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Abstract: Preimplantation embryonic development in mouse
is culminated the blastocyst attach to the uterine wall.
Blastocyst stage is critical process for the implantation and
pregnancy. At E 3.5 the mouse blastocysts comprise two cell
lineages: trophectoderm (TE) and inner cell mass (ICM).
While the TE establishes the connection to the mother’s uterus
that gives rise to placenta, ICM gives rise to fetus and extra-
embryonic tissues. After E 3.5 blastocyst stage ICM
differentiate into two distinct embryonic lineages, pluripotent
epiblast (Epi) and primitive endoderm (PrE). Successful
formation of these three cell lineages (TE, PrE, Epi) is crucial
for embryo patterning, implantation and sustain embryonic
development. Here, we review cellular and molecular
mechanisms that play roles on early lineage specification in
mouse embryo development. Understanding of these
processes is important not only for the patients using artificial
reproductive technology to achieve successful implantation
and fetal development but also will be useful to find out the
causes of early miscarriages and pregnancy pathologies.

Oz: Farelerde preimplantasyon embriyo gelisimi blastosistin
uterus duvarina tutunmasi ile son bulur. Blastosist donemi
hem implantasyon hem de gebelik i¢in kritik bir siirectir. E 3.5
donemindeki fare blastosistleri trofektoderm (TE) ve i¢ hiicre
kiitlesi olmak iizere iki hiicre soyundan olusur. Daha sonradan
plasentayr meydana getirecek olan TE hiicreleri annenin
uterusu ile baglanti kurarken ICM hiicreleri fetusu ve ekstra
embriyonik dokular1 meydana getirir. E3.5 Dblastosist
doneminden sonra ICM hiicreleri pluripotent epiblast (Epi) ve
primitif endoderm (PrE) olmak tizere iki farkli embriyonik
soya farklilagir. Bu {i¢ hiicre soyunun (TE, PrE, Epi) basarili
bir sekilde olusumu embriyo modellenmesi, implantasyon ve
embriyonik gelisimin siirdiiriilebilmesi bakimindan kritik bir
Onem tasir. Bu makalede fare embriyo gelisiminde erken soy
belirlenmesinde rol oynayan hiicresel ve molekiiler
mekanizmalar hakkinda bilgiler derlenmistir. Bu siire¢lerin
anlagilmast hem bagarilt bir implantasyon ve fetal gelisimin
saglanmast i¢in kullanilan yardimci tireme tekniklerinin hem
de erken diigiikler ve gebelikte yasanan sorunlarin ortaya
konulmasi bakimindan énemlidir.
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Giris
Preimplantasyon gelisimi ileri derecede farklilagsmis hiicreler olan oosit ve
spermatozoonun fiizyonu sonucu totipotent 6zellikte ki zigotun olusmasi ile baglar, blastosist
evresindeki embriyonun annenin endometriyumuna implante olmasi ile son bulur (Marikawa
ve ark., 2009). Bu donem boyunca blastosistin olusumunda etkili olan birgok hiicresel ve
molekiiler mekanizma bulunmaktadir. Bu derleme de farelerde erken embriyonik donemde
hiicre kaderinin belirlenmesi, hiicre farklilasmas1 ve farkli hiicre soylarinin olusum

mekanizmalar1 hakkinda bilgi verilecektir.
Blastosist Olusumunda Polarite Modelleri

Farelerde embriyo gelisiminin en eski modelleri, sitoplazmik belirleyicilerin
hiicrenin  kaderini  belirledigi yoniindeydi. Bununla birlikte, bu oneri, yeniden
degerlendirilerek erken embriyo doneminde hiicrelerin yeri degistirildiginde, yeni bir
pozisyona getirildiginde kaderinin degisebilecegi gdzlendikten sonra gegerliligini yitirmistir.
Bu go6zlemler arastirmacilarin erken soy belirlenmesi i¢in yeni bir model gelistirmelerine

sebep olmustur.

Bu i¢-dis model ile sitoplazmik belirleyicilerin yerine, hiicrenin kaderinin icerideki
ve disaridaki hiicre popiilasyonlariin farkli oldugu, ge¢ morula evresindeki pozisyona gore
kuruldugu o6ne siiriilmiistiir. Igteki internal hiicreler simetrik olarak komsu hiicrelerle
baglantili iken, dis kisimda yerlesmis olan eksternal hiicreler asimetrik olarak diger

hiicrelerle de baglantilidir (Yamanaka ve ark., 2006).

