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OZET

Amag¢: Implantasyon zamaninda embriyo, morfogenezin temelini olusturan ve doku
modellenmesini belirleyen kritik bir degisime ugrar. Calismanin amaci, embriyonun pre-
postimplantasyon gec¢is doneminde in vivo’da maternal doku igerisinde izlenemeyen
morfogenetik yapilanmanin nasil diizenlendigi sorusuna in vitro’da maternal dokular

olmaksizin yanit aramaktir.

Yontem: Bu tez calismasinda implantasyonu destekleyici in vitro kiiltiir sistemi
kullanilmis ve literatiirde ilk kez implantasyon anindaki BMP/Smad-p38MAPK sinyal
aracilt hiicresel yapilanma arastirilmistir. Ayrica, embriyonik ve trofoblast kok hiicreleri
ile, embriyonik ve ekstraembriyonik doku gelisimleri in vitro ‘da taklit edilmis, kok-hiicre
kaynakli doku ve embriyo-benzeri modeller iizerinde pre-post implantasyon gecis
doneminde gerceklesen morfogenez arastirilmistir. RNAi teknolojisi ve molekiiler
inhibitér uygulamalar1 kullanilarak canli mikroskobik goriintiillemeler yapilmis, doku
spesifik molekiiler belirtegler, kantitatif gercek zamanli PCR ve konfokal mikroskobi

analizleri ile kapsamli olarak arastirilmstir.

Bulgular: Smadl/5/8 sinyal inhibisyonunun Eomes ve EIf5 gibi kilit molekiiler
elemanlarin ekspresyonunu diisiirip proliferasyonu azaltarak EXE doku devamliliginmi
etkiledigi tespit edilmistir. Smad-bagimli BMP sinyal inhibisyonu ayrica, Epi dokusunda
ve embriyonik kok hiicrelerde Acsi4, DII3, Fgf5 ve Otx2 ekspresyonlarini arttirarak
prematiire pluripotensi faz degisimine neden oldugu ve epiblast dokusunda hiicre

Oliimiinii indiikledigi bulunmustur.

Sonug¢: Calismamizin sonuglarinda, pre-post implantasyon dénem embriyonik gelisimde
ekstraembriyonik doku ve kok hiicre siirdiiriilebilirligi i¢in Smad-bagimli BMP sinyal
mekanizmasinin direkt rol oynadigi gézlenmistir. BMP/Smad inhibisyonu sonucunda
meydana gelen molekiiler defektler sonucunda yumurta silindiri olusumunun basarisizlik

ile sonug¢landigi belirlenmistir.

Anahtar Kelimeler: bmp, smad, ekstraembriyonik ektoderm, embriyonik kok hiicre,

trofoblast kok hiicre



ABSTRACT

Objective: At implantation, the embryo undergoes a critical transformation process which
requires precise spatiotemporal control of key signalling pathways, important for
morphogenesis and cell fate specification. The aim of this study is to use an in vitro
approach permitting to investigate how the morphogenetic organization of the embryo
become established during the transition of pre- to post-implantation which cannot be

traced inside of the maternal tissue in vivo.

Method: In this study, by using a protocol permitting the embryo development beyond
implantation stage in vitro, the role of BMP/Smad-p38MAPK signalling events during
this pre-to-postimplantation transition was investigated first time in the literature. In
addition, we investigated the morphogenetic events of tissue remodelling during pre- to
post-implantation transition by recapitulating the tissue formation and generating the
embryo-like structures from the embryonic and trophoblast stem cells. Live imaging after
using RNAI technology and molecular inhibitor applications were used, and, numerous
tissue-specific molecular markers have been extensively explored with qRT-PCR and

confocal microscopy analyses.

Results: It has been determined that the inhibition of Smad1/5/8 decreases expression of
key molecular elements such as Eomes and EIf5, thereby endangering ExXE tissue
continuity and decreasing proliferation. Smad-dependent BMP signaling inhibition has
also been shown to induce premature pluripotency phase change by increasing expression
of Acsl4, DIi3, Fgf5, Otx2 in epiblast and embryonic stem cells, and, therefore, inducing
cell death.

Conclusion: As a result, Smad-dependent BMP signaling mechanisms have been
observed to play a direct role in the maintanence of extraembryonic tissue and stem cells
during pre-to-post implantation transition. Molecular defects which occured as a result of

BMP/Smad inhibition resulted in the failure of the formation of egg cylinder.

Key words: bmp, smad, extraembryonicectoderm, embryonic stem cells, trophoblast stem
cells
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1. GIRIS

Fertilizasyonun dordiincii giiniinden sonra (E4.5), fare blastosistleri uterus igerisine
implantasyona hazir hale gelir ve postimplantasyon yumurta silindiri olarak adlandirilan
karakteristik embriyo mimarisini olusturabilmek i¢in bir seri morfogenetik degisiklikten
gecer. Bu degisiklikler, blastosistte amorf hiicre toplulugu yapisinda olan epiblast (Epi)
tabakasimin pro-amniyotik kaviteyi ¢evreleyen kupa sekilli polarize bir epitele yeniden
organize olmasi ve postimplantasyon yumurta silindirinin proksimal bdlgesinde yer
almasi ile; blastosistin polar trofoektoderm (TE) tabakasinin postimplantasyon yumurta
silindirinin distal bolgesinde yer alan ekstraembriyonik ektoderm (ExE) tabakasini
olusturmasi ile karakterizedir. Her iki doku, blastosistin primitif endoderm (PE)
bolgesinden koken alan viseral endoderm (VE) ile ¢evrelenmistir (Bedzhov, Graham ve
ark. 2014). Embriyonik doku olan Epi, ileride olusacak embriyoya kaynaklik ederken,
diger iki ekstra-embriyonik doku (ExE ve VE) plasenta ve yolk kesesinin yapisina katilir.
Pre-post implantasyon gecis donemi olan ve peri-implantasyon gelisim olarak adlandirilan
donemde ortaya c¢ikan bu yeniden diizenlenme, gelecekteki embriyoyu olusturacak

dokularin modellenmesinin yani morfogenezin temelini olugturmaktadir.

Bu morfogenetik degisimler sirasinda embriyo, gelisimine devam edebilmek igin
embriyonik ve ekstra-embriyonik dokularinda yer alan kok hiicre kaynaklarin1 korumak
zorundadir (Boroviak, Loos ve ark. 2014, Kunath, Strumpf ve ark. 2004). Gelisimin erken
doneminde Epi tabakas1 embriyonik kok hiicrelere (EKH) kaynaklik ederken, polar TE ve
ExE tabakasi trofoblast kok hiicrelere (TKH) kaynaklik eder. Bu kok hiicreler, erken
embriyo icerisinde sadece gecici olarak yer almasina ve gelisim boyunca diger somatik
hiicrelere farklanmasina karsin, erken gelisim asamalarinda devamliliklarini ve kok hiicre
ozelliklerini yitirmeleri durumunda soy/doku farklanmasinda basarisizliklara neden

olarak ilerleyen embriyonik gelisimi tehlikeye atabilirler.

