik YAP/TAZ indiiksiyonu ile artirilmis rejeneratif yanit
olusturulmasi1 miimkiin durmaktadir. Fakat, herhangi bir ¢esit hasar verici
mekanizmaya maruz kalmis biiyiime plaklarinda YAP/TAZ’ 1n aktive edilmesinin
rejeneratif etkisini gdsteren in vitro veya in vivo bir ¢aligma bu tarihe denk
raporlanmamustir.

YAP ve/veya TAZ aktivitesinin uyarilmasi biiyiime plaklarinin
radyasyondan iyilesme etkisinin kuvvetlendirilmesi i¢in heyecan verici olsa da bu
mekanizma bir ¢ok engel ve risk de barmdirmaktadir. ilki YAP ve TAZ’m bu
stirecteki mezenkimal kok hiicrelerden hipertrofik farklilasmaya kadar dinamik

aktive ve inhibe edici ayr1 rollerinin var olmasidir. Radyoterapi hasar1 sonrasindaki
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mekanizmalarin kompleks olmasi su ana kadar uygulanmis modellerin etkisini
yorumlamay1 daha da zorlastirmaktadir. Ayrica YAP ve TAZ WNT gibi
endokondral kemiklesme stirecinde kritik rolleri olan bir ¢ok 6nemli yolakla
karsilikli etkilesim igerisindedir. (98) Dahast YAP ve TAZ direkt trankripsiyon
etkileri olan molekiiller olmayip aktivator etkilidirler. (20) Hiicre veya dokunun
trankskripsiyonel aktivitesine gore tamamen karsit farkli etkiler de
gosterebilmektedir. Tiim bu kompleks iliskiler sebebi ile biiylime plaginda
radyoterapi sonrasi olusan YAP/TAZ etkisi ve modiilasyonunun ilk goriilenden
daha kompleks bir siire¢ olduguna isaret etmektedir. Bir diger problem YAP ve
TAZ’m onkojenik siirecleri modiile ediyor gibi goziiken etkileridir. (83, 204, 205)
Radyoterapinin siklikla uygulandig1 bu yas grubu malignitelerin bir cogunda artmis
YAP/TAZ aktivitesi veya Hippo yolagi modulasyon bozuklugu oldugu
ispatlanmistir. (90, 206) Bu durumda YAP ve TAZ’in ektopik aktivasyonunun
onkolojik sonuglar1 negatif etkileyecegi diisiincesi hakli bir endisedir. Kisa siireli
dahi olsa YAP/TAZ aktivasyonun bu malignitelerdeki progresyon olusturucu etkisi
su an bilinmemekle beraber ileri calismalarda dikkatle degerlendirilmelidir.
YAP/TAZ uyarmminin tasidigr potansiyel bir diger risk ise uzamis YAP/TAZ
aktivitesinin dokulardaki maladaptif tamir yanit1 ve fibrozis ile iligkili olmasidir.
(176, 207) Bir calismada glokomda artmis ekstraseliiler matriks yogunlugunun
uzamis YAP artisina ikincil miyofibroblastik farklilasmay1 arttirdigi, YAP’1n
nakavt edilmesi veya verteporfin ile inhibe edilmesi sonucunda ise fibrotik
degisikliklerin geri dondiiriilebildigi gosterilmistir. (208) Benzer sekilde kalp

yetmezliginde YAP regiilasyonundaki artisin kardiyak fibroblastik doniisiimii
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arttirdig1 ve kardiyak fonksiyonlar1 bozabilecegi saptanmistir. (177) Renal iskemi
reperfiizyon hasari ile olusturulmus bir fare modelinde ise, akut iskemiye bagl
tubuler hasar sonrasi uzun siireli YAP aktivasyonun maladaptif tamir siirecinin bir
parcast oldugu ve renal yetmezligi indiikledigi bildirilmistir. (178) YAP/TAZ
yanitt radyoterapi iliskili hasar siireclerinin bir pargasi da olabilir. Tikdiriik
bezlerinde radyasyon hasari sonrast gelisen kompensatuar proliferasyon
yanitindaki YAP aktivasyonun ROCK bagimli bir yolla uzamis aktivitesinin doku
rejenerasyonunu engelledigi ve uzun donemdeki hiposalivasyonun sebebi
olabilecegi ifade edilmektedir. (193) Endokondral kemiklesme siirecinde de
Y AP’1n hipertrofik terminal farklilasmay1 inhibe ettigi bilinmektedir. Deng ve ark.
(22) calismasinda YAP hiperaktivasyonu olan hayvan modelinde matur kallus
yanitinin olugsmamasi bununla iligkili olabilir. Daha ilginci ise, bu ¢alismada fraktiir
sonras1 olusan kallus formunun YAP hiperaktive farelerde YAP nakavt edilmis
farelere gore daha fazla bozulmus olmasinin saptanmasidir. Bu yilizden her ne kadar
kompensetuar proliferasyon yanit1 iyilesme cevabinin kritik bir adimi gibi
duruyorsa da YAP/TAZ iliskili uzamis yanit farklilasma siireglerini etkileyerek
biliyime plaklarinda da maladaptif bir tamir siirecine ve organ yetersizligine de
sebep olabilir. Bu ylizden YAP/TAZ 1n aktivasyonu iliskili rejeneratif beklentiler
radyasyon hasarini takip eden kisa siireli bir donemle kisitli kalabilir. Ayrica
YAP/TAZ’in  dokularda yaygin etkisinin var oldugu disiiniiliirse,
hiperaktivasyonlar: iligkili olas1 sistemik risklerin Oniine gegebilmek i¢in doku

