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Embryonic Stem Cell Markers
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OZET

Embriyonik kék hicre arastirmalar, embriyon-
ik kok hucrelerin (EKH) sinirsiz olarak kendileri-
ni yenileyebilme o6zellikleri ve farkli hulcre tiplerine
donlsebilme yetenekleri (plastisite) sayesinde re-
jeneratif tibbin en gézde konularindan biri haline
gelmistir. Farklilasmamis EKH’ler memeli pluripo-
tent huicrelerine 6zel molekiiler belirtecleri eksprese
etme oOzelligine sahiptir. EKH’lerin farklilasmadan
kendilerini yenileyebilmesi ve pluripotentlik 6zel-
liklerinin saglanmasi icin bu belirteclerin uygun
dizeyde olmasi gerekmektedir. Bu belirteclerin
ekspresyonundaki degisim embriyo gelisim saf-
halarinin belirlenmesinde, farkl tarlerdeki embriy-
olarin tanimlanmasinda ve karakterizasyonlarinin
ortaya cikarilmasinda etkin rol oynamaktadir. Bun-
dan dolayl EKH belirteclerinin gorevlerinin daha iyi
anlasilmasi klinikteki tedavi metodlarinin gelistir-
ilmesine ve hastalik modellerinin arastirimasina
katki saglayacaktir. Sunulan derlemede EKH’ler, EKH
belirtecleri ve bu belirteclerin regtilasyonu hakkinda
6nemli bilgilerin 6zetlenmesi amaclanmistir.
Anahtar kelimeler: Transkripsiyon faktorler, Nanog,
Oct4, Sox2, SSEA4.

GiRIiS

Embriyonik kok hiicreler (EKH), preimplantasyon
blastosist donemindeki i¢ hiicre kitlesinden (IHK)
koken alan hucrelerdir. Bu hicreler kendi kendileri-
ni yenileyebilirler. Ayrica; endoderm, mezoderm ve
ektoderm olmak Uzere ¢ hiicre tabakasina da fark-
lilasabilen pluripotent 6zellikte hicrelerdir (1,2). Bu
yuzden EKH’ler erken embriyonik gelisimin ve hticre-
lerin gelisimlerinin anlasiimasinda, dejeneratif has-
taliklara ve yaralanmalara karsi hiicre temelli tedavi
metodlarinin gelistirilmesinde essiz bir role sahiptir.
ilk olarak fare iHK'sinden 1981 yilinda, daha sonra
insan blastosistlerinden 1998 yilinda elde edilmistir

SUMMARY

Research on embryonic stem cell has been the most
popular subject of regenerative medicine because of
the unlimited self-renewal ability and the convert-
ibility to the different cell types (plasticity) of the
embryonic stem cell (ESC)’s. Undifferentiated ESCs
have a potential to express specific molecular mark-
ers specific for mammalian pluripotent cells. These
molecular markers are required to be at certain ad-
equate level to maintain pluripotency and renewal
of ESCs without differentiation. The changes of the
expression of these markers have crucial role on de-
termination of embryo development stages, identi-
fication and characterization of embryos in different
species. Therefore, studies related with the roles of
ESCs markers will contribute to the development of
new therapeutic models for clinical studies as well
as to understand mechanism of the formation of
diseases. The main aim of this review is to summa-
rize breakthrough results of recent studies about
ESCs, ESC markers and regulation of these markers.
Keywords: Transcription factors, Nanog, Oct4, Sox2,
SSEA4.

(2,3). EKH'ler hakkinda calismalara baslandigindan bu
yana; EKH' lerin kendi kendini yenileme ve farklilasma
mekanizmalar Uzerinde etkili olan sitokinler, transkrip-
siyon faktorleri ve ylizey belirtecleri gibi genetik ve epi-
genetik pek cok etken arastirlmistir. Memeli blastosist-
lerinin i¢ hiicre kitlelerinden kaynaklanan EKH'ler baska
hiicre tiplerine farklilasma yetenegine sahiptir. IHK'de
gozlemlenen EKH'lerin bu pluripotentlik 6zelligi pek ¢cok
transkripsiyon faktorl tarafindan saglanmaktadir. Trans-
kripsiyon faktoérleri organizmanin ihtiyaclarina gore;uy-
gun zamanda, uygun miktarda ve uygun hiicrede gen
ifadelenmesinin saglanmasinda gorev almaktadir.
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Genlerin diizenlenmesinde; ifade artisina (up-regulation)
yada ifade azalisina (down-regulation) yol acarlar. Ayni
zamanda bu transkripsiyon faktorlerinin cogu gelisim
stirecinde aktif olarak rol oynarlar.