Kemik Morfogenetik Proteinleri (Bone Morphogenetic Proteins; BMPs) sinyal
molekiilleri Transforme Edici Biiyiime Faktorleri-beta (Transforming Growth Factors;
TGF-beta) sinyal ailesinin bir iiyesi olup sinyallerini tip I ve II serin/treonin kinaz

reseptorleri araciligi ile hiicrelere aktarmaktadir. (Heldin, Miyazono ve ark. 1997,



Massague and Wotton 2000). BMP reseptorlerine ligand baglanmasi ile fosforilasyonlari
indiiklenerek, birbirinden bagimsiz iki alt yolagi harekete gecirir: Smad1/5/9 aracili
kanonikal yolak (Smad-bagimli) ve p38 MAPK aracili kanonikal olmayan yolak (Smad-
bagimsiz) (Miyazono, Kamiya ve ark. 2010). Daha 6nceki calismalarda BMP sinyali
bozulmus veya mutant embriyolarin postimplantasyon asamalara gegebildikleri ancak,
gastrulasyona ulasamadiklar1 ve E8.5 asamasinda o6ldiiklerini gdsterilmistir  (Beppu,
Kawabata ve ark. 2000, Chu, Dunn ve ark. 2004, Lawson, Dunn ve ark. 1999, Sirard, de
la Pompa ve ark. 1998). Ancak blastosistin implantasyonu ile birlikte ger¢eklesen hiicresel
yeniden yapilanma ve embriyonik kok hiicrelerin morfogenez i¢in kaderlerini yonlendiren
sinyal aracilarina iligkin bilgiler hala ¢ok yetersizdir. Maternal doku igerisine gomiilmiis
olan embriyodaki doku modellenmesini ve yeniden yapilanmay1 takip etmekteki giicliikler

literatiirdeki bu bilgi eksikliginin temel nedenini olusturmaktadir.



2. GENEL BILGILER

2.1.Preimplantasyon embriyo gelisimi ve hiicresel farklanmanin trankripsiyonel
kontrolii
Embriyonik hayatin fertilizasyon ve implantasyon arasindaki donemi olan
preimplantasyon gelisim memelililere 6zgii ve tiim memelilerde 6zdes olup, basarili bir
implantasyon ve gebeligin devamlilig1 icin hayati nem tasimaktadir. insanda yaklasik bir
hafta, farede ise 4,5 giin siiren preimplantasyon gelisim donemi sirasiyla, yiiksek mitotik
aktiviteye sahip olan embriyonun bir seri yariklanma gecirmesi, embriyonik genom
aktivasyonu (EGA), tikizlasma (kompaksiyon), kavitasyon (blastosdl boslugu olusumu)
ve sonunda zona pellusidadan c¢ikarak (hatching) endometriyuma implantasyonu ile
karakterizedir (Sekil 2.1) (Sozen, Can ve ark. 2014). Sekiz-hiicreli embriyonik asamada
tikizlasmanin tamamlanmasi ile beraber embriyonun sahip oldugu hiicreler birbirinin esi
olmaktan c¢ikar, gelisen embriyoyu olusturmak i¢in farkli kimlikler kazanmaya baslar
(Zernicka-Goetz, Morris ve ark. 2009). Fertilizasyon sonrasi olusan hiicresel taslagin
kirilmasi ve boylece erken embriyonik donemdeki hiicre kimliklerinin olusturulmasindan
sorumlu transkripsiyonel programlar1 diizenleyen faktorler, gelisimsel biyolojinin temel

sorusudur ve son yillarda olduk¢a yogun bir sekilde arastirilmaktadir.

Tikizlagsma sirasinda digariyla temas halinde kalan trofoektoderm (TE) onciilii olan dis
blastomerlerde Cdx2, Tead4 ve Eomes gibi transkripsiyon faktorlerinin epitelyal
ozellesmeyi tetiklemek tlizere ekspresyonu artarken (Nishioka, Yamamoto ve ark. 2008,
Strumpf, Mao ve ark. 2005), i¢ hiicre kitlesi (IHK) 6nciilii olan icerideki blastomerler
Oct4, Sox2 ve Nanog gibi pluripotansi faktorlerini ekspre eder ve farklanmaya karsi adeta

direnirler (Sekil 2.1) (Avilion, Nicolis ve ark. 2003, Mitsui, Tokuzawa ve ark. 2003).

Ikinci soy ayrimi olan pluripotent epiblast (Epi) ve primitif endoderm (PE) farklanmasinin
da bir seri transkripsiyon faktoriiniin kontrolii altinda oldugu tanimlanmistir. Gata4, Gata6
ve Sox17 farklanmay1r PE yoniinde yoOnlendirirken, Nanog, Oct3/4, Sox2 ve Sall4
pluripotansinin devamindan sorumludur ve Epi yoniinde soy ayrimini tetikler (Sekil 2.1)

(Sozen, Can ve ark. 2014).
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Sekil 2.1. Fare (A) ve insanda (B) kargilastirmali preimplantasyon gelisim siireci (Sozen, Can ve ark. 2014).

Cesitli yillarda yapilan invazif olmayan time-lapse soy takibi ¢alismalarinda,
blastomerlerin gecirdigi {li¢ farkli asimetrik boliinme dalgasinin farkli oranlarda
embriyonik soy olusumuna katkida bulundugu agiklanmistir (Bischoff, Parfitt ve ark.
2008, Morris, Teo ve ark. 2010, Zernicka-Goetz, Morris ve ark. 2009). Asimetrik
boliinmelerin gerceklesmesi ile beraber hiicresel farklanmalar da baslar. Birinci major
dalga 8-16 hiicre degisiminin oldugu dordiincii yariklanma boliinmesinde gozlenirken,
ikinci major dalga ise 16-32 hiicre degisiminin oldugu besinci yariklanma boliinmesinde
gozlenmistir (Sekil 2.2). Ugiincii mindr dalga ise 64 hiicreli embriyonik asamadan sonra,
gelisen blastosistin IHK hiicre tabakasinda gozlenir. Asimetrik hiicre boliinmeleri
sonucunda, hiicre icerisindeki transkripsiyonel regiilatorler de, progenitor hiicrelerde
asimetrik olarak dagilmaktadir. Transkripsiyonel regiilatorlerin  dagildigi hiicre
icerisindeki amplifikasyonu ve gen ekspresyon agina katilmasi sonucunda, prekiirsor
hiicreler spesifik hiicre soylarina farklanma siire¢lerini tamamlarlar (commitment). Dogru
soy ayrimi i¢in spesifik transkripsiyonel agin dogru kurulmus olmasi gerekmektedir.

Sonug olarak TE, PE ve Epi progenitorlerinin orjinleri rastgele degildir, onlar1 yaratan
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asimetrik boliinme dalgalaridir (Bedzhov, Graham ve ark. 2014, Morris, Teo ve ark.

2010).

preimplantation [ peri- | postimplantation>
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Sekil 2.2. Preimplantasyon doénemde gerceklesen asimetrik boliinme dalgalari. Embriyonik ve
ekstraembriyonik hiicreler preimplantasyon donemde ortaya ¢ikan iki asimetrik boliinme dalgasi ile
6zellesir. Her ardisik asimetrik boliinme dalgasi sonrast TE ve THK, IHK hiicrelerinden de baskin olarak
ya Epi ya da PE olusur. EXE (ekstraembriyonik ektoderm); PE (primitif endoderm); VE (viseral endoderm)
(Bedzhov, Graham ve ark. 2014).