spesifik baglantilarinin da ortaya ¢ikarilmasi gerekmektedir.
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Calismamizda klinik yaklagima uygun sekilde fraksiyone radyoterapi
uygulanmistir ve sonuglar in vivo ortamdan elde edilmistir. Calismanin iyi dizayn
edilmis bu ozelliklerine ragmen sonuglari yorumlamay1 giiglestiren eksiklikleri
mevcuttur. {lki ve en dnemlisi molekiiler ekspresyon diizeylerinin western blot
analizi gibi direkt kantitatif bir metodla ve RNA ekspresyon degisiklikleri ile
beraber degerlendirilmemis olmasidir.  Immiinhistokimyasal degerlendirme
indirekt bir degerlendirme sunmakta ve protein ekspresyonunu gostermekle beraber
transkripsiyonel aktivitedeki degisikligi Olcememektedir. Ayrica ekspresyon
diizeylerinin immiinhistokimyasal yar1 kantitatif sayimi kisi ve gozlem bagimlidir.
Radyoterapi sonrasi biiyiime plaklarinda ekstraseliiler matriksteki degisimler
oldukca dikkat cekicidir. Matriks yogunlugunun kantitatif degerlendirmesi
YAP/TAZ diizeylerindeki degisimi daha iyi anlamamizi saglayabilirdi. Ayrica
YAP/TAZ fonksiyonlarina etki etme potansiyeli yiiksek diger diizenleyici
molekiiller c¢alismamizda degerlendirilmemistir. Bu da molekiiler ilgkileri
anlamamiz1 giiclestirmektedir. Bir diger 6nemli olabilecek negatif etken farkl
yaslardaki biliylime plaklarimin degerlendirilmemis olmasidir. Radyoterapinin
biiytime plaklarinda olusturdugu hasar diizeyinin yas bagimli oldugu ve ilerleyen
yas ile hasarin klinik etkisinin azaldig: iyi bilinmektedir. (4, 182, 209, 210) Artan
yas ile biiyiime plaklarinda YAP/TAZ etki diizeyi degisiyor olabilir. Ayrica takip
stiremiz uzun donem yapisal sonuglar1 gérecek kadar uzun degildir. Ossifikasyon
belirtilerinin netlestigi 3. haftada YAP/TAZ diizeyleri kontrol grubu seviyelerine
yaklagsmistir. Daha uzun takip siiresinde YAP/TAZ seviyeleri olagan seviyelerinin

cok tstline ¢ikiyor olabilir. YAP ve TAZ’1n maladaptif tamir siireglerinde (177,
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178, 193) goriilen etkileri de goz oniine alindiginda ilk dénemdeki fonksiyonlarinin
cok daha Gtesinde bir rol aliyor alabilir.

Sonu¢ olarak bizim bulgularimiz YAP ve TAZ transkripsiyonel ko-
aktivatdrlerinin iyonizan radyasyon sonrasi bilylime plaklarinda gelisen hem ilk
inhibitor etkilerin hem de takip eden kompensatuar iyilesme yanitinin kritik bir
diizenleyicisi olabilecegini dogrulamaktadir. Radyoterapi sonrasi bozulan biiyiime
plagt morfogenezisi YAP ve TAZ aktivitesindeki degisikliklere oldukca duyarl
olabilir. Ozellikle iyilesme yamtmin baslamasi ve nihai sonucunun diizeyi
YAP/TAZ’daki 1. haftadan sonra ortaya ¢ikan degisimle aciklanabilir. Ilerleyen
caligmalarda molekiiler iliskilerin net bir sekilde ortaya konulmasi bu bulgulari
giiclendirecektir. Hippo sinyal yolagmin veya efektorleri YAP ve TAZ’in
aktivitesinin terapotik modulasyonu ile radyoterapi sonrasi biiylime plaginda
gelisen rejeneratif siireclerin giiclendirilebilecegi fikri yeni ve umut vadeden bir
yaklagimdir. Bu yonde dizayn edilmis ileri ¢aligmalar kaginilmaz olarak goriilen

biiylime plag: arrestini 6nleyecek yollar1 bulmamizi saglayabilecektir.

