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Abstract: Preimplantation development in mouse initiates with
fertilization and results in the formation of blastocysts, a fluid
filled cavity that is released from zona pellucida and implanted
into the mother’s uterine wall. The early blastocysts consists of
two distinct cell lineages, called trophectoderm (TE) and inner cell
mass (ICM). The pluripotent ICM is an undifferentiated mass of
cells that will give rise to the embryo proper. TE is the progenitor
of trophoblasts, which surrounds the ICM and blastocyst cavity,
mediates blastocyst implantation to the uterine wall, and
contributes to placentation. In this review, molecular and cellular
events that occur during preimplantation development are
described. Additionally, some information was given about
formation of TE, ICM, blastocyst cavity and cell polarity and
transcription factors playing a key role in this process that are
essential for implantation and maintaining the pregnancy.
Understanding of such mechanisms is important for mammalian
evolution and clinical aspects, particularly for developing the
human artificial reproductive technology.

Oz: Farede fertilizasyon ile baglayan preimplantasyon
donemi sivi  dolu kaviteye sahip Dblastosistin zona
pellusida’dan kurtularak annenin uterus dokusuna implante
olmasi ile son bulur. Erken blastosist, i¢ hiicre kiitlesi (ICM)
ve trofoektoderm (TE) olarak adlandirilan iki farkli hiicre
kokeninden meydana gelir. Pluripotent 6zellik gosteren ICM,
farklilasmamis hiicrelerden olusarak embriyoyu meydana
getirir. Trofoblastin progenitdrii olan trofoektoderm hiicreleri
ise ICM’i ve blastosist kavitesini sararak, uterus duvarina
implantasyona aracilik eder ve plasentasyona katkida
bulunur. Bu derlemede preimplantasyon déneminde meydana
gelen molekiiler ve hiicresel olaylar agiklanmus,
implantasyonun gerceklesmesi ve gebeligin siirdiiriilebilmesi
icin esansiyel olan, TE, ICM, blastosist kavitesinin olusumu,
bu siirecte anahtar rol oynayan transkripsiyon faktorleri ve
hiicre polaritesi hakkinda bilgi verilmistir. Bu dénemde yer
alan mekanizmalarin anlagilmast hem memeli gelisimi hem
de klinik agidan ozellikle yapay iireme yontemlerinin
gelistirilmesi bakimindan 6nem tagimaktadir.
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Giris
Preimplantasyon donemi, farelerde trofoektoderm (TE) ve i¢ hiicre kitlesinin (ICM)
olustugu embriyo gelisiminin ilk ii¢ giinlinde meydana gelen temel morfolojik olaylar1 kapsar.
Preimplantasyon donemi, normalde annenin oviduktunda gergeklesir, ancak kiiltiir
ortamlarinda in vitro olarak embriyolarin gelisim potansiyeline olumsuz bir etki yapmadan da

gerceklestirilebilir (Marikawa ve Alarcon, 2009; Summers ve Biggers, 2003).

Memelilerde gelisim yumurta ile spermin fertilizasyonu ile baslar, blastomerleri
olusturmak i¢in meydana gelen mitotik hiicre boliinmeleri ya da yariklanmalarla devam eder
(Marikawa ve Alarcon, 2012). Mayoz bdliinmenin metafaz 11 evresinde bekleyen
dollenmemis oosit, fertilizasyonun gerceklesmesi ile mayoz boliinmeye devam eder ve ikinci
kutup cisimciginin salinimiyla mayoz béliinmeyi tamamlar. Ilk yariklanma fertilizasyondan
16-20 saat sonra, bundan sonraki yariklanmalar ise ortalama 12 saatlik araliklarla gergeklesir.
fIk yariklanma sonucu iki blastomerli, ikinci yariklanma sonucunda da dort blastomerli
embriyo meydana gelir (Marikawa ve Alarcon, 2009). Ik {i¢ yariklanma sonucu morfolojik
olarak birbirine benzer toplam sekiz blastomer meydana gelir. Dordiincii yariklanma 6ncesi,
sekiz hiicreli embriyo, simirlart belirli blastomer yapisindan, smirlari tam olarak ayirt
edilemeyen top benzeri paketlenmis hiicrelerin meydana geldigi kompaksiyon olarak
adlandirilan bir hiicre kiiresi olusturur (Sekil 1). Kompaksiyonla birlikte tiim sekiz
blastomerde apikal-bazal kutuplasma meydana gelir ve bu blastomerlerin ¢esitli membran ve
sitoplazmik elemanlari embriyonun apikal-yiizey ekseninden merkezi-bazal ekseni boyunca
kutuplagma gosterirler (Johnson ve McConnell, 2004; Fleming ve Pickering, 1985;
Handyside, 1980).

Dordiincii yariklanmayla birlikte toplam 16 blastomerden olusan morula ad1 verilen bir
yap1 meydana gelir. Morulayr olusturan blastomerlerin bir kismi embriyonun yiizeyine
yerlesik sekilde bulunurken diger kismi etrafindaki komsu blastomerlerle ¢evrilmis sekilde
yerlesim gosterir. (Sekil 1). On alt1 hiicreli evrede, eksternal ve internal blastosist sayisi
embriyolar arasinda farklilik gosterir. Yapilan c¢aligmalarda ortalama 6-7 internal, 9-10
eksternal blastomer oldugu goriilmiistiir. Eksternal blastomerler apikal-bazal polariteyi
siirdiiriirken, internal blastomerler polariteden yoksundur (Suwinska ve ark., 2008; Marikawa

ve Alarcon, 2009; Johnson ve Ziomek 1981; Fleming, 1987).
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Besinci yariklanma ile daha fazla sayida internal ve eksternal blastomer meydana gelir
ve 32 hiicreli evrede halen morula olarak isimlendirilen embriyo ortalama 12-13 internal ve

19-20 eksternal blastomer igerir (Marikawa ve Alarcon, 2009).

Besinci yariklanma sonrasi, blastomerler arasinda bir ya da birden c¢ok kavite
olugsmaya baglar. Bu baslangictaki hiicreler arasi1 kaviteler, eksternal blastomerlerden
ekzositoz yoluyla salinan, hiicre i¢i vezikiillerden ya da vakuollerden meydana gelir Kaviteler,
tek ve bliyiik bir kavite olusturmak {iizere siirekli olarak genisler ve birbiri ile birlesir. Bu
noktada embriyo 6zel bir isim alir ve blastosist olarak adlandirilir. Blastosistte eksternal
hiicreler (trofoektoderm-TE) tiim embriyoyu sararak epidermal morfoloji gdsterirken, internal
hiicreler (i¢ hiicre kitlesi-ICM) tek bir hiicre kiitlesi seklinde bir araya gelerek TE hiicrelerinin
bazal yiizeyine tutunurlar (Sekil 1). TE hiicreleri, fiziksel olarak annenin uterusunun
endometrium dokusu ile etkileserek implantasyonu baslatir ve ekstraembryonik dokulara
farklilasarak plasentayr meydana getirir (Marikawa ve Alarcon, 2012). ICM’in ekzantrik
lokalizasyonu nedeniyle blastosist farkli morfolojik eksen gosterir; ICM’in konumlandig: yer
embriyonik kutup (Em), kavitenin bulundugu onun karsisindaki yer ise abembriyonik (Ab)
kutup olarak adlandirilir (Sekil 2.2). Bu kutuplasma TE ve ICM hiicrelerinin ileri gelisim
donemlerinde farklilasmalari agisindan énemlidir. Ornegin TE hiicrelerinin ICM hiicreleri ile
temasta oldugu kisimdaki hiicreler parakrin sinyallere (ICM tarafindan olusturulan Fgf4)

cevaben ekstraembriyonik ektodermi olustururlar (Gardner, 1983; Nichols ve ark., 1998;

Marikawa ve Alarcon, 2009).
Trofoektoderm Olusumu ve Epitelizasyon

Blastosistin dig epitel katmanini olusturan TE, embriyo gelisiminde farklilasan ve
epitel 6zelligine sahip olan ilk hiicre tipidir. TE hiicreleri, embriyonun merkezinde biiyiik bir
kavitenin olusumuna eslik eder ve erken blastosist doneminde morfolojik olarak pluripotent i¢
hiicre kitlesinden ayrilir. Trofoblastlarin progenitdrii olan TE hiicreleri, blastosistin uterus
duvarina implante olmasina eslik ederken ayn1 zamanda plasenta olusumuna katkida bulunur,

bu sirada ICM hiicreleri de fetiis’u meydana getirir (Laeno ve ark., 2013).