2.2. Implantasyona giris ve postimplantasyon embriyo gelisimi

Implantasyon aninda (E4.5-E4.75) embriyoda ii¢ hiicre tabakas1 gozlenir: adeta bir
epitelyal ortii gibi embriyoyu distan ¢evreleyen TE, blastosdl kavitesine bakan PE ve
pluripotansi 6zelligini koruyan Epi (Sekil 2.3) (Sozen, Can ve ark. 2014). Disaridaki TE
hiicreleri de iki kompartmandan olusur; Epi ile dogrudan temas halinde olan polar TE ve
blastosdlii ¢evreleyen mural TE (Sekil 2.3). Polar TE tarafindan g¢evrelenen IHK
tabakasinin oldugu bélge embriyonik kutup olarak tanimlanirken, mural TE hiicrelerinin

oldugu kars1 kutup ise abembriyonik kutup olarak isimlendirilir (Sekil 2.3).
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Sekil 2.3. implantasyon anindaki blastosist asamasinda goézlenen embriyonik hiicre soylari.

Preimplantasyon siiresince embriyoyu ¢evreleyerek ektopik implantasyonu engelleyen ve
zona pellusida olarak adlandirilan glikoprotein 6rtli, abembriyonik kutuptaki mural TE
hiicrelerinin proteolitik etkinligi ile yirtilir ve boylece olusan ii¢ farkli hiicre soyu ile
birlikte gelismekte olan blastosist zona icerisinden ¢ikmaya baslar. Sadece, luminal epitele
baglanacak mural TE tabakasi zona pellusidadan kurtulduktan sonra implantasyon baglar
(Bedzhov, Graham ve ark. 2014). Bu olay, implantasyon penceresi olarak adlandirilan
uterin reseptivitenin oldugu kisitli zaman igerisinde gergeklesir. Uterin reseptivite siireci
embriyo gelisimi ile uyumlu bir sekilde devam eder ve iki steroid hormondan etkilenir;
ovaryal Ostrojen ve progesteron. Mural TE invazif o6zellikler kazanir ve baglanma
bolgesindeki luminal epitelde apoptozisi indiikler, bdylece embriyonun stroma igerisine
penetrasonu indiiklenir. Endometriyal stroma igerisindeki hiicreler, embriyoyu ¢evreleyen
ve desiduay1 olusturan destekleyici poliploid hiicreler olarak farklanmaya baslarlar. Mural
TE tabakasi maternal doku ile temas eden ilk embriyonik tabakadir ve temasin
ger¢eklesmesinin hemen sonrasinda trofoblast dev hiicrelerine (TE giant cells; TGCs)
farklanir. TGC’ler uterin stroma (endometriyum) igerisine invaze olarak implantasyonu
baslatir ve desidual hiicre farklanmasini1 desteklemek i¢in progesteron ve tip 1 interferon
gibi faktorler salgilar (Bany and Cross 2006). iImplantasyon anina kadar serbestce yiizen
blastosist, implantasyonun baslamasi ile maternal doku tarafindan adeta yutulur ve

goriintiilenemez hale gelir (Sekil 2.4).
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Sekil 2.4. Implantasyon anindaki blastosist ve postimplantasyon yumurta silindiri. E4.5. giinde zona
pellusida ortiisiinden ¢ikan blastosist endometriyum luminal epiteline invaze olmaya baslar. Devam eden
24-48 saatlik siirecte embriyo yogun proliferasyonlar sonrast dnemli morfogenetik doniisiimler gegirir ve
once yumurta silindirimorfolojisi olusur (E5.5), sonra da embriyonik bilaminar simetri kirilir (E6.5).
Kolayca manipiile edilebilen preimplantasyon donemin aksine, implantasyon zamani maternal doku
icerisine gomiilen embriyonun maniplasyonu ve gozlemlenebilirligi neredeyse imkansiz hale gelir

(Bedzhov, Graham ve ark. 2014).

E4.5 ve ES5.5. giinler arasinda, sadece 24 saatlik bir siirecte, fare blastosistleri cok yogun
proliferasyonlar sonras1 6nemli hiicresel ve genetik degisimler gegirerek yeni bir morfoloji
kazanirlar. Embriyonun kazandigi bu sekil, yumurta silindiri (egg cylinder) olarak
adlandirilir (Bedzhov, Graham ve ark. 2014). Bu donemde, PE hiicre tabakas1 mural TE
tabakasi lizerinden go¢ ederek parietal endodermi (PaE) olusturur. PaE ve mural TE
arasinda Reichert membrani olarak isimlendirilen bir bazal membran sekillenir. Polar TE
tabakasi genisler ve ekstraembriyonik ektoderm (ExE) tabakasina farklanir (Rossant and
Tam 2009). ExXE tabakasi, sonradan plasentanin embriyonik kismini olusturacak
multipotent trofoblast progenitorlerinin kaynagidir. EXE ve EPI tabakasi proliferasyon
yetenegindedir ve PE tabakasindan koken alan bir diger tabaka olan viseral endoderm
(VE) tarafindan ¢evrelenmeye baslarlar. Iste tiim bu siiregler, embriyonik simetrinin
kirilmasi ve mesoderm olusumu ile sonuglanan gastrulasyona hazirlik (pre-gastrulasyon)

stirecleridir (Sekil 2.5) (Bedzhov and Zernicka-Goetz 2014, Skreb, Solter ve ark. 1991).
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Sekil 2.5. Pre-post-implantasyon gecis asamalari ve embriyonik tabakalarin olugsmasi. Embriyo
preimplantasyonun 4.75. giiniinde (E4.75) implantasyon asamasina girer. E5.0 ile E5.5. giinler arasinda
embriyonik disk olusumu gergeklesir (Rossant and Tam 2009).

2.3. Embriyonik pluripotensinin degisimi: naif ve yonlenmis faz
Pluripotensi, gelisen bir embriyonun pre ve erken post-implantasyon sathalarinda var
olan, canliy1 olusturan 6zellesmis tiim hiicre tiplerine doniisebilme yetenegindeki heniiz

farklilasmamuis hiicreler i¢in kullanilan bir tanimlamadir.