6. SONUCLAR
e lyonizan radyasyon bilyiime plaklarinda proliferasyonda azalma,
apoptoz artisi, hiicresel distorsiyon, hipertrofik kondrosite hizlanmis
farklilagsma ve hipertrofik zonda relatif artmis alan fraksiyonu, zonal
morfolojide yapisal degisiklikler gibi erken hasar bulgularma sebep

olmaktadir. Bu etkiler 1. haftada belirginlesmektedir.
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10. giin ile beraber rejeneratif kondrosit klonlar1 goriilmeye
baslanmistir. 14. giin ile beraber iyilesme yaniti, rejeneratif klonlar ve
bliylime hizindaki artis belirginlesmistir. Aynt donemde matriks alan
fraksiyonu muhtemel artmis rezorbtif etkilere ikincil azalmistir.
Rezorpsiyondan sorumlu kondroklastik hiicreler artis gdstermistir ve
muhtemel metalloproteindz igerige sekonder eizonofolik sitoplazmali
kondrositler belirginlesmistir.

Rejenerasyon ile artan biiyiime hizina ragmen biiytime hiz1 radyoterapi
alan grupta her zaman daha disiiktiir. Radyoterapiye maruz kalan
biliylime plaginin uzunlugu 1. Hafta ile beraber siirekli olarak kontrol
biliylime plaginin uzunlugundan kisadir.

21. giinde kapillerizasyon belirginlesmistir ve ossifikasyon bulgulari
morfolojiye hakim olmustur.

Histomorfolojik bulgular radyoterapi sonrasi ilk 1 hafta inhibitor
etkilerin baskinken, 2. haftada belirginlesen bir kompensatuar iyilesme
yanitinin ortaya ¢iktigini ispatlamaktadir.

Iyilesme yanit: inkomplet bir tamir yamitidir ve radyoterapi sebepli hasar
verici etkileri tamamen geri dondiirememis, erken ossifikasyonu
engelleyememistir.

PTHrP ekspresyon diizeyleri ilk giin en diisiik seviyesine inmis, daha
sonra siirekli olarak artis gostermistir. Takip siiresince radyoterapi
grubunda PTHrP ekspresyonu siirekli olarak kontrol grubu seviyelerinin

altindadir.
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Niikleer YAP ekspresyon diizeyleri 1. giinde azalmig, 1. haftada en
diisiik seviyesine inmistir. Daha sonra siirekli olarak artmistir. Takip
siiresince radyoterapi grubunda Y AP ekspresyonu siirekli olarak kontrol
grubu seviyelerinin altindadir.

Niikleer TAZ ekspresyon diizeyleri 1. glinde azalmis, 1. haftada en
diisiik seviyesine inmistir. Daha sonra siirekli olarak artmistir. Takip
siiresince radyoterapi grubunda TAZ ekspresyonu siirekli olarak kontrol
grubu seviyelerinin altindadir.

YAP ve TAZ ekspresyon diizeyleri ilk hasar doneminde belirgin
azalirken, iyilesme yanitinin ortaya g¢ikmasi ile belirgin geri artis
gostermistir. Geri artig inkomplettir ve kontrol biiylime plagi
seviyelerine gelememektedir.

YAP ve TAZ ekspresyon degisiklikleri birbirleriyle ve PTHrP
ekspresyonundaki degisimler ile korelasyon gdstermektedir.

YAP ve TAZ diizeyleri radyoterapi alan grupta takip siiresince belirgin
degismektedir.

Mevcut bulgular bu iki transkripsiyonel ko-aktivatdriin iyonizan
radyasyon sonrasi biiyiime plagindaki hasarin ve takip eden iyilesme

yanitinin diizenleyicisi olabilecegeni gostermektedir.
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OZET

HIPPO-YAP/TAZ SINYAL YOLAGININ BUYUME PLAKLARININ
IYONIZAN RADYASYONA ERKEN CEVABINDAKI ROLU

Radyoterapi ¢ocukluk ¢agi tiimorlerinin tedavisinde major bir role sahiptir. Teknik
gelismelere ragmen radyosensitif bir doku olan biiyiime plaklarinin radyasyon
maruziyeti ¢ogu hasta i¢in kagmilmazdir. Biliylime plaginin radyasyon ile hasari
sonrast kompansatuar iyilesme yanitinin olustugu bilinmektedir. Fakat bu yanit
inkomplettir ve diizenleyici mekanizmalar1 hakkindaki bilgi kisithdir. Calismamiz
rejeneratif silireclerin major diizenleyicisi olan YAP/TAZ transkripsiyonel ko-
aktivatorlerinin biiylime plaklarinin radyasyona cevabindaki roliinii ortaya
cikarmay1 amaglamaktadir. Bu amagla 36 adet 8 haftalik tavsanin sol alt ekstremite
distal femur ve proksimal tibial biiyiime plaklarma 5 fraksiyonda 17.5 Gy
radyoterapi verilmistir. Tavsanlar sirasiyla 1, 7, 10, 14, 17 ve 21 giin takip siiresi
olan 6 farkli gruba ayrilmistir. Takip siiresi sonunda eksize edilen biiylime
plaklarina histomorfolojik inceleme i¢in hematoksilen eozin ve PTHrP, YAP, TAZ
icin immiinhistokimyasal boyama yapilmistir. Elde edilen sonuglar sag tarafh
kontrol biiyiime plaklarindaki sonuclarla karsilagtirmali olarak degerlendirilmistir.
Niikleer YAP ve TAZ ekspresyon seviyeleri ilk hasar siiresince belirgin azalarak 7.
giinde en diisiik seviyeye inmektedir. lyilesme yanitinin ortaya ¢ikmas ile birlikte
YAP/TAZ ekspresyonlart da belirgin yiikselmektedir. YAP, TAZ ve PTHrP
ekspresyon seviyeleri deney siiresince radyoterapi gruplarinda daha diisiik seviyede
izlenmistir. YAP/TAZ ekspresyonundaki degisiklikler PTHrP ekspresyonundaki ve

histomorfolojik degisikliklerle korelasyon gdstermektedir. Bu bulgular iyonizan
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radyasyon sonra biiyiime plaginda ortaya ¢ikan hasarda YAP/TAZ aktivitesinin
azalmasimin ve hasar sonrasi iyilesme yanitinda artan YAP/TAZ aktivitesinin
diizenleyici olabilecegini gostermektedir. Yetersiz YAP/TAZ yaniti inkomplet

tamir yanitinin sebebi olabilir.

Anahtar Kelimeler: YAP, TAZ, iyilesme cevabi
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ABSTRACT

ROLE OF THE HIPPO-YAP/TAZ SIGNALING PATHWAY ON EARLY
RESPONSE OF GROWTH PLATE TO IONIZING RADIATION
Radiotherapy has a major role in the childhood malignancies. The radiation
exposure of the growth plates, a highly radiosensitive tissue, is inevitable in despite
of advanced radiotherapy techniques. There is a compensatory recovery response
in growth plate after the ionizing radiation damage. Unfortunately, this repair
response is incomplete and the regulatory mechanisms of radiorecovery doesn’t
well defined. Our study aims to discover the role of the YAP/TAZ transcriptional
co-activators, a major regulator of tissue regeneration, in the response of the growth
plate to radiotherapy. In line with this purpose, the distal femur and proximal tibial
growth plates of left extremity of 36 weanling rabbits were irradiated with 17.5 Gy
radiotherapy in 5 fractions. The rabbits were followed by 1, 7, 10, 14, 17 and 21
days, respectively, in different six groups. The hematoxylin-eosin staining for
histomorphological assessment and the immunohistochemical staining for PTHrP,
YAP and TAZ was performed. The obtained results were evaluated in comparison
with the results of right-sided unirradiated control growth plates. The nuclear
expressions of YAP/TAZ decreased during early radiation damage and reached a
nadir at one week. The expressions of YAP/TAZ showed apparent increase
synchronously with development of radiorecovery. The expressions of PTHrP,
YAP and TAZ were lower than controls at each time point. The expression change
of YAP/TAZ had correlation to histomorphological and PTHrP changes. These

findings showed that YAP/TAZ can play a critical regulatory role both radiation
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damage and early radiorecovery. Inadequate YAP/TAZ response may be the cause

of incompleteness of radiorecovery process.

Keywords : YAP, TAZ, radiorecovery
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