Fare embriyolarinda epitel olusumu, “ge¢ 8 hiicreli evrede” ve sonraki 24 saat igerisinde,
ortalama 32 hiicreli evrede tamamlanir. Kompaksiyon sirasinda oncelikli olarak Ca+2
baglantili adezyon molekiilii E-kaderin molekiilii ile hiicrelerarasi adezyon belirgin bigimde
artar (Shirayoshi ve ark., 1983; De Vries ve ark., 2004; Johnson MH ve ark., 1986). Adezyon
baglanti kompleksleri (AJ) icerisinde esas molekiil olan E-kaderin, bir¢ok epitel dokuda
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hiicre-hiicre baglantilarinda bulunan protein komplekslerinden biridir (Niessen ve Gottardi,
2008). Fare embriyolarinda E-kaderin ekspresyonunun eksikligi AJ’de, sonra da diger bir
epitel baglant1 kompleksi olan siki baglantilarda bozulmaya neden olur (Ohsugi ve ark., 1997,
Larue L ve ark., 1994).

2-hiicreli

4

8-hiicreli . 8-hiicreli (kompaksiyon)

Erken blastosist Orta blastosist I;Iastosist

Sekil 1. Preimplantasyon donemi boyunca fare embriyosunda meydana gelen morfolojik
degisim gosterilmistir. 2KC, ikinci kutup cisimcigi; ZP, zona pellusida; TE, trofoektoderm,;
ICM, i¢ hiicre kiitlesi; (*),blastosist kavitesi. Ol¢iim bar1, 50um.

ISSN: 2148-2837 4 MAKU Sag. Bil. Enst. Derg. 2015, 3(1): 1-9



Farelerde Preimplantasyon Déneminde Trofoektoderm ve i¢ Hiicre Kiitlesinin Olusumu
Formation of Trophectoderm and Inner Cell Mass In Mouse Preimplantation Development

Tipik epitel hiicrelerinde, hiicre membranlari yanindaki hiicrelere klaudin, okludin ve
zonula okludens (ZO) proteinleri gibi ¢esitli proteinlerin bir araya gelmesiyle olusan ve sivi
gecirgenligini engelleyen bir bariyer olusturan ZO araciligr ile baglanirlar (Marikawa ve
Alarcon, 2009; Tsukita S ve ark., 2008). Fare embriyolarinda, kompaksiyon sirasinda baz1 ZO
komponentleri hiicre-hiicre siirlarinin apikal kisimlarimin yaninda lokalize olmaya baglarlar.
Ayrica blastosist kavitesini kapatma yeteneginde olan olgun ZO yapilari, 32 hiicreli evrede
tamamlanir (Eckert ve Fleming, 2008; Johnson ve McConnell, 2004). Cesitli deneysel
calismalarda ZO bilesenlerinin blastosist kavitesinin olusumu ve siirdiirilmesi i¢in kritik
roller oynadigi gosterilmistir. ZO bilesenleri, ZO-1, ZO-2 ve klaudin’i 4/6 igerir ve bunlarin
bulunmamast ya da inhibisyonlar1 sonucunda bozulmus ya da gecikmis kavite olusumu
meydana gelir (Marikawa ve Alarcon, 2009; Moriwaki ve ark., 2007; Sheth ve ark., 2008;
Wang ve ark., 2008).

Olgun TE hiicreleri apikal mikrovilluslu, polarize olmus bir epitelin ayirict
ozelliklerini ve polarize olmus bir dagilim gosteren siki ve aderens baglantilar gibi 6zel

protein komplekslerinin isaretlerini tasir (Yamanaka ve ark., 2006).

Bakilan zamana gore 8 hiicreli evrede kompaksiyon sirasinda apikal alanin kurulmasi
ile aderens baglantilarin bulunmasi birbirleri ile uyumlu olarak goriiliir. Bu sirada hiicre
adezyon molekiilii olan E-kaderin ve aderens baglantilarin esas komponentleri hiicre-hiicre
baglant1 alanlarinda 6nemli 6l¢lide bulunmaya baslar (Verlhac ve ark., 2000). Bunlara ek
olarak serine/threonine kinase EMK1 (Parl) bazo-lateral olarak lokalize olur (Vinot ve ark.,
2005). Ayrica bu donemde bazi proteinler apikal hiicre korteksinde kii¢iik bir alanda lokalize
olurlar. Bu proteinler, Par3, Par6 ve atipik PKCs (aPKCs)’dir (Pauken ve Capco, 2000; Plusa
B ve ark., 2005; Thomas ve ark., 2004; Vinot ve ark., 2005). Ge¢ morula doneminde tight
junction’lar, adherens junction’lara apikal olacak sekilde toplanmaya baslarlar (Sheth ve ark.,
1997). Bu sirada bir¢ok apikal protein tight junctionlar etrafinda lokalize olur (Eckert ve ark.,
2005; Vinot ve ark., 2005). Par3, Par6 ve aPKC apikal protein komplekslerini olustururlar
(Etienne-Manneville ve Hall, 2003). Bu kompleksin olusumu mikrotubul organizasyonunu
kontrol eder ve Lethal giant larvae (Lgl) gibi bazo-lateral proteinleri apikal membranin
disinda tutarlar (Plant PJ ve ark., 2003, Yamanaka T ve ark., 2003).

Kompaksiyon sirasinda 8 hiicreli embriyoda apikal alanlarda, apikal protein

toplanmasi, bazo-lateral proteinlerin apikal membrandan dislanmasina sebep olur. Yapilan
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calismalar, fonksiyonel apikal alanin; polarite, dis hiicrelerin olusumu ve muhtemelen TE

kaderi i¢in esas oldugu fikrini desteklemektedir (Yamanaka ve ark., 2006).

Kompaksiyon dncesinde hiicreler polarize olmamistir ve mikrovilluslar hiicrenin tim
yiizeyine dagilmis durumdadir. Kompaksiyon sirasinda, blastomerler E-kaderin aracili hiicre
baglantilarinin  kurulmasi yoluyla birbiri iizerine dogru diizlesirler ve polarize olurlar.
Mikrovilluslar ise hiicre baglant1 alanlarindan kaybolur ve apikal kutbun yiizeyinde kalic1 hale
gelir. Bu durum ezrin’in dagilimi ve sitoplazmik komponentlerin (6rnegin, klatrin vezikiilleri,
endozomlar ve mikrofilamentler) asimetrik olarak dagilmasi ile gosterilmistir (Louvet ve ark.,
1996; Louvet-Vallee ve ark., 2001; Vinot ve ark., 2005). Asetillenmis mikrotubuller bazal
kutupta yer alirken daha dinamik mikrotubuller daha c¢ok miktarda apikalde bulunurlar
(Houliston ve Maro, 1989; Vinot ve ark., 2005). Kompaksiyon, embriyoda aktif olarak
gozlenen en az iki yolak araciligi ile yonetilir; biri diizlesme gerektirir ve mikrotubuller
olmadan da sekillenebilir, digeri diizlesmeden bagimsizdir fakat ¢ekirdekler ve hiicre yiizeyi
arasinda mikrotubul aracili etkilesim igerir (Houliston ve ark., 1989; Vinot ve ark., 2005).
Dordiinciti yariklanma sirasinda mitotik ipliklerin oryantasyonu rast geledir. Ancak ipligin
oryantasyonuna gore apikal-bazal eksene de bakilarak asimetrik bdliinmeler olusabilir
(Johnson ve McConnell, 2004). Mikrovilluslarin ucunun biiyiik bir kisminin kalitimim
saglayan non-adeziv alana sahip olan kardes hiicreler, dis blastomerleri meydana getirirlerken,
mikrovilluslardan yoksun olan tiim yiizeyleri boyunca adeziv olan hiicreler de i¢ hiicreleri
olustururlar. Boylece kaderleri farkli olan iki farkli hiicre tipi meydana gelmis olur.
Blastosistlerde ig¢ hiicre kitlesini meydana getirecek olan internal polarize olmamais hiicreler ve
TE hiicrelerini meydana getirecek olan eksternal polarize olmus hiicreler bulunmaktadir
(Fleming, 1987). Bu iki farkli hiicre tipinin olusum siireci embriyonun gelisimi i¢in ¢ok
onemlidir. ICM, embriyonun ve baz1 ekstra-embriyonik yapilarin olugumuna katkida

bulunurken, TE ekstra-embriyonik yapilara katilir (Gardner, 1983; Vinot ve ark., 2005).

Implantasyon sirasinda ge¢ blastosist doneminde bulunan fare blastosisti ise ii¢ hiicre
tipi igerir: epiblast (EPI), trofoektoderm ve primitive endoderm (PE). EPI ve PE hiicreleri,
blastosistin kaviteye bakan yiiziinde bulunan ICM hiicrelerini meydana getirir. Yapilan
caligmalar, bu ti¢ doku tipinin gelisimin ileri donemlerinde farkli dokular1 meydana getirdigini
gostermistir. Esas olarak plasentanin fetal kismini olusturan TE, trophoblast kdokenli tiim

yapilart meydana getirir. PE visseral ve pariyetal endodermi meydana getirirken EPI tiim
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fetus ayn1 zamanda amnion, allantois ve ekstraembriyonik mezoderm hiicrelerini meydana

getirir (Rossant, 2004).
TE ve ICM Olusumunda Rol Alan Transkripsiyon Faktorleri

Transkripsiyon faktorleri, hayvanlarin embriyonik gelisimi sirasinda hiicrenin
akibetinin belirlenmesini saglayan kritik diizenleyicilerdir. Fare blastosistinde, TE ve ICM
hiicrelerinin olusumunda esansiyel olarak tanimlanmis birkac transkripsiyon faktorii vardir.
Molekiiler olarak TE ve ICM’nin kokeni bu soy-spesifik transkripsiyon faktorleri ile ayirt
edilebilir (Okamoto K ve ark., 1990; Rosner ve ark., 1990; Scholer ve ark., 1990). Bunlar,
blastosistin TE hiicreleri tarafindan eksprese edilen Drosophila caudal ile iligkili olan Cdx-2
(Strumpf ve ark., 2005) ve iki ICM spesifik transkripsiyon proteinleri olan, POU domain
protein Oct-4 (Pou5fl) ve homeodomain protein olan Nanog’dur (Chambers ve ark., 2003;
Palmieri ve ark., 1994). Blastosist olusumu sirasinda bu faktorler arasindaki iliskilerin TE ve
ICM’in akibetini gii¢lendirdigi distiniilmektedir. Cdx2, pluripotent O6zelligin anahtar
diizenleyicisi olan Oct4’un ekspresyonunu baskilar boylece ileride meydana gelecek olan TE
soyunun ICM’den ayrilmasmi saglar (Laeno ve ark., 2013). Cdx2, TE’nin varligin
stirdiirebilmesi agisindan esansiyel iken, ICM’nin olusumu ve varligim siirdiirebilmesi igin
gerekli degildir. Blastosist doneminde, Cdx2 yanlizca TE hiicrelerinden eksprese edilirken,
Oct4 (Pou5fl) transkripsiyon faktorii giigli sekilde ICM hiicrelerinde eksprese edilir.
(Okamoto K ve ark., 1990; Rosner ve ark., 1990; Scholer ve ark., 1990). Homeodomain
transkripsiyon faktoriinii kodlayan Nanog ise, ICM ve embriyonik kok hiicrelerinde (ES)
pluripotent durumun siirdiiriilmesi i¢in gereklidir ve Oct4’un aksine ES hiicrelerinden primitif
endoderm soyunun meydana gelmesini de engeller (Chambers ve ark., 2003; Kuroda ve ark.,
2005; Mitsui ve ark., 2003).

Sonuc¢

Gelisimsel biyolojideki temel soru dollenmis yumurta olarak isimlendirilen tek
hiicreden erigkin viicudun kusursuzca nasil meydana geldigidir. Plasentali memelilerde,
embriyogenezis, blastosistin meydana geldigi preimplantasyon gelisimi ile baslar. Blastosist
olusumu implantasyonun meydana gelmesi ve gebeligin siirdiiriilebilmesi i¢in esansiyeldir.
Bu donemde yer alan mekanizmalarin anlasilmasi ve bilinmesi hem memeli gelisimi hem de
yapay lreme yontemlerine bagvuran ebeveyinlerin ¢ocuk sahibi olabilmeleri agisindan 6nem

tagimaktadir. Son yillarda bu alanda yapilan ¢alismalarin ¢oklugu ile in vitro fertilizasyon gibi

ISSN: 2148-2837 7 MAKU Sag. Bil. Enst. Derg. 2015, 3(1): 1-9



Farelerde Preimplantasyon Déneminde Trofoektoderm ve i¢ Hiicre Kiitlesinin Olusumu
Formation of Trophectoderm and Inner Cell Mass In Mouse Preimplantation Development

yontemlerde kullanilacak embriyolarin yiiksek kalitede olmasinin basarili implantasyon ve

fotal gelisimi beraberinde getirdigi goriilmiistiir.
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