Pre-postimplantasyon ge¢is doneminde embriyonun epiblast tabakasinda kurulmus olan
pluripotansi faz degistirir. E4.5. giindeki heniiz implante olmamis, serbest blastosistin
epiblast tabakasindaki pluripotansi naif faz olarak tanimlanirken, E5.5. giline gelindiginde
embriyonik diskteki epiblast tabakasindaki pluripotansi yonlenmis faz olarak tanimlanir
(Sekil 2.6) (Shahbazi, Scialdone ve ark. 2017). Naif pluripotansi, E4.5. giinde embriyonik
kok hiicre kaynagi olan kiiresel sekilli epiblastin yiiksek farklanma kapasitesine sahip
oldugu fazdir. Islenmis pluripotansi ise, E5.5. giinde epiblastin kupa-sekilli bir epitele
dontismesi ve ekstraembriyonik uyaranlara cevap olarak soy ayrimi igin 6zellesmesi ile
karakterizedir. Gelisen embriyonun epiblast tabakasinda gozlenen bu degisimi kontrol

eden sinyal mekanizmalar1 bilinmemektedir.
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Sekil 2.6. Pluripotensinin iki fazi: naif ve yonlenmis. Naif faz olgun bir blastosistin epiblast tabakas1 (E4.5;
beyaz yildiz) igerisinde kurulurken, bu faz ayni zamanda in vitro ortamdaki embriyonik kok hiicreler
(EKH)’de de muhafaza edilir. Implantasyondan hemen sonra epiblast kupa-sekilli bir epitele doniisiir (E5.5;
beyaz yildiz) ve naif pluripotensi ekstra-embriyonik kaynakli uyaranlara cevap olarak soy farklanmasina
yonelmek tizere yonlenmis faza degisir. Epiblast kok hiicreleri (EpiKH) in vitro’da yodnlenmis
pluripotensinin kargiligidir. EKH’ler aktivin ve Fgf gibi uyaranlara maruz birakilirsa EpiKH’lere
farklandirilabilir, ancak ters gecis KIf4 veya diger yeniden programlanma faktorlerini gerektirir (Nichols
and Smith 2009).

2.4. Trofoblast ve Ekstra-Embriyonik Ektoderm (ExE) gelisimi

Blastosist asamadaki bir embriyonun TE tabakasi iki alt hiicre grubuna ayrilir; polar ve
mural TE. Polar TE, Epi tabakasina bitisik olan kisimdir ve implantasyon ami ve
sonrasinda ektoplasental koni ile EXE tabakasini, sonradan ise plasental yapilar1 olusturur.
Mural TE ise baslangicta blastosol boslugunu c¢evreleyen, sonradan ise pariyetal yolk
kesesinin dis yiizlinii olusturan kisimdir (Sekil 2.7) (Rivera-Perez and Hadjantonakis

2014).
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Sekil 2.7. Pre-post implantasyon gegisinde embriyonik dokularin yeniden organizasyonu (Rivera-Perez and
Hadjantonakis 2014).

Yapilan pek ¢ok calismada EXE dokusunun ¢esitli sinyal molekiilleri i¢in kaynak oldugu
ve boylece proksimal Epi hiicrelerini etkiledigi gosterilmistir. EXE dokusu Bmp4 icin
kaynaktir. Bmp4 mutant embriyolar gastrulasyon hatalar1 gosterirler ve primordiyal germ
hiicresi iiretemedigi bilinmektedir (Winnier, Blessing ve ark. 1995). EXE kaynakl1 oldugu
bilinen bir diger 6nemli sinyal yolagi ise Nodal sinyalidir. EXE tabakasi Furin ve Pace4
gibi fonksiyonel Nodal sinyalinde rolii olan molekiilleri ekspre eder. Her iki gen iizerinde
yapilan mutasyon c¢alismalarinda Epi tabakasindaki Nodal sinyalinin kurulamadigi ve
bunun sonucunda embriyonun gastrulasyona giris yapamadig1 gézlenmistir. Bu nedenle
Epi kaynakli Nodal sinyalinin EXE {izerinde etkili olarak Bmp4 ekspresyonunu
indiikledigi, EXE kaynakli Bmp4’iin de Epi iizerine geri donerek Wnt3 gibi primitif ¢izgi
belirteglerini aktive ettigi bir geri bildirim dongiisii olusumu agiklanmistir (Ben-Haim, Lu

ve ark. 2006).

Blastosistin TE tabakasi veya yumurta silindiri embriyosunun EXE tabakas1 ayn1 zamanda

onemli bir ekstra-embriyonik kok hiicre grubu icin de kaynaklik etmektedir. Trofoblast
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kok hiicreleri (TKH), blastosistin polar TE tabakasindan veya postimplantasyon E8.5
giine kadarki ExE tabakasindan izole edilebilirler (Tanaka, Kunath ve ark. 1998).
TKH’lerin in vitro ortamda proliferasyonu ve kendini yenilemeleri Fgf4 ve embriyonik
fibroblast kosullanmis medyumlarin varligina baghdir (Tanaka, Kunath ve ark. 1998).
Kosullanmis medyum yerine, Aktivin veya TGFb kullanilabilir ancak bu faktorler
embriyoda TKH devamlilifinda etkin degildir. /n vivo’da Fgf4 ve Nodal sinyalinin EXE
ve Epi dokularindaki karsilikli iletisimi postimplantasyon dénem yumurta silindiri
embriyonsunun gelisimi i¢in esastir. Epi hiicrelerinden iiretilen Fgf4, TE hiicreleri
iizerindeki Fgf2’ye baglanir; Fgf sinyalindeki anahtar sinyal elemanlariin kaybi sadece
PE farklanmasini1 degil, ayn1 zamanda TE devamliligin1 da olumsuz etkiler (Arman,

Haffner-Krausz ve ark. 1998).

Multipotent TE onciillerinin devamlilig1 igin esas olan genler de Fgf sinyali bagimlidir.
Ornegin; membran-bagimli kenetleme proteini Frs2a, Fgf4 uyarimi bagimli olarak
fosforillenir ve sonrasinda Fgf2’nin Erk yolagini aktive etmesi ile Cdx2 ekspresyonu
baglatilir. Cdx2 sirasiyla yanit verici arttirict element olan Bmp4 promoter bolgesine
baglanir ve Bmp4 ekspresyonu baslar (Murohashi, Nakamura ve ark. 2010). ExE
dokusundan iiretilen Bmp4’iin dogru postimplantasyon Epi gelisimi i¢in esas oldugu
bilinmektedir (Winnier, Blessing ve ark. 1995). Bu nedenle, postimplantasyon yumurta
silindiri embriyosunda proksimal ve distal bolgeler arasinda gerceklesen Fgf4 sinyali
direkt ve indrekt olarak embriyonik (Epi dokusu) ve ekstra-embriyonik (EXE dokusu)

hiicre soylarinin devamliligi ve farklanmasi i¢in diizenleyici gorev gérmektedir.

2.5. Epiblast morfogenezi ve proamniyotik kavite olusumu

Epi dokusunun peri-implantasyon asamasindaki tiim embriyonik yapilar etkikeyen
yeniden organizasyonu, polarize olmamis siki hiicreler kiimesi morfolojisinden, kupa-
sekilli ve pro-amniyotik kavite ile ¢evrelenmis polarize epitele yeniden sekillenmesini
gerektirir. Bu yeni organizasyonun ortaya ¢ikisi ile pluripotent fazin1 degistiren Epi doku
0zellesmesi ve ileride embriyonun tiimiinli olusturacak olan germ yapraklarinin ortaya

c¢ikisi i¢in essiz bir kaynak olusturur.