HUCRE YUZEY BELIRTECLERI

Farkhlasmamis EKH’ler; memeli pluripotent hicre-
lerine spesifik molekdiler belirtecleri eksprese etme
Ozelligine sahiptirler. Insan EKH’lerinde sik¢a ek-
sprese edilen ylizey belirtecleri glikolipid yapidaki
antijenler olan SSEA-3 ve SSEA-4 ile proteoglikan
yapidaki TRA 1-60 ve TRA 1-81'dir. Hlcre ylzey
antijenleri hucrelerin tanimlanmasinda ve hucre-
lerin farklilasmasinin analiz edilmesinde oldukca
onemlidir. Ozellikle seviye spesifik antijenler (SSA)
gelisime bagh olarak erken embriyonik safha boyun-
ca duzenlenirler. Bu yizden ylzey belirtegleri, hem
fare hem de insan EKH’lerin farklilasmasinin goster-
ilmesinde siklikla kullanilan énemli belirteclerdir.

Seviye Spesifik Embriyonik Antijenler (SSEA)
Seviye spesifik embriyonik antijenler karbonhidrat
epitoplarn iceren lakto ve globo-seri glikolipidler-
dir (4,5). Gelisim siresince bu karbonhidrat iliskili
SSEA1, SSEA3 ve SSEA4 antijenler hiicre ylizey et-
kilesimlerinin kontrollinde yer alirlar. SSEA-1 (CD15/
Lewis x) preimplantasyon asamasindaki fare embri-
yolarinda, fare ile insan germ hcrelerinde ve terato-
karsinoma hucrelerinin yizeyinde eksprese edilirken;
insan EKH'lerinde ve insan embriyonik karsinoma
hicrelerinde ekspresyonu bulunamamistir  (5,6).
SSEA-1 ekspresyonu insan hucrelerinin farklilasmasi
sirasinda artarken; fare hucrelerinin farklilagmasi
sirasinda azalmaktadir. SSEA-3, farkhlasmamis pri-
mat EKH’lerinde, insan embriyonik germ hicreler-
inde, insan EKH ve de teratokarsinoma hucrelerinde
eksprese edilmektedir.

SSEA-4 seramid bagh glikosfingolipid yapi ile iliski-
li bir ylzey antijenidir. SSEA-4 ekspresyonu insan-
da doéllenmemis yumurtada, primitif endodermde,
pre-implantasyon déneminde erken safhada bulu-
nan embriyodaki IHK'sinda ve embriyonal karsinoma
hiicrelerinde gézlenir; fakat blastosist asamasinda ve
IHK'da eksprese edilmezler (7,8). Farkhlasmamis fare
EKH'leri SSEA-4'U eksprese etmezler. Farklilasmis
fare embriyonal karsinoma hticreleri ve EKH’lerinde
SSEA4'Un varhgr gézlenmektedir (9,10).

TRA-1-60 ve TRA-1-81

Insan pluripotent kok hiicreleri ve embriyonal kars-
inoma htcrelerinin(11)ytzeyinde bulunan TRA-1-60
ve TRA-1-81 antijenleri EKH'lerin tanimlanmasi ve
izolasyonunda siklikla kullanilan antijenlerdir. Ayrica
teratokarsinoma ve embriyonik germ hcrelerinde
de ekspresyonlari mevcuttur (12,13,14). Insan ve
fare embriyolarindaki ytzey belirteclerinin ekspre-
syon zamanlarini kiyaslamak icin yapilan calismada
SSEA1, SSEA3, SSEA4, TRA-1-60 ve TRA-1-81 indirekt
immuinfloresan boyama yontemiyle incelenmistir.
TRA-1-60, TRA-1-81, SSEA3 ve SSEA4 insanda zona
pellusidasindan ayrilan (hatch olan) blastosistlerde
temel olarak IHK'de yer almaktadir. Ayni safhadaki

fare embriyolarinda ayni belirtecler bulunmaz; fakat
daha erken safhadaki bolinme déneminde varliklari
go6zlemlenmistir. Buna karsin SSEA1’in ekspresyonu
insan blastosistlerin de trofektodermden saglanirk-
en, farelerde 6zellikle IHK olmak lizere trofektoder-
mden de saglanmaktadir (12).

TRANSKRIPSIYON FAKTORLERI

Pluripotensiden sorumlu transkripsiyon faktorl-
er olan Nanog, Oct4, Sox2, KIf4, c-Myc ve Lin 28
proteinleri yeniden programlama etkenleri olar-
ak tanimlanmaktadir. Fare EKH'lerinin pluripoten-
tliginin saglanmasinda 6zellikle Oct4, Nanog ve
Sox2 rol oynar. Bu transkripsiyon faktorlerinin ek-
spresyonu IHK, epiblast ve farklilasmamis EKH’ lerde
oldukca fazladir (15). Bu genlerin her birinin tran-
skripsiyonunun eksikliginde pluripotentligin sagla-
namamasindan dolayr erken safhada embriyonik
olum gerceklesmektedir (16,17,18).

Nanog

Nanog proteini, hiicrenin nukleer bilesenine lokalize
olmus, 305 aminoasit iceren DNA materyalinin bagl-
anmasini kolaylastiran bir proteindir. Nanog pro-
teini EKH’lerin, pluripotent &zelligini etkileyen bir
faktordir. 11k kez kompaktlasma safhasinda gérulur,
implantasyonda varligini  strdurirken,implanta-
syondan hemen sonra ekspresyon dlizeyi duser.
Bu gen insan ile farenin embriyonik kok hicreleri
ve embriyonikgerm hicreleri gibi farkhlasmamis
hicrelerinde eksprese olurken; testis, over gibi
farkhlasmis hiicrelerde de saptanmistir (17). Nanog,
IHK'nin ortaya cikmasinda Ozellikle germ hiicreler-
inin olusumunda gerekli bir proteindir. Ayni zaman-
da in vitro olarak farklilasmanin engellenmesinde
onemli rolii olan bir transkripsiyon faktéradar (19).
Nanog geninin mRNA'si insan ve farenin pluripo-
tent hucrelerinde bulunurken, olgunlagsmis huicrel-
erde bulunmamaktadir. Nanog geninin eksprese
olmamasi, hem EKH’lerin hem de IHK'nin kendi
kendini yenileme 6zelliklerinin kaybina yol acar. Bu
durum EKH'lerin ekstraembriyonik doku hicrelerine
dontsmelerini indukler (17,20).

Oct4

Oct-4, EKH'lerinpluripotensi  6zelliginin  korun-
masinda ana rol oynayan bir proteindir. Bu neden-
le bu hucrelerin teshisinde en iyi bilinen ve en ¢ok
kullanilanidir.  Fare blastosistineoosit tarafindan
getirilen ve embriyo gelisiminde ifade duzeyi kon-
trol altinda tutulan bir transkripsiyon faktéruadur.
Oct4 transkripsiyon faktéru, insanda POU5f1 geni
tarafindan kodlanir. Blastosist evresindeki embri-
yonun i¢ hucre kitlesinde eksprese olur ve farklilas-
ma slresi boyunca ekspresyonu azalr. Bu faktérin
ifade seviyesi degiskenlik gostermekle beraber hiicre
kaderinin belirlenmesinde oldukca 6nemlidir, eksik
veya fazla eksprese olmasi EKH’lerin farklilasmasi-
na yol acar. Embriyonik kék hicrelerin gelisiminde
bu transkripsiyon faktoériininin ifade seviyesinin 3
onemli etkisi gozlemlenmektedir: Oct-4 ifadesindeki
artis, hucrelerin primitif endoderm ve mezoderm



yoninde farklilasmasina neden olmaktadir. Dusuk
seviyede ifade edildiginde ise; hiicreler pluripotent
Ozellikte kalmakta ve farklilasma olmamaktadir. If-
adesinin baskilanmasi ve eksik ifadelenmesi duru-
munda hucrelerin pluripotentlik kapasiteleri kay-
bolmakta ve sonucunda bu hicreler trofektoderm
yonunde farklilasmaktadir (21). Oct4 protein seviyesi
gastrulasyon asamasinda belirli seviyelerde seyred-
er. Primitif endoderm hticreleri farklilasmaya ve ek-
toderme go¢ etmeye basladiklarinda, bu huicrelerin
Oct4 protein seviyeleri gegici olarak artar. Daha sonra
Oct4 gen ekspresyonu primitif endoderm ve epiblast
hicrelerinde baskilanir.  Gastrulasyon asamasinda
seyreden bu durum embriyo implantasyon asamasin-
da da aynidir. Son olarak Oct4 gen ekspresyonu
primordiyal germ hcrelerini baskilar; bu htcreler
ekstra embriyonik mezodermin ilk 6zellesen hicre-
leridir. Oct4 farkllasmig hicrelerde eksprese olmaz.
Insanda IHK hiicrelerinde trofoektoderm hiicrelerine
kiyasla daha fazladir. Oct4 geni fare oositlerinde ana
transkripsiyon faktorl olarak eksprese edilir. Zigotun
ilk yariklanmasinda kaybolur, embriyo doért hucreli
asamaya geldiginde tekrar goruliir. Bu gen gastru-
lasyon sonrasi farklilasmis hiicrelerde bulunmaz (22).
Sox2 Sox2 geni EKH'lerin pluripotansi 6zelliginin
korunmasi icin vazgecilmez bir gendir (23). Mor-
ula ve blastosistgibi erken embriyonik safhalarda,
germ hucrelerinde ve epiblastta ifade edilir. Em-
briyo gelisiminde Sox2 geninin ifadesinin baskil-
anmasi durumunda epiblast olusumunda bazi so-
runlarin gelismesinden dolayi embriyolar yok olur.
Trofektodermal ve kismen endodermal farklilasmayi
engelleyerek EKH’lerin pluripotansiyel 6zelliginin
surdurilmesinde gereklidir (24). Sox2'nin en dnemli
gorevlerinden birisi de Oct4 ekspresyonunu reglle
etmesidir. Yapilan calismalarda Sox2 ve Oct4'Un bir-
birinin ifadesini etkileyerek kok hticrelerin pluripotent
karakterinin olusturulmasinda goérev aldiklari goster-
ilmistir (23). Sox2'nin farelerdeki eksikligi htcreler-
in %95'inin (23), insandaki eksikligi ise hicrelerin
%98.5’inin (24) trofektoderm belirteclerince pozitif
hicrelere déonisimine yol acar. Sox2'nin farelerde
artisi EKH' lerin cesitli hiicre tiplerine déntsimine,
noronal farklilasmaya ya da kitlesel hiicre 6ltimlerine
yol acarken (25, 26); insanda artisi trofektoderm so-
yuna ait hiicrelere dontsimunu saglar (24).

KIf:

KIf (Krupple-likefactor) ailesi hiicre proliferasyonu,
farkhlasmasi, gelisimi ve apoptozisi olmak tzere pek
cok biyolojik aktivitenin surdirilmesini saglar. KIf
ailesinden KIf5, Oct4 ve Nanog'un transkripsiyonunu
duzenlemekle beraber gelisimsel slrecte oldukca
onemlidir. KIf4 ve KIf2 ise;EKH’lerin pluripotensliginin
saglanmasindan sorumlu Nanog, Mycn gibi baska
transkripsiyon faktorlerinin ekspresyonlarini dizen-
lerler. KIf gen ailesi tek baslarina EKH'lerin kendiler-
ini yenileme kapasitelerinde etkin rol oynamamak-
tadir(27).

Myc Ailesi:
Myc ailesi kanserle olan iliskisi acisindan proto-on-
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kogen fonksiyon yirGtmektedir.Yamanaka ve ark.nin
yaptigi calismada; c-Myctrans geninin reaktivasyon
kazanmasi sonucu uyarilmis pluripotent kok hiicre-
lerinin yaklasik %20’si 6lumcul teratomlara neden
olmustur (28). Bunun sonucunda bu faktérin kul-
lanilmasi, ciddi endiselere neden olmustur. c-Myc,
genomda yaklasik 4.000 bolgeye baglanip genomun
gevsemesini saglayarak diger transkripsiyon faktorl-
erinin genoma baglanmasini kolaylastirir.

Lin28:

mRNA baglayan bir proteindir. EKH'ler ve embri-
yonik karsinoma hicrelerinde ¢ogalma ve farklilas-
ma dongusunde roli bulunmaktadir. Yu ve ark.'nin
yaptigi calismada (insan hucrelerinin programlan-
masi) Lin28‘in kullanilabilecegini goéstermislerdir;
fakat daha sonra bu faktérin mutlak gerekli ol-
madigi gosterilmistir(29).

Transkripsiyon Faktérlerinin Birbirleriyle iliskisi:
Oct4, Nanog ve Sox2 genleri insan ve fare embriyon-
ik kék hucrelerinde hiicrelerin farklilasmasinda veya
farklilasmayip pluripotentliginin korunmasinda rol
oynayan Onemli transkripsiyon faktorleridir. Ayrica
bu genlerin ekspresyonu hicrelere kendini yenileme
Ozelligi saglamaktadir. EKH’lerin pluripotentliginin
olusmasini saglayan Fgf4, Utf1, Nanog ve Sox2 gibi
pek cok transkripsiyon faktorinun fonksiyonunu,
Oct-Soxaktivatori gergeklestirmektedir (30). Sox2
ve diger Sox faktorleri (Sox4, Sox11, Sox15) Oct-Sox-
aktivatorine bagh genlerin ekspresyonunu énemli
derecede etkilemektedir. Oct4 ekspresyonunu pozitif
veya negatif yonden etkileyen coklu genleri ise sa-
dece Sox2 diuzenlemektedir (23) Sox2,EKH’lerin ken-
di kendini yenileme fonksiyonlarinda mutlak olarak
gereklidir. Oct4 trankripsiyonel aktivasyonuyla old-
ukca iliskili olan Sox2; EKH'lerin pluripotentliginin
saglanmasinda essiz bir role sahiptir. Masui ve
ark.’larinin yaptigi calismalarda Sox2 seviyelerindeki
azalma sonucu gPCR analiziyle 623 genin aktivasyo-
na, 648 genin inaktivasyona ugradigi gosterilmistir.
Bu gen degisiklikleri; Oct4 ve Nanog ekspresyonunda
artis, Sox ailesinden Sox4, Sox11, Sox15’ in ekspr-
esyonundaysa azalisa sebep olmustur (23). Nanog,
Oct4 ve Stat3'Un pluripotentligin saglanmasinda
ve kendi kendini yenilemede rolleri kanitlanmistir.
Preimplantasyon doéneminde hdcrelerin trofekto-
derme farklilasacagina veya pluripotent bir sekilde
kalacagina ilk olarak morula safhasinda karar verilir.
Bu asamada Nanog ekspresyonu dusuik oldugu icin
anahtar yapi Oct4'tar. Ikinci olarak hicrelerin primi-
tif endoderme farklilasacagina veya IHK hucrelerinin
epiblast gibi pluripotent bir sekilde kalacagina blas-
tosist asamasinda karar verilir. Nanog bu asamada
eksprese edilmeye baslanir ve fonksiyonu hiicrelerin
geleceginin belirlenmesinde ¢ok kritiktir. Sonug olar-
ak EKH’lerin trofektoderme veya primitif endoderme
farkhlasmasinin 6nlenmesinde sirasiyla Oct4 ve Na-
nog temel yapi taslaridir. Ancak htcrelerin kendi
kendini yenilemesinde bu faktorler yeterli degildir.
Stat3 tarafindan aktive edilmis LIF (I6semi inhibi-
tor faktor)’e ihtiya¢c duyulmaktadir. Nanog‘un etkisi
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iliskilidir (17). Sonuc olarak preimplantasyon morula
doéneminde Oct4 ve Sox2'nin, blastosist donemind-
eyse Oct4 ve Sox2'ye ilaveten Nanog'un da EKH’lerin
farkhlasmasinda 6nemli roli oldugu gosterilmistir.
EKH’lerde Sox2 gen ekspresyonu kendisi ve Oct-4
geni tarafindan, Oct-4 gen ekspresyonu ise kendisi
ve Sox2 geni tarafindan dizenlenmektedir (31).

Tablo1

insan

Antijenler | 2-8
Huicre

SSEA1 -
SSEA3 -
SSEA4 -

TRA-1- -
60

TRA-1- - - ++ -
81
Fare
SSEA1
SSEA3
SSEA4
TRA-1-
60

TRA-1- - - - -
81

ablo: 1. Insan ve fare embriyolarinda preimplanta-
syon safhalarindaki hticre yiizey antijen ekspresyon-
lar(12).

SONUC

Bir embriyonun normal gelisim slrecini tamamlay-
abilmesi icin kok hticre belirteclerinin embriyo ge-
lisim zamanina uygun sekilde dagilimini ve degisi-
mini tamamlamasi gerekir. Cok farkh fonksiyonlara
sahip bu kok hicre belirteclerinin artmasi ya da
azalmasi; embriyonik koék htcrelerde morfolojik ve
fonksiyonel degisikliklere, dolayisiyla da embriyo
anomalilerine sebep olabilir. EKH'lerin farkh hicre
tiplerine donusebilmelerinin  temel mekanizma-
larinin incelenmesi, farklilasma ve yénlenmede rol
alan genlerin arastiriimasi, turler arasi EKH’lerin ay-
riminin yapilmasi bu ytizey belirtecleri ve transkripsi-
yon faktorleri mekanizmalarinin ve fonksiyonlarinin
cok iyi bilinmesine baghdir. Embriyolarda kék hicre
potansiyelindeki hucrelerin varhginin ve farkli kok
hicre belirteclerinin ifade dlzeylerinin arastirilmasi;
gerek embriyolar gerekse embriyonik kok hucreler
ile ilgili arastirmalarda ve tedavilerde yol gosterici
sonuclar ortaya ¢ikaracaktir.

Morula |iHK |Trofoblast

+ |+ |+ |+

++ -

+ | ++ +

+ |+ |+ |+
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