I¢-dis modelinin anlasilabilmesi i¢in yapilan ¢alismalar hiicre polarite modelinin
ortaya c¢ikmasini saglamistir. Hiicre polarite modeline gore hiicrenin kaderi ge¢ morula
evresinden once sekiz hiicreli evrede kurulur. Sonraki hiicre boliinmeleri hiicrenin boliinme
acisina bagl olarak, polarite bilgisinin simetrik ve asimetrik dagilimina yol acar. Radyal (ig-
dis) eksene paralel bdliinme, polarite dagilimu ile ilgili tiim bilgileri tasiyan 6zdes polarize
olmus hiicreler meydana getirir. Buna karsilik, radyal eksene dik boliinme sonucu iki farkl
hiicre meydana gelir; bir tanesi dista yer alip tiim polarite bilgisine sahipken digeri iceride
konumlanmig apolar hiicrelerdir. Daha sonra polar ve apolar hiicreler gelisim potansiyeli
olarak farklilik gosterir ve bu da TE ve ICM hiicre soylarinin kurulmasina sebep olur

(Yamanaka ve ark., 2006).
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I¢-dis model ile polarite modeli dnemli bir noktada farklilik gosterir. ic-dis modelde
hiicrenin konumunun hiicrenin kaderini belirledigi ongériiliirken, hiicre polarite modelinde

hiicrenin kaderinin hiicrenin konumunu belirledigi bildirilmistir (Yamanaka ve ark., 2006).

Hiicrede polarite ilk kez kompaksiyon sirasinda, ¢esitli hiicre alt1 komponentlerin
hiicrenin apikal kutbunda polarite olusturmasi ile gozlenmistir. Bu komponentler i¢inde
yiizey mikrovilluslari, hiicre iskeleti unsurlari, endozomlar ve mikrotubul organizasyon

merkezleri sayilabilir (Johnson ve McConnel, 2004).

Hiicre polaritesi ve hiicrenin kaderi arasindaki baglanti polarite yapici proteinlerin
TE farklilasmasini yonetme olasili§i oldugunu gostermistir. Olgun TE hiicreleri polarize
olmus epitelyumun oOzelliklerini tasir buna Ornek olarak apikal mikrovilluslar, zonula
okludens ve zonula adherens gibi 6zel protein komplekslerin polarize olmus dagilimin
verebiliriz. Kompaksiyon 6ncesinde hiicreler polarize olmamistir ve mikrovilluslar hiicrenin
tim yiizeyine dagilmistir. Sekiz hiicreli evrede kompaksiyon sirasinda zonula adherensler
apikal bolgelere toplanirlar. Bu sirada, hiicre adezyon molekiillii olan E-kaderin ve zonula
adherenslerin esas elemanlar1 hiicre-hiicre baglanti bdolgelerinde yogunlagmaya baglar

(Vestweber ve ark., 1987).

Bununla birlikte bir serin/treonin kinaz olan EMK1 (Parl) bazo-lateral olarak
lokalize olur (Vinot ve ark., 2005). Ayrica bu donemde Par3, Par6 ve atipik PKCs (aPKCs)
gibi bazi proteinler apikal hiicre korteksinde kiigiik bir alanda lokalize olurlar (Pauken ve
Capco, 2000; Plusa ve ark., 2005; Thomas ve ark., 2004; Vinot ve ark., 2005). Ge¢ morula
doneminde zonula okludensler, zonula adherenslere apikal olacak sekilde toplanmaya
baglarlar. Bu sirada birgok apikal protein zonula okludensler etrafinda lokalize olur
(Mutluay ve Oner, 2015; Vinot ve ark., 2005). Par3, Par6 ve aPKC apikal protein kompleksi
olustururlar (Etienne-Manneville ve Hall, 2003). Bu kompleksin olusumu mikrotiibiil
organizasyonunu kontrol eder ve Lethal giant larvae (Lgl) gibi bazo-lateral proteinleri aPKC
aracilt fosforilasyonu yoneterek apikal membranin disinda tutar (Plant ve ark., 2003;

Yamanaka ve ark., 2003).
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Blastosist Olusumu ve Etkili Olan Mekanizmalar

Embriyoda gerceklesen besinci boliinmeden sonra blastomerler arasinda bir veya
daha fazla kavite olugsmaya baglar. Bosluklar daha sonra genisler ve birbirleriyle kaynasarak
tek bir biiyiik kavite olustururlar. Bu noktada embriyo, 6zel bir isim alarak "blastosist"

olarak adlandirilir (Marikawa ve Alarcon, 2009).

Plasentali memelilerde preimplantasyon gelisiminde, erken konseptus fetal gelisimi
ve hayatta kalmay1 destekleyecek ekstraembriyonik dokular meydana getirir. Ortaya ¢ikacak
ilk embriyonik doku blastosistin dis epitelyal katmani olusturan trofoektoderm’dir ve i¢
hiicre kiitlesi ad1 verilen blastosistin kavitesine bakan hiicrelerden olusan, fetiisii meydana
getiren pluripotent i¢ hiicre kiitlesinden ayrilir (Marikawa ve Alarcon, 2012). Blastosistin
uterus duvarina implantasyonuna aracilik eden ayni zamanda plasentasyona katkida bulunan
TE, trofoblastlarin progenitoriidiir. Apikal bazal hiicre polarite diizenleyicileri ve Hippo
sinyal yolaklar1, TE epitelizasyonu ve Cdx2 gibi TE spesifik transkripsiyon faktorlerinin
aktivasyonundan sorumludur. Cdx2, kaudal-tip homeodomain transkripsiyon faktorii
pluripotensinin anahtar diizenleyicisi olan POU-domain transkripsiyon faktorii Pou5f1’in
ekspresyonunu baskilar ve bu durum sonrasinda TE soyunun ICM’den ayrilmasini destekler
(Laeno ve ark., 2013). Yapilan c¢aligmalarda Cdx2’nin TE’nin varligini siirdiirebilmesi
acisindan esansiyel iken, ICM’nin olusumu ve varligini siirdiirebilmesi igin easansiyel
olmadig1 goriilmistiir. E3.5 blastosist doneminde, Oct4 (Pou5fl) transkripsiyon faktorii az
oranda TE hiicrelerinden, gii¢lii sekilde ise ICM hiicrelerinden eksprese edilir (Okamoto ve
ark., 1990; Rosner ve ark., 1990; Schoéler ve ark., 1990). Oct4’un ekspresyonu E3.5
doneminden sonra sadece ICM hiicreleri ile smirlanir (Dietrich ve Hiiragi, 2007).
Pou5f1’den yoksun olan embriyolarin, TE makerlar1 eksprese eden ICM meydana getirdigi
goriilmiistiir (Ralston ve ark., 2010). Oct4’un tersine Cdx2, E3.5 doneminde spesifik olarak
yanlizca TE hiicrelerinden eksprese edilmektedir (Dietrich ve Hiiragi, 2007; Niwa ve ark.,
2005; Ralston ve ark., 2010).Yapilan bir ¢aligma da Cdx2’nin yoksunlugunun, TE
hiicrelerinde ICM markerlarinin ektopik ekspresyonu ve TE gelisimini siirdiirmede
yetersizlik meydana gelmesine neden oldugu bildirilmistir (Strumpf ve ark., 2005). Cdx2
ekspresyonunun TE hiicreleri ile erken donemde sinirlanmasi TE igerisindeki ICM-spesifik
transkripsiyon faktorlerin  ekspresyonunu inhibe etme rolii ile iliskili oldugu
diistiniilmektedir. Bu durum Cdx2’nin TE ve ICM soylarmin ayrilmasinda esansiyel bir

faktor oldugunu gostermektedir. Cdx2 ekspresyonu kendi basina TEAD ailesi transkripsiyon
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faktorii Tead4 ile onun yardimci-aktivator ortagi olan Yap (Yapltarafindan kodlanan) ile
diizenlenir (Masui ve ark., 2007; Nishioka ve ark., 2009). Tead4 preimplantasyon dénemi
embriyolarinin tiim hiicrelerinde eksprese edilirken, Yap gelisen TE hiicreleri ile sinirhidir.
Boylece Cdx2 ekspresyonunu bu dig hiicrelerle sinirli  tutar. Yap’in niikleer
lokalizasyonunun fosforilasyon ve sitoplazmik ayrilmasinin Hippo yolak iiyesi Lats2

araciligi ile diizenlendigi gosterilmistir (Nishioka ve ark., 2009).

Yapilan bir ¢alisma Hippo sinyal yolak komponentleri olan Tead4, onun yardimci
aktivator proteinleri olan Yap ve Taz (Wwtrl) ve protein kinazlardan Lats1/2 ’nin hiicre
kaderinin 6zellesmesinde kritik rol oynadiklarini ortaya koymustur. I¢ hiicrelerde hiicre-
hiicre adezyonlar1 Hippo sinyal verimini aktive ederken Yap’in ¢ekirdege toplanmasini
baskilayarak Tead4’ii inaktive eder. Bu aktivasyon sonucunda Tead4-Yap kompleksi,
hiicrelerin TE’e farklilasmasini destekleyen transkripsiyon faktorleri olan Cdx2 ve Gata3’i
uyarir (Hirate ve ark., 2012; Hirate ve ark., 2013; Masui ve ark., 2007; Niakan ve ark., 2010;
Ralston ve ark., 2010). Bu yiizden i¢-dis modeli destekleyen diferansiyel hiicre kaderi
spesifikasyonu sirasinda pozisyon-bagimli Hippo sinyalizasyonun kurulmasi kritik bir adim
olarak degerlendirilmektedir (Hirate ve ark., 2012; Hirate ve ark., 2013; Masui ve ark.,
2007; Nishioka ve ark., 2009).

Son yillarda yapilan birgok calisma TE gelisimi sirasinda goriilen hiicre polaritesinin
onemli oldugunu vurgulamistir. Par-aPKC sistemi hiicrelerin apikobazal polaritesinin
diizenlenmesinde esas bir rol oynamaktadir. Pard6b’nin knockdown’u sonucunda Cdx2 ‘nin
ekspresyonunun azaldigi fonksiyonel TE olusumunda basarisizlik meydana geldigi
goriilmistiir (Alarcon, 2010; Hirate ve ark., 2013). PKC{’nin membran lokalizasyonu
Yap’in niikleer yogunlagsmasi ve Cdx2’nin ekspresyonu ile iliskili iken E kaderin’in
tamamen yoklugunda hiicre polarizasyonunun bozuldugu goriilmiistir (Alarcon ve
Marikawa, 2003; Stephenson ve ark., 2010). Tiim bu galismalar preimplantasyon donemi
embriyolarinda hiicre kaderinin belirlenmesi ve Hippo sinyalizasyonunun diizenlenmesinde

hiicre polaritesinin 6nemli olabilecegini géstermistir.

Embriyoda meydana gelen ikinci embriyonik doku ise ICM’den meydana gelen
primitif endoderm (PrE)’dir. E3.5 ile E 4.5 embriyonik giinleri arasinda blastosist kavitesi
genislemeye devam eder. Bu sirada PrE de bulunan hiicre oOnciillerinin karigimi ve
pluripotent epiblast (Epi) ICM’de belirmeye baslar (Chazaud ve ark., 2006; Laeno ve ark.,
2013; Meilhac ve ark., 2009; Plusa ve ark., 2008). E4.5 embriyonik donemde ise PrE
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Epi’den tam olarak ayrilir ve ICM’in blastosist kaviesine bakan siiperfisial katmaninm
olusturur. Blastosistin implantasyondan sonra PrE vitelliis kesesine katkida bulunacak olan
viseral ve parietal endodermi meydana getirir. PrE endoderm ayni zamanda Epi’den
meydana gelen dokularda viicut ekseninin belirlenmesinde kritik roller {istlenir. Yapilan
calismalar E4.5 donemindeki blastosistin ICM hiicreleri isaretlendiginde bu hiicrelerin ya
Epi ya PrE ancak her iki hiicre katmanin olusumuna birden katki yapmadiklarin1 ortaya
koymustur. Bu sonu¢ Epi ve PrE hiicrelerinin diger hiicrelere oranla daha erken donemde
kalitildigin1 ancak daha sonra ilgili tabakalara ayrildigini gostermistir (Chazaud ve ark.,
2006; Plusa ve ark., 2008). Epi embriyoyu olusturacak birgok hiicreyi meydana getirmesinin
yant sira amniyon, allantois ve viseral vitelliis kesesini g¢evreleyen ekstraembriyonik
mezoderm hiicrelerini meydana getirir (Artus ve ark., 2011; Laeno ve ark., 2013; Mutluay,
2016; Rossant, 2004).

PrE hiicreleri, PrE farklilasmasi i¢in esansiyel olan zinc finger transkripsiyon
faktorleri Gata baglayici protein ve 4 ve 6 (Gata4, Gata6)’y1 eksprese etmektedir (Cai ve
ark., 2008; Fujikura ve ark., 2002; Laeno ve ark., 2013; Wang ve ark., 2011). Epi hiicreleri
ise fare epiblast hiicreleri ve embriyonik kok hiicrelerinde pluripotensinin ve kendini
yenilemenin devami i¢in esansiyel olan homeobox transkripsiyon faktorii, Nanog’u eksprese
ederler (Niakan ve ark., 2010). Yapilan c¢alismalar soy spesifik faktorler olan Gatad ve
Sox17’nin ekspresyonun PrE ile sinirli oldugu Nanog’un ekspresyonun ise Epi hiicreleri ile

sinirh oldugunu gostermistir (Mutluay, 2016; Yamanaka ve ark., 2006).

Blastosistin Kaderinin Belirlenmesi

Blastosist donemi embriyolarda morfogenezisin mekanizmasi ve modellenmesi
(patterning) konusunda yapilan calismalar sonucunda ii¢ model Onerilmistir ancak kabul
edilmis kesin bir model bulunmamaktadir. On-modelleme olarak isimlendirilen modelde
blastosist modellemesi ve morfogenezisi ile bilginin yumurta déoneminde zaten bulundugu
yoniindedir (Gardner, 2007; Gardner ve Davies, 2003; Zernicka-Goetz, 2002). 4 hiicreli
evredeki blastomerlerde farkli gelisim potansiyellerine bagli olarak epigenetik bir
mekanizma yolu ile belirli yariklanma modelleri kurulabilir. Ancak simdiye kadar
blastosistte meydana gelen soy ayrimi ile yumurtanin molekiiler organizasyonu ile ilgili
tanimlanmis bir bilgi bulunmamaktadir. Ikinci olarak diizenleyici model blastomerler
arasindaki farkliligin ve soy dagilimi ile ilgili durumun kompaksiyondan sonra (8 hiicreli)

meydana geldigi ongoriilmektedir (Johnson ve McConnel, 2004). Ayrica TE ve ICM
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hiicrelerinde blastomerlerin pozisyonunu temel alan (i¢-dis model) belirlendigi 6ne
strilmustiir (Tarkowaki ve Wroblewska, 1967). Yukarida da agiklandigi gibi bu modele
gore distaki hiicreler TE hiicrelerini meydan getirirken igteki hiicreler ICM hiicrelerin
meydana getirir (Johnson ve Ziomek, 1981; Plusa ve ark., 2005; Vinot ve ark., 2005).
Blastosist morfogenezisinin Onceden belirlenmedigi diisiincesi diizenleyici modeli
desteklemektedir (Alarcon ve Marikawa, 2003; Motosugi ve ark., 2005). Ugiincii olarak pre-
formasyon modeli olarak adlandirilan model de yariklanma modelleri blastosist i¢indeki
hiicrelerin gelecekteki dagimini boylece de kaderini etkiledigi 6nerilmistir (Graham, 1971).
Iki hiicreli evredeki her iki blastomer de morula ve blastosist doneminde dis ve icteki hiicre
poplilasyonuna katkida bulunmasina ragmen daha Onceden bdliinen hiicrenin soyundan
gelen hiicrenin i¢ tarafta da lokalize oldugu gozlemlenmistir Bu modelin diger iki model

arasinda koprii gorevi gordiigi belirtilmistir (Surani ve Berton, 1984).
Sonu¢

Memeliler igerisinde erken embriyo gelisimi ve soy belirlenmesi ve ayrilmasi tlizerine
en cok calisilan hayvan farelerdir. Preimplantasyon doneminde yer alan hiicre soylarinin
meydana gelmesinde esansiyel olan hiicresel ve molekiiler mekanizmalarin bilinmesi son
yillarda tiim diinyada daha siklikla kullanilan yardime1 tireme yontemlerinin iyilestirilmesine
yardimci olacaktir. Ayni zaman da insanlarda erken diisliklerin ve erken gebelik

patolojilerinin nedenlerinin anlagilmasina 151k tutacaktir.
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