Proamniyonik kavite olusumu i¢in iki temel yaklagim gelismistir: bosluk acilimi ve

kavitasyon. Kavitasyon anlayisina gore, programli hiicre liimii yani apoptoz IHK
11



icerisindeki solid hiicre kordonunu yok eder ve ortada bos bir alan olusturur. Bosluk
acilimi anlayisi ise, kavitasyonun aksine, apoptozu gerektirmez. Bunun yerine hiicrelerin
1s1nsal polarizasyonu ve apikal membranlarin ayrilmasi ile merkezi bir liimen olusumunu
icerir (Bedzhov, Graham ve ark. 2014). EKH’lerin kiiltiirii ile olusturulan Embriyonik
Cisimcikler (EC) son yillarda in vitro ortamda embriyonik gelisimin pek ¢cok asamasini
taklit edebilmek i¢in yaygin bir sekilde kullanilmaktadir. Bu sistemler kavite olusumu i¢in
apoptozun gerekli oldugunu diisiindiirmektedir (Coucouvanis and Martin 1995). Bu
modeller olduk¢a yararli olmasina karsin, dogru bir embriyonik organizasyondan
yoksundurlar ve bu nedenle in vivo ‘da gerceklesen fizyolojik siirecleri dogru olarak taklit
edemeyebilirler. Bu farkliliklardan ilki hiicre sayisidir. EC’ler in vitro kiiltiiriin ilk
giinlinden itibaren bir ka¢ yiiz hiicreden olusmalarima karsin, implantasyon dénem
embriyosunun Epi tabakasi sadece 8-10 hiicreden olugsmaktadir (Bedzhov, Graham ve ark.
2014). Ikinci farklilik ise zamanlamadir. Kavitasyon ve polarize epitelin olusumu
EC’lerde bir kac giinii iceren yavas bir siire¢ iken, in vivo’da bu siire¢ E4.5-E5.5

arasindaki 24 saatlik bir donemi kapsar (Li, Edgar ve ark. 2003).

Pluripotent Epi hiicrelerinin kendiliginden organize olma 6zelliklerinin kesfedilmesi ile
birlikte blastosistin yumurta silindirine doniisiimiinii agiklayan yeni bir model ortaya
cikmistir (Bedzhov and Zernicka-Goetz 2014). Literatiirde ilk kez Epi hiicre tabakasinin
peri-implantasyon zamaninda nasil yeniden organize oldugunu anlamak amaci ile
Zernicka-Goetz M. laboratuvarinda implantasyonu destekleyici in vitro kiiltiir ortami
tasarlanmistir (Bedzhov, Leung ve ark. 2014). Tasarlanan sistemin en 6nemli 6zelligi
optik 151k gegirgen olmasi ve time-lapse ile goriintiilenebilir 6zellik tasimasidir (Bedzhov,
Leung ve ark. 2014). Pre ve postimplantasyon gecis donemindeki morfogenetik
basamaklar1 adim adim ortaya ¢ikaran bu c¢alismalarda, kullanilan ¢esitli genetik
belirtegler ile Epi tabakasinin nasil yeniden organize oldugu belirlenmistir. Buna gore,
preimplantasyondaki soy ayriminmi takiben (E3.5-E4.5), ekstraembriyonik hiicre soyu
ekstraseliiler matriks (ESM) proteinleri salgilayarak Epi tabakasini ¢evreleyecek bir bazal
membran olusturur. Bu bazal membran, ESM bilesenlerinin Epi ylizeyindeki integrin
reseptorleri tarafindan algilanan bir mikrogevre yaratir (Sekil 2.8). Bu mikrogevre, peri-
implantasyon donemi boyunca (ge¢ E4.5-E5.0), Epi hiicrelerinin apikal-bazal

oryantasyonunu ve polarizasyonunu saglar (Sekil 2.8). Polarizasyondan sorumlu Par
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protein komplekslerinin hiicre apikal yilizeyinde toplanmasi ile Epi hiicrelerinin 1sinsal bir
diizende yeni sekillerini kazanmasi gergeklesir (Sekil 2.8) (Bedzhov, Graham ve ark.
2014, Bedzhov and Zernicka-Goetz 2014) ve merkezi bir liimen agilir (E5.0-E5.25) (Sekil
2.8). Postimplantasyon yumurta silindiri uzamaya devam ettikce, liimen de genisler ve
proximal bolgedeki EXE igerisindeki intramembrandz bosluklar ile birleserek
proamniyonik kavite olusumunu gergeklestirir (ES5.5-E5.75) (Sekil 2.8) (Bedzhov,
Graham ve ark. 2014, Bedzhov and Zernicka-Goetz 2014, Harrison, Sozen ve ark. 2017).

>> preimplantasyon peri-implantasyon postimplantasyon>>
E3.5 E4.5 late E4.5 E4.75 ES.0 ES.25 E5.5 E5.75

=

/\ pa
“ 1u11[§4
: 4
o bazal bélge 4
_/@/

[Epi [ Ipolar TE/EXE ["IPE/VE EMbazal membran [Mapikal bélge [ |lumen/proamniyotik kavite

apikal bolge

Sekil 2.8. Peri-implantasyon morfogenez modeli (Bedzhov, Graham ve ark. 2014).

2.6. Gastrulasyona giris, bilateral simetrinin kirilmasi ve mezoderm olusumu

Farede E4.5 ile ES5.5 arasinda gergeklesen ve blastosistin implantasyonu sonrasi uterin
doku igerisinde yumurta silindirine donlismesini iceren morfogenetik olaylar,
gastrulasyona hazirlik asamalaridir ve bu donemde dogru soy ayrilmasi, devaminda
gelisecek morfogenez i¢in hayati oneme sahiptir. Bilindigi gibi, epiblast tabakasi
gelecekteki embriyoyu olusturacak ii¢ germ yapraginin kaynagidir. E6.0-6.5 zamaninda
gastrulasyonun gerceklesmesi ile Epi tabakasindan germ hiicre serisi ve somatik hiicre

serisi (ektoderm, endoderm, mezoderm) gelismektedir.
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Epi hiicrelerinin epitelyal-mezensimal doniisiime ugradiklar1 bolgede primitif ¢izginin
olusmasi ile gastrulasyon baslar. Farede primitif ¢izgi ilk olarak, proksimal epiblast
bolgesinde, embriyonik/ekstraembriyonik sinirda ortaya ¢ikar. Primitif ¢izginin
pozisyonu embriyonun posterior bdlgesini belirler ve bu bolgeden mezoderm ve
endoderm germ yapragi olusumu gerceklesir (Sekil 2.9) (Rivera-Perez and Hadjantonakis

2014).

D Embriyonik viseral endoderm D Ekstraembriyonik ektoderm
n Distal ve anterior viseral endoderm D Epiblast

[[]Mezoderm

Proksimal
. Sag
= Anteriyor Posterior
o Sol
= Gastrulasyonun Distal
= ista
T baslamasi
T
\'% \

3

E6.0 E6.5
cizgi 6ncesi erken cizgi

Sag

LU\
,s}“ \ A =N Anteriyor Posterior

S

LW

~90°

Sol

Sekil 2.9. Gastrulasyona giris ve viicut akslarinin olusumu (Rivera-Perez and Hadjantonakis 2014).

E6.5’ta posteriyor epiblast bolgesinde morfolojik olarak goriilmeye baslayan primitif
¢izgi olusumu, molekiiler diizeyde E5.75 asamasinda tespit edilebilmektedir. Buna gore,
en erken molekiiler belirte¢ olan Wnt3 ekspresyonu posterior epiblast bolgesinde T-box
transkripsiyon faktorii olan Brachyury ekspresyonunu indiikler. Bu iki molekiiler belirteg
mezoderm olusumunun en erken sathalarini gosterir (Rivera-Perez and Hadjantonakis

2014).

14



2.7. Embriyonik gelisim takibi icin time-lapse (zaman atlatmali) goriintiilleme
sistemleri
Son yillarda 6nemi gittikge artan {ic boyutlu canli hiicre goriintiilleme sistemleri, erken
embriyo gelisim siiresince embriyolarin takip edilmesine imkan veren bir teknolojidir. Bu
teknoloji ile biitiin hiicrelerin ve her bir niikleusun 4D koordinatlari, hiicre bdliinme
eksenlerinin yoni, hiicre siklusu uzunluklari, blastomerlerin mitoz zamanlari canli olarak
istenilen zaman araliklar1 ile kaydedilebilmektedir. Boylece tek bir blastomerden kdken
alan hiicreleri hi¢ gozden kaybetmeden 2-hiicreli embriyonik asamadan blastosist
icerisinde konumlanana kadar takip edilebilmesine imkan vermektedir (Sekil 2.10). Biitlin
hiicrelerin boliinme oryantasyonlarinin takip edilmesi, simetrik/asimetrik boliinmeler
arasindaki iligkiyi ve bu boéliinmelerin embriyonun i¢indeki/disindaki hiicre nesillerine
nasil katkida bulundugunu ortaya ¢ikarmaktadir (Sekil 2.10). Floresan isaretli ajanlar ve
vital boyalar ile kombine edilen time-lapse goriintiilleme caligmalar1 sayesinde, erken
embriyo hiicre kaderlerinin belirlenmesine iliskin O6nemli hiicresel ve molekiiler
mekanizmalar agiklanmistir ve devam eden c¢alismalar ile mevcut bilgilerimiz siirekli
giincellenmektedir (Piotrowska-Nitsche and Zernicka-Goetz 2005, Plachta, Bollenbach ve
ark. 2011, Tabansky, Lenarcic ve ark. 2013, Torres-Padilla, Parfitt ve ark. 2007). Time-
lapse goriintiileme sistemleri invazif olmamasi nedeni ile embriyonik gelisim iizerinde
herhangi bir olumsuz etkisi bulunmamaktadir. Bu nedenle klinikte, IVF laboratuarlarinda

da gelisimi takip etmek i¢in tercih edilen bir teknolojidir.
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Sekil 2.10. Time-lapse 4D canli goriintiilleme sistemleri ile embriyonik soy takibi.Bu sistem ile tek bir
blastomerden blastosist agamasina kadar gelisen embriyonik soylarin gelisim siiresince takibi ve analizleri
gergeklestirilebilmektir (Bischoff, Parfitt ve ark. 2008).

2.8. BMP/Smad-p38 MAPK Sinyali

Transforme edici Biiyiime Faktorii B (Transforming Growth Factor B; TGFp)
stiperailesine ait olan Kemik Morfogenetik Protein (Bone Morphogenetic Protein; BMP)
sinyal yolag1 hiicre proliferasyonu, farklanmasi, apoptoz gibi 6nemli hiicresel siire¢lerde
rol alarak embriyonik gelisim ve patern olusumunda hayati gorevler iistlenmektedir. BMP
sinyalleri ayrica dokunun yeniden modellenmesi ve rejenerasyonu siireclerine de dahil
olur ve kok hiicre niginin devamliligini saglayarak yetiskin homeostasini siirdiiriir (Aubin,
Davy ve ark. 2004). BMP ailesine ait yirmiden fazla alt basamak tipi tanimlanmistir. BMP
sinyali ile etkileserek bu yolagin aktarimina dahil olan, tanimlanmus iki farkli sinyal yolagi

bulunmaktadir;

1) Klasik BMP sinyali olarak tanimlanan BMP-Smad yolagi, R-Smad (reseptor ile
aktiflestirilmis Smad’lar) olarak tanimlanan Smad1l, Smad5 veya Smad8’in BMP
reseptor-tip-1 aracili fosforilasyonu ile hiicre icerisinde gorev yapar. Fosforile
olmus iki R-Smad, sitoplazma igerisindeki Smad4 ile heterodimerik kompleks
olusturur. Smad-heterodimerik-kompleks niikleus igerisine gecer ve burada diger

transkripsiyon faktorlerini aktiflestirerek hedef genin ekspresyonunu diizenler.
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2) Klasik BMP sinyaline paralel olan BMP-p38 MAPK yolag ise, TGFf aracilifi ile,
MAPK sinyalleri tizerinden gerceklesir.

Hiicre ici BMP sinyalinin iletim basamaklarinda, bir diger internal sinyal mekanizmasi
olan MAPK (6zellikle p38 MAPK) sinyali ile etkilesimi bulunmaktadir. BMP {ist yolag1
tarafindan aktarilan sinyal, MAPK aracilig1 ile R-Smad’larin ayrimsal fosforilasyonunu
gergeklestirir. Smadl, 2, 3, 5, 8 dahil olmak iizere tiim R-Smad’larda MAPK konsensus
motif bolgeleri (SI87A, S195A, S206A ve S214A) bulunur. Béylece BMP sinyalinin
hiicre icerisindeki aktarimi gergeklesir (Aubin, Davy ve ark. 2004, Qi, Li ve ark. 2004).
Smad’lar1 kontrol eden BMP-MAPK sinyallerinin karsilikl1 etkilesiminin implantasyon
oncesi gelisim i¢in olduk¢a ©Onemli oldugu bilinmektedir ancak peri-implantasyon

asamalarindaki rolleri heniiz aydinlatilamamuistir.

Cesitli yillarda yapilan ¢alismalarda Smad4 ve Bmpr2 mutant embriyolarin
postimplantasyon gelisime gectikleri fakat extra-embriyonik yapilarda anormallikler
gosterdikleri ve gastrulasyona giremedikleri gosterilmistir (Chu, Dunn ve ark. 2004,
Lawson, Dunn ve ark. 1999, Winnier, Blessing ve ark. 1995). Ancak E4.5 sonrasi
embriyonik gelisimdeki hiicresel farklanmada Bmpr2 ve Smad4’iin spesifik rolleri
bilinmemektedir. Bu rollerin arastirilabilmesi i¢in implantasyon anin1 ve sonrasini canli

takip edilebilecek goriintiileme sistemlerine ihtiya¢ duyulmaktadir.
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Sekil 2.11. BMP sinyal yolag:i (https://www.cellsignal.com/contents/science/cst-pathways/science-
pathways)

2.9. Calismanin ¢ikis noktasi, hipotezi ve amaci

Preimplantasyon gelisimde embriyonik hiicre soylarinin ortaya ¢ikisi ve dogru
tabakalanmasini kontrol eden molekiiler mekanizmalar, canli goriintiileme analizleri ile
pek c¢ok c¢alismada aciklanmistir. Ancak embriyonik soy olusumu sadece
preimplantasyonla siirlt degildir. Pre-postimplantasyon gecisi yani blastosistin uterin
doku ile temasini igeren peri-implantasyon ve devamindaki gelisimsel agamalara iliskin

arastirmalar ve morfogenetik siirecleri yonlendiren sinyal mekanizmalarina iliskin bilgiler
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yetersizdir. Implantasyon ve devaminda morfogenezi ydnlendiren sinyaller ile ilgili
literatiirdeki bu bilgi yetersizliginin en 6nemli nedeni ise, uterus igerisinde serbestce ylizen
blastosistin implantasyon zamaninda maternal doku tarafindan adeta yutulmasi ve
gorlintiillenemez hale gelmesidir. Peri ve post-implantasyon donemde maternal doku
icerisindeki embriyonun gerek hassasiyeti, gerekse de cok kiiciik boyutlar1 nedeniyle,

dogrudan maniplasyonu ve gozlemlenebilirligi teknik a¢idan zorluklar yaratmaktadir.

Zernicka-Goetz ve arkadaslarinin 2014 yilinda yaptiklar1 ¢calismada ilk kez blastosistin
postimplantasyon yumurta silindirine doniisiim asamalarinin ana morfolojik basamaklari
canli goriintiilemeler ile incelenmistir (Bedzhov and Zernicka-Goetz 2014). Zernicka-
Goetz ve arkadaslar1 ilk kez embriyonik gelisimin blastosist asamasindan sonrasini
gorlintiileyebilmek i¢in, time-lapse canli goriintiileme sistemi ile kombine edilmis
implantasyonu destekleyici in vitro kiiltiir sistemini basarili bir sekilde tasarlamis ve

uygulamiglardir (Bedzhov, Leung ve ark. 2014, Bedzhov and Zernicka-Goetz 2014).

Bununla birlikte, son yillarda hiz kazanan kok-hiicre kaynakli in vitro yapay gelisim
ortamlar1 ile, maternal doku igerisinde gbézlenebilirligi olmayan embriyonik gelisimin ilk
safhalarin1 aragtirabilmek i¢in yeni bir arastirma platformu ortaya ¢ikmistir. Embriyo
benzeri yapilar olusturabilmek i¢in yalnizca EKH’yi kullanarak daha 6nceki yillarda bazi
caligmalar gergeklestirilmis; fakat bu girisimlerin basarisi sinirli olmustur. Embriyonumsu
cisimler veya mikro-desenli koloniler olarak adlandirilan bu yapilar, hiicre disi
uyaranlarin etkisiyle embriyonik soy olusumuyla iliskili gen ifadelerini baslatabilmesine
ragmen, devamindaki embriyogenez asamalarin1 tamamlayamadiklar1 igin blastosist
asamasi sonrasi embriyonun karakteristik morfolojisini olusturamamaktadir (van den
Brink, Baillie-Johnson ve ark. 2014, Warmflash, Sorre ve ark. 2014). Bununla birlikte,
Harrison, Sozen ve arkadaslarinin 2017 yilinda yaptiklar1 ¢alismada EKH ve TKH’lerin
ii¢ boyutlu ekstraseliiler matrix icerisinde birlikte kiiltiire edilmesi ile olusan peri ve post
implantasyon embriyo gelisimini taklit edebilen kok hiicre kaynakli model embriyolar

literatiire kazandirilmistir (Harrison, Sozen ve ark. 2017).

Hipotez: Pre-post implantasyon embriyo gelisiminde dogru morfogenez embriyonik ve

ekstraembriyonik hiicre/dokularin birlikteligini gerektirir; hiicre ici BMP/Smad-p38
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MAPK sinyal yolagi bu siirecleri ve kok hiicre kimliklerinin korunmasini kontrol ederek

pregastrulasyonu diizenler.

Tez projesinin amaci: Bu calismanin amaci, farede E4.5 ve ES5.5 giinler arasinda
gergeklestigi bilinen ve in vivo’da maternal doku igerisinde izlenemeyen morfogenetik
yapilanmanin nasil diizenlendigi sorusuna in vitro’da yanit aramaktir. Bu soruya yanit
aramak ve hiicre i¢i sinyal yolagi iletimlerinin, pre-post implantasyon gecis doneminde
morfogenezdeki roliinii detayli olarak aydinlatmak i¢in; RNAi teknolojisi ve molekiiler
inhibitdrler ile olusturulan knock-down embriyolarda ve bu embriyolardan elde edilen

embriyonik kok hiicrelerde hiicre farklanmasinin degerlendirilmesi amaglanmaktadir.
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3. GEREC ve YONTEM

3.1. In Vivo Embriyo eldesi

Fareler: 4-6 haftalik C57xBIl6 1rki1 disi farelerden elde edilen F1 dolleri su ve besin
kisitlamast olmaksizin, 12 saatlik periyodlarla aydinlik/karanlik sikluslarinda muhafaza
edildi. Ciftlesme sabahinda vajinal plak kontrolii yapilan ve plak belirlenen fareler

fertilizasyonun 0.5. giiniinde kabul edildi.

Calismada kullanilan transgenik fareler:
1. CAG-GFP membran habercisi transgenik fareler (kaynak: M. Zernicka-Goetz
lab, University of Cambridge)
2. T/Brachyury-GFP mezoderm habercisi transgenik fareler (kaynak: A.
Martinez-Arias lab, University of Cambridge)

Preimplantasyon embriyo eldesi: Vajinal plak kontrolii yapilarak gebeligin pozitif oldugu
varsayilan disi fareler 96 saatin sonunda (E4.5) servikal dislokasyon ile oldiiriildii.
Farelerin uterin boynuzlar1 ¢ikarilarak M2 medyumu (Sigma-Aldrich, cat. no. M7167)
icerisine alindi, stereo mikroskop altinda yikandi. E4.5. giinde oldugu belirlenen geg
blastosist asamasindaki embryolar toplandi ve her bir grup i¢in esit sayida olacak sekilde

deney gruplarina ait kiiltlir ortamlarina aktarildi.

Postimplantasyon embriyo eldesi: Postimplantasyon déonem embriyo eldesi i¢in, vajinal
plak takibinin ardindan istenilen embriyonik giindeki (¢alismada ES5.0-E6.5 araligi
kullanilmistir) disi fareler servikal dislokasyon ile o6ldiiriildii. Uteruslar ¢ikarilarak
implantasyon bolgeleri stereo mikroskop altinda diseke edildi. Ardindan her bir
implantasyon bolgesine desidual diseksiyon yapilarak embriyolar ¢ikartildi. Kontrol
gruplar1 i¢in diseksiyon yapilan embriyolar direkt fikse edilirken, post-implantasyon

kiiltiir i¢in toplanan embriyolar istenilen kiiltlir ortamlarina aktarildi.

3.2. implantasyonu destekleyici in vitro Kiiltiir
Kiiltiir i¢in, embriyonun tutunmasini destekleyen ve goriintileme uyumlu,

materyal olarak cama benzer optik Ozellikli 151k gecirgen plastik petri kaplar
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kullanilmistir (ibiTreat optical-grade plastic p-plates; Ibidi). Bu petri kaplarinin alt

kismindaki ince plastik bolgesi, medyum ve gaz aligverisine izin verecek ozelliktedir.

E4.5 giindeki, zona pelusida igermeyen blastosistlerin ilk ekimi i¢in IVC1 medyumu
kullanilmistir. Bu medyumun 6zelligi TE farklanmasini ve petri iizerine tutunmasini
indiikleyici olmasidir. IVC1 medyumumun igerigi ve i¢erdigi maddelerin kullanim amac1
Tablo 3.1°de verilmistir.

Tablo 3.1. IVC1 medyumunun igerigi ve igerdigi maddelerin kullanim amagclari. IVC1 medyumuna

embriyonun ekimini takiben 24-36. saatler arasinda blastosist petri ylizeyine tutunmakta ve TE tabakas1 dev
hiicrelere farklanmaktadir.

IVC1 medyum igerigi Kullanim amaci
Advanced DMEM/F12 Bazal besin destegi
(Life Technologies12634-010)
% 20FCS (fetal dana serumu) Implantasyondaki hl'ic.re.sel proliferasyon
(Life Technologies10270-106) ve TF farklanmasi i¢in gerekli serum
destegi
2 mM L-glutamin Uterin  reseptivite ve  implantasyon
(Life Technologies35050-038) penceresinin devamlilig1 i¢in
1 mM sodyum piruvat Enerji kaynagi
(Life Technologies11360039)
penisilin (25 units/ml) /streptomisin (25 Kontaminasyonu engellemek i¢in
mg/ml)
(Thermo Fisher Scientific15140122)
1x ITS-X Bazal besin destegi
(belirli hiicre soylarinin proliferasyonunu
indiikleyici yonde ilave morfogenetik veya
farmakolojik ajan icermeyen medyum)
(Life Technologies, 51500-056)
8 nM [-6stradiol Uterin  reseptivite ve  implantasyon
(Sigma-Aldrich, E8875) penceresinin devamlilig1 i¢in
200 ng/ml progesteron Uterin  reseptivite ve  implantasyon
(Sigma-Aldrich, P0130) penceresinin devamlilig1 i¢in
25 mM N-asetil- L-sistein Oksidatif stresi minimalize etmek i¢in
(Sigma-Aldrich, A7250)

Implantasyonun devami ve embriyonik diskin olusumu icin IVC2 medyumu
kullanilmistir. Bu medyumun o6zelligi uterin dokuyu taklit edebilmesi ve blastosist
implantasyonuna devam edebilmesidir. IVC2 medyumumun igerigi ve igerdigi

maddelerin kullanim amac1 Tablo 3.2’de verilmistir.
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Tablo 3.2. IVC2 medyumumun igerigi ve igerdigi maddelerin kullanim amaglart. IVC2 medyumuna
embriyonun ekimini takiben 24-36. saatler arasinda yumurta silindiri olusmaktadir.

IVC2 medyum icerigi Kullanim amaci
Advanced DMEM/F12 Bazal besin destegi
(Life Technologies12634-010)
% 30 KSR (KnockOut Serum Replacement) | Bazal besin destegi
(belirli hiicre soylarinin proliferasyonunu
indiikleyici yonde ilave morfogenetik veya
farmakolojik ajan icermeyen)
(Life Technologies, 10828010)

2 mM L-glutamin Uterin  reseptivite  ve  implantasyon
(Life Technologies35050-038) penceresinin devamlilig1 i¢in
1 mM sodyum piruvat Enerji kaynagi
(Life Technologies11360039)
penisilin (25 units/ml) /streptomisin (25 Kontaminasyonu engellemek i¢in
mg/ml)
(Thermo Fisher Scientific15140122)
1x ITS-X (belirli hiicre soylarinin Bazal besin destegi

proliferasyonunu indiikleyici yonde ilave
morfogenetik veya farmakolojik ajan
icermeyen medyum)
(Life Technologies, 51500-056)

8 nM B-ostradiol Uterin  reseptivite =~ ve  implantasyon
(Sigma-Aldrich, E8875) penceresinin devamlilig1 i¢in
200 ng/ml progesterone Uterin  reseptivite  ve  implantasyon
(Sigma-Aldrich, P0130) penceresinin devamlilig1 igin
25 mM N-asetil-L-sistein Oksidatif stresi minimalize etmek i¢in

(Sigma-Aldrich, A7250)

Embriyolarin ve izole hiicre soylarinin kiiltiirii 37 °C, %95 nem, %5 CO; kosullarina sahip
inkiibatorde gerceklestirilmistir. Olusturulacak in vitro kiiltiir ortami deney diizenegi Sekil

3.1.de gosterilmistir.

23



1. adim: @

embriyo toplama S
W .
KR8
c d E4.5 (intact) E4.5 (cut)

2. adim:
kesim |k://’:)*\<\

ANN

Polar TE
0 N
@_:
ICM

3. adim:
kiiltlr

Mural TE

Cutting Day 0 Day 1 Day 2 Day 3
| 1IVC1 medium 1VC2 medium

Sekil 3.1. Blastosist eldesi ve E4.5 ile E5.5. giinler arasi in vitro implantasyon kiiltiir sistemi. a) Disi
farelerdeki iireme sistemi. Kirmiz1 ¢izgiler uterusta diseksiyon yapilan bolgelerini belirtmektedir. b) E4.5
Blastosist asamasindaki embriyonun uterustan eldesi. ¢) Mikrocerrahi ile mural TE tabakasinin kesilmesi
d) E4.5 asamasindaki intakt blastosist ve mikrocerrahi kesim sonrasi mural TE uzaklastirilmis, kiiltiire
edilecek polar TE ve IKH tabakas1. Olgek: 30 um. e) In vitro kiiltiirde blastosist — yumurta silindiri gegisinin
ornek ¢izimi, embriyonik ve ekstraembriyonik hiicre soylari ile birlikte belirtilmistir (Bedzhov, Leung ve
ark. 2014).

3.3.Embriyo Kiiltiiriinde Molekiiler Inhibitor Uygulamalar
Calismada kullanilan inhibitor molekiilleri, ¢6zgen maddeleri ve amaclar asagidaki

tabloda belirtilmistir.

Tablo 3.3. Calismada kullanilan inhibitor molekiilleri

inhibitér molekiilii Cozgen Etkinlik
Fare recombinant Noggin PBS BMPR’e tutunarak tiim BMP
(R&D systems, 1967-NG-025) yolagini bloklar.
Dorsomorphin  dihydrochloride | DMSO Kanonikal BMP/Smad yolag: secici
(Tocris, 3093) (Sigma D2650) inhibitorii
SB203580 (CSAID™) DMSO p38 MAPK segici inhibitorii
(Calbiochem 559389) (Sigma D2650)

Uygulamadan o©nce, stok inhibitorler, oOnerilen c¢oziiciileri igerisinde, uygun stok
konsantrasyonlarda ¢6ziildii. Stok ¢ozelti aliquatlara ayrildi ve -20°C’de kullanima kadar
muhafaza edildi. Embriyo kiiltir medyumlarinin hazirlanacagi giin oda sicakligina

getirilen aliquