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Embriyoner gelisimde transkripsiyonel aglar ve hiicre sinyalleri
Transcriptional networks and cell signals in embryonic development
Eda ACIKGOZ Hiiseyin AKTUG

Ege Universitesi Tip Fakiiltesi, Histoloji ve Embriyoloji Anabilim Dali, izmir, Tirkiye
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Fare blastokistindeki U¢ germ tabakasinin olusumu, hucrelerin gelisim silrecinin erken dénemindeki davraniglarini,
hangi i¢ ve dis etkenlerin bu siirecte rol oynadigi ve bunlar arasindaki etkilesimleri galismak icin dnemli bir model
sistemi saglamaktadir. Stabil polarize dis epitelin olusmasiyla birlikte, erken yariklanma asamasinin i¢ ve dig
hiicreleri arasindaki sinyal farklliklari i¢ hicre kitlesi (ICM), embriyoblast ve trofoektodermin kurulmasina yol acar.
Embriyonik gelisim asamalarinda gerceklesen hiicre polaritesi, hiicre pozisyonu, lokal mikrogevre etkileri,
transkripsiyonel faktorler ve bunlarin karsilikli etkilesimlerini iceren suregler hiicre kaderinin belirlenmesinde rol
oynamaktadir. Bu siire igerisinde fare gelisiminin yavas ilerlemesi, kiltir embriyo yetenegi, canli hiicre goériintileme
araglarinin geligtiriimesi ve gen ekspresyonlarini modifiye edebilme yetenedi bu silreglerin aydinlatilabilmesini
saglamaktadir.

Anahtar Sozciikler: Blastokist, epiblast, germ tabakalari, soy 6zellikleri.

Abstract

The formation of the three lineages of the mouse blastocyst provides an important model system to study behavior of
cells in the early stage of the development process, internal and external factors which play a role in this process and
the interaction between them. With the establishment of a stable polarized outer epithelium, the signal differences
between the inner and outer cells of the early cleavage stages lead to the establishment of the inner cell mass
(embryoblast) and the trophectoderm. Events in the stages of embryonic development including cell polarity, cell
position, effects of local microenvironment, transcriptional factors and their interaction processes are involved in
determining cell fate. The slow pace of development of the mouse during this time, the ability to culture embryos, the
development of tools for live cell imaging and the ability to modify the expression of genes that enable the elucidation
of the process.
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Girig Epiblast hiicreleri fetiisiin primer germ tabakalarinin
timinidn ve onun ekstraembriyonik membranlarini
olusturacak olan blastokistin pluripotent hiicre hatlarini
olusturmakta iken, primitif endoderm ise temelde
ekstraembriyonik yolk kesesinin endoderm tabakasini
olusturmaktadir (1). Kimerik embriyolar kullanarak
yapilan kapsaml soy analizleri ve deneysel galismalar
uzun yillar boyunca tam da bu htcre tiplerinin muhtemel
kaderlerinin belirlenmesi igin kullaniimistir. TUm hdcreler
bltin G¢ hicre tiplerini olusturabilme yetenegine
sahipken, hicre kaderindeki kisittama sekiz hicreli
asamada 48 saatlik zaman periyodunda gercekles-
mektedir. Bu derlemede, embriyo gelisimindeki trans-
Yazisma Adresi- Eda ACIKGOZ kripsiyonel aglar, hiicre sinyalleri altinda yatan molekduler
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Memeli blastokist gelisimi, hiicresel morfolojiler ve hiicre
kaderi arasindaki iligkiyi incelemek igin mikemmel bir
model sistemi saglar. Farelerde gelisimin ilk dort glina
boyunca, tek hicreli zigot kompakt hicre grubunu
kapsayan sivi dolu epitel vezikull olusturmak igin bir dizi
degisiklige ugrar. Gelisimin ge¢ blastokist agsamasinda,
dis epitel daha sonra plasentanin trofoblast tabakalarini
ve trofoblast dev hicrelerini  olusturacak olan
trofoektodermi olusturmak igin kararhidir. ic hiicre kitlesi
icinde, primitif endoderm (PE) ve epiblast (EPI) olmak
Uzere iki ayri hiicreye ayrimi s6z konusudur.
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Blastokist icinde Koken Ozellesmesi ve
Transkripsiyonel Agin Kontrolii

Blastokist icindeki kdken Ozellesmesi icin gerekli olan
transkripsiyonel faktorlerin dlzenleyici etkilesimlerinin
tespit edilmesinde son yillarda dikkate deger ilerlemeler
kaydedilmistir. Pre-implantasyon sirasinda hiicre kaderi-
nin bilinen asamali kisitlamalari ile uyumlu olarak birgok
transkripsiyon faktor (TFs) erken gelisim boyunca genis
bir sekilde ifade edimekte iken, daha sonrasi
asamalarda sadece kokene 6zgun hale gelmektedir.
Ornegin Oct4 faktériiniin transkripsiyonu, oositin tim
hicrelerinde belirgin olmakla birlikte embriyonik 3.5 giin
sonra sadece i¢ hicre kitlesi (ICM) ile sinirli kalmaktadir
(2,3). Buna ek olarak embriyonik kék hucrelerdeki Oct4
kaybi trofoblastik kok hicrelere farklilasmaya yol
acmaktadir (4).

Blastokist spesifikasyonunda etkili oldugu gosterilen
proteinlerden birisi de oosit kdkenli oldugu gdsterilen ve
bir transkripsiyon faktor olan Cdx2'dir. Cdx2
ekspresyonu sekiz hiicreli asamada embriyonun ¢ogu
hicrelerinde disik seviyelerde baslatiir ancak Oct4
ICM ile sinirlandinidiginda ge¢ morula/erken blastokist
asamasinda ifadesi sadece dis trofoektoderm (TE)
hicreleri ile sinirlandirilir (3,5). Cdx2 mutant embriyo-
larda, blastokist dis epitelini kaybeder, morfolojik
batinlik bozulur ve TE hucreleri farkhlagsamazlar (6). Bu
asamada etkili oldugu gosterilen diger TFs’ler Tead4,
GATAS3 ve Eomes'tir. Tead4 mutant embriyolarda, Cdx2
ekspresyonunun tamamen ortadan kalktigi ve embriyo-
larin fonksiyonel TE olusturmada basarisiz olduklari
gosterilmigtir (7,8). Neticede, embriyoda Cdx2 ifadesinin
yuksek veya dislk olmasina bagl olarak sirasiyla TE
veya ICM yoénune dogru ilerlemesi beklenen bir sonug
olarak kargimiza ¢ikmaktadir.

Blastokist olusumundan 6nce, Cdx2 ve Eomes gibi TE-
spesifik faktorler morulanin disg hicrelerinde sinirh
olmaktadir. Ancak, ICM’nin pluripotent htcrelerinin
belirlenmesi igin gerekli oldugu bilinen Oct4 (9), Sox2
(10,8) ve Nanog (11,12) yariklanma suresince her
hlicrede ifade edilmekte iken, blastokist asamasindan
sonra sadece ICM hicrelerinde ifadesi devam
etmektedir. Bu kisitlanma, Cdx2'ye baghdir. Cdx2
mutantlarda, Oct4 ve Nanog TE hicrelerinde ifade
edilmektedir (5). Bdylece blastokist kdken spesifikas-
yonu TE hedeflerinin aktivasyonu ile baslar ve dis
kisimdaki hicrelerde ICM kimligi baskilanir. Daha sonra,
pluripotent kokenlerindeki Oct4/Sox2/Nanog ile TE
hedeflerinin baskilanmasi Oct4 ve Cdx2 (13,14) genle-
rinin bilinen otoregulasyon o6zellikleri ile birlikte koken
kimliginin strdurdlmesi saglanir.

Pre-implantasyon Embriyolarinda Morfogenesis,
Hiicre Sinyali ve Kdken Tahsisi Arasindaki iligki

Gelismekte olan embriyondaki hiicrelerin pozisyonu
(konum) ve/veya hiicre polarizasyonu onlarin ICM veya
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TE hucre vyapilarina katiima sirecini etkilemektedir
Baslangicta yariklanma sirasinda, tim blastomerler
morfolojik ve potansiyel olarak ayni 6zelliklere sahiptir.
Ancak, sekiz hiicre asamasinda kompaktlasma ve
polarizasyon olaylari gergeklesmektedir (15). E-kaderin
bagimli interselller adezyon ile birlikte hucreler atipik
protein kinaz C (aPKC) (16), polarite protein Par3 (17)
ve apikal membran protein ezrin (18) gibi proteinlerce
zengin apikal alan kazanirlar. Ancak, Lgl (lethal giant
larva homolog) ve PAR polarite protein Parl gibi
molekiller her blastomerin bazolateral bdlgesinde
lokalize olmaktadirlar (19). Adherens junction ve daha
sonra hicreler arasindaki tight junction baglantilar
polarize epitelyum olusturmak igin blastomerleri apikal
ve bazolateral domainlere ayirmaktadir. Hucreler
sekizden 16 hiicre asamasina bolindiginde ve 16-32
hiicre asamasinda dis hiicreler bu polarize fenotipi
surdurirler ancak, kitlenin ¢ekirdegindeki hicreler
apikal o6zelliklerini kaybederler ve morfolojik olarak
apolar olurlar. Dig polarize epitel TE olusturmak igin
devam ederken, i¢ kisimda konumlanan apolar hicreler
ise ICM olustururlar. Bu nedenle arastirmacilar
embriyodaki hicrelerin  konumunun onun kaderini
belirledigini disinmektedirler. Bu olay, "i¢g-dis hipotez”
veya “konum hipotezi® olarak ifade edilmektedir.
Blastomerler mitotik agin apikal alana paralel veya dik
konumlanmasina bagh olarak simetrik veya asimetrik
olarak bolunirler. Simetrik bolinmeler neticesinde iki
polar hiicre olusmakta iken, asimetrik béliinmede ise bir
dis polar ve i¢ apolar hiicre olusur (20). Dis hiicrelerde
polar fenotipin olusumu ile Cdx2 ifadesi arasinda yakin
bir iligki bulunmaktadir (3,21). Cdx2 hucrenin
kutuplasarak  boélinmesini  kontrol altinda tutan
faktorlerden birisi olup ifadesi biiylik oranda 8-16 hiicre
asamasinda artmaktadir. Cdx2 ekspresyonu ve TE
olusumu transkripsiyon faktori olan Tead4 ve onun
koaktivatér partneri olan Yap1’e bagh olarak
gelismektedir (7,8). Tead4 ve Yapl pre-implante
embriyolarin tim hdcrelerinde ifade edilmekte iken,
Yap1 Cdx2 ifadesi ile ¢akisik olarak gelismekte olan dis
hicrelerin nikleusunda lokalize olmaktadir (22). Yapl
fosforilasyonu Lats1/2 kinaz aktivitesine bagh olarak
gerceklesmektedir. Yap1, sekiz hiicreli asamada tim
hicrelerin ~ nlkleusunda ve zayif olarak da
sitoplazmalarinda bulunmaktadir. Ge¢ morula asama-
sinda, embriyonun dis hicrelerinde Lats1/2’ nin inaktive
olmasina ve Yap?l'e baglanamamasina bagl olarak
nikleus igerisine girmekte ve burada bulunan Tead4’e
baglanmasina bagh olarak aktif bir kompleks olusur ve
bu olusan kompleks Cdx2 ifadesinin artmasini
saglamaktadir. I¢ hiicrelerde ise Lats kinaz aktivasyo-
nuna bagll olarak Yap7?in nukleus icine girmesi
engellenir. Yap1’in nikleus icine giremediginden dolayi
ic hiicrelerde Cdx2 ifadesinin engellenir. Neticede dis
hicrelerde Cdx2 aktivitesi bulunmakta iken, ¢
hicrelerde bu proteinin aktivitesi baskilanir (1,22).
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Epiblast (EPI) ve Primitif Endodermin (PrE)
Segregasyonu

Pre-implantasyon fare gelisimi sirasinda, ICM, epiblast
(EPI) ve primitif endoderm (PrE) olmak uzere iki farkh
hicre soyuna farklanmaktadir. Temelde bu ayirm
Nanog ve Gata6 ekspresyonuna bagh olarak
gelismektedir (23). Primitif endodermin olusabilmesi igin
Gatab, Gata4, Sox17 ve Pdgfra transkripsiyonel
faktorlerine sahip olmasi gerekmektedir (24-27). PrE
epitelinin olusmasi igcin Gata6 ekspresyonuna ihtiyag
duyulmaktadir (1,24,26). ICM icinde hucrelerin igeriye
g6cu 8-16 hucreli asamada baslayip 32-64 hicreli
evreye kadar devam etmektedir. 16-32 hiicreli evrede
Gata6 ekspresyonundaki artisa bagl olarak hicrelerin
¢ogunun primitif endoderm hicrelerine dénustigu
gbézlenmistir. I hiicre kitlesinde EPI ve PrE progenitdr
hicrelerin olusumunda FGF sinyalini dnemli rol oynadigi
gOsterilmistir. Son yapilan galismalarda Fgf4’iin reseptor
tirozin kinaz (RTK)/Mek yolaginin inhibisyonunu veya
Grb2’nininaktivasyonunun PrE farklanmasini engelledigi
ve ICM icinde Nanog ekspresyonunun indiklendigi
gOsterilmistir. Grb2-/- blastokistlerde, ICM hiicre sayisi
normal oldugu ancak tum hicrelerin Nanog gibi EPI
markerlerini ifade etmekte iken, Gata6 ekspresyonunun
olmadigi gésterilmistir (24).

Proksimal-Distal (PD) Eksenlerin Olugumu

ICM blastokist icinde bir kenara yakin konumlu olarak
yerlesir; embriyonun bu bdlimu embriyonik kutup olarak

ifade edilmekte iken, bunun karsisindaki kutup ise
abembriyo kutup olarak isimlendiriimektedir. Uterus
dokusuna implantasyonun ardindan, polar

trofoektoderm, epiblast ve primitif endoderm bir silindirik
embriyo olusturmak igin blastokist kavitesinin icine dogru
blylimeye baslar. Blastokistin embriyonik-abembriyonik
ekseni silindirik yapinin proksimal-distal ekseni haline
gelmektedir  (1,28,29). Ozetlemek gerekirse, pre-
implantasyon gelisimde i¢c hicre kitlesi, polar
trofoektoderm ile cgevrili olan blastosdl konfiglirasyonu
embriyonik-abembriyonik eksenleri olustururken; post-
implantasyon embriyonik-abembriyonik eksenler
embriyonun  proksimal (ektoplasental taraf)-distal
(epiblast taraf) olusturmaktadir.

Blastokist igindeki Bolgesellestiriimis Genetik ve
Sinyal Aktivitesi

Epiblast ve primitif endoderm icinde, soy spesifik
transkripsiyonel faktorler (Oct4, Nanog, Gata4, Gata6 ve
Sox17 gibi) kodlayan genlerin ayri  bodlgesel
ekspresyonlari belirlenmistir. Bununla birlikte, bireysel
olarak hucreler sinyal aktivitelerinin mediyatorleri ya da
faktorlerini kodlayan genleri (Pdgfra, Fgf4, Fgfr2, Leftyl,
Nodal, Wnt9a ve [-catenin) cesitli diizeylerde ifade
edebilmektedir. Lefty-1 ve Cer-1 salgilayan hicrelerin
disinda sinyal aktivitesi ile ilgili epiblast ve primitif
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endoderm igindeki hlcre lokalizasyonu Uzerinde detayli
bilgi bulunmamaktadir (1,28). Leftyl ve Cerl eksprese
eden hucreler baslangi¢ olarak ICM hicreleri arasinda
dagiimistir. Daha sonraki asamalarda, Lefty1+ (ve
Gata6) hicrelerinin ikinci dalgasi primitif endoderm ile
sinirli hale gelmektedir (30,31). Primitif endoderm iginde,
Leftyl+hucreler epitelin bir tarafinda lokalize olmuglardir.
Deneysel olarak gosteriimemekle beraber
Leftyl+hlcrelerin  embriyonun  muhtemel anterior
tarafinda konumlandigi disundlmektedir (31).

Primitif Endoderm Geligiminin Diizenlenmesi

ICM'nin luminal ylzeyi Uzerinde baslangigta bir epitel
olarak olusan primitif endoderm peri-implantasyon
gelisim sirasinda parietal endoderm (mural
trofoektodermin luminal ylzey hatti) ve viseral endoderm
(ekstra-embriyonik ektoderm ve epiblasti cevreleyen
kisim)  olusturmak icin  genislemektedir.  Viseral
endoderm, transforming growth factor § (TGFB), BMP,
Nodal ve epiblastin dizenlenmesi ve farklilasmasinin
devam ettiren Wnt sinyal yolak aktivitelerinin
dliizenlenmesinde yer aldidi icin dnemli bir yapidir (1,28).
Ayrica, bolgesellesmis gen ekspresyon alanlari ve
hicrelerin  morfogenetik hareketinin modelini iceren
endodermin epitel mimarisindeki degisiklikler vicut
ekseninin AP dizenlemesinde ifade edilen yapisal ve
molekuler asimetrileri sirasindaki dinamik bir sureci
yansitmaktadir (28,32). Baslangigta distal bdlgede ve
daha sonra pre-gastrulasyon embriyosunun  bir
tarafindaki viseral endodermin lokal kalinlasmasi olarak
ortaya cikan epiteliyal morfolojideki degisiklikler sirasiyla
proksimal-distal eksen ve muhtemel AP viicut
eksenlerindeki asimetrinin olustugunun isaretidir.

Parietal ve Viseral Endodermin Olugumu

PrE hicrelerinin parietal endoderm (PE) ve viseral
endoderm (VE)'e ileri gelisiminin nasil gergeklestigi tam
olarak anlasilamamistir. Genetik olarak isaretlenmis
E3.4 ve E6.5-7.5 embriyolarindan hiicre klonal analizler
blastosist implantasyonunda, PrE ve VE'nin her ikisinin
de PE'yi olusturmak igin birlikte hareket ettigini ortaya
cikarmistir (1). Transkripsiyonel faktér Sox17 Gata4 ve
Gata6’nin parietal endodermin ileri farklilasmasinda
onemli rol oynadiklari gosterilmistir  (34). Viseral
endodermin distal kisminin gézle gorinir kalinlagsmasi
ile distal viseral endoderm (DVE) olusur (1). Soy izleme
deneyleri Leftyl ekprese eden primitif endoderm
hicrelerinin DVE konumlu olan hucrelerin prekirsorleri
olabilecegini ortaya koymustur (1,28). DVE icindeki
hicreler daha sonra anterior viseral endodermi (AVE)
olusturmak igin bazi sinyallerin etkisi ile go¢ eder.
DVE’nin anterior bolgesine translokasyonu akitif hiicre
gOglnl  icermektedir. DVE'deki hicrelerin  AVE'ye
yoneliminde Nodal ve WNT-B katenin aktivitesinin
o6nemli oldugu gosterilmistir.
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Epiblastin Diizenlenmesi

Primitif ¢izginin olusumu embriyogenezin énemli bir
kilometre tasidir. Bu birincil germ tabakalarinin ve
embriyonun temel vicut planinin  kurulumu ile
sonuglanan gastrulasyonun morfolojik gdstergesidir.
Primitif gizgisinin olusumu ve dogru yerlesimi epiblast ve
viseral endodermde anterior-posterior polaritesinin
baslangi¢ kurulumunu gerektirir (1,28,29).

Primitif ¢izginin olusumunun primitif ¢izgi marker genleri
ekprese eden hucrelerin posteriora gogu ile birlikte
oldugu ileri sirtlmektedir. Ancak, son vyapilan bir
calisma gen ifade diizenlemesinin prospektif primitif gizgi
hicrelerinin gdgsel davraniglarini yansitmak igin gerekli
olmadigini géstermektedir. Ornegin, epiblast hiicrelerinin
posterior hareketi tespit edilmeden once, T (brachyury)
ifadesi posterior epiblasta donlstirulir (37).

Epiblast ve ekstraembriyonik (ExE) arasindaki karsilikli
etkilesimler primitif gizginin olusumu igin gerekli olan

(38,39). Karsilikh etkilesimlerde, epiblasttaki nodal
sinyali ExE icindeki Bmp4 ekpresyonunun bakimini
saglar. AVE icinde nodal aktivitesi ve onun antagonisti
arasindaki dogru denge primitif cizgisinin epiblast ve
dodru yerlesiminin anterior-posterior dizenlemesi icin
gereklidir (30,40). Epiblastta erken nodal sinyalinin
kaldinimasi posterior epiblasti degistirmek igin primitif
cizgi gen ekpresyonunun basarisizligl ile sonuglanir.
Nodal pro-protein yariklanmasina direngli embriyolarin
analizleri primitif c¢izgi i¢cinde fgf8 ekspresyonunun
parcalanmayan nodal proteinin ile indlklenebildigini
gostermektedir (28). DVE ve daha sonrada AVE de
uretilen CER1 ve leftyl nodal antagonistleri nodal
sinyalinin etkisini azaltmaktadir. Bu antagonistlerden
yoksun embriyolarda, primitif ¢izginin anterior bolgesinin
genisledigi ya da ektopik primitif cizgilerin olustugu
gosterilmistir (40). Primitif ¢izgi olusumu B-katenin ve
LRP5 (low-density lipoprotein recepto-related protein5)
ve LRP6 ile WNT3 sinyali araciliiyla posterior epiblastin

sinyalleri
sinyaller primitif cizgi

saglamaktadir. BMP4’U iceren ExE’den
markirlarin ifadesini indikler

spesifikasyonu gereklidir. WNT3 epiblast iginde nodal
ekspresyonunun devamini aktive etmektedir (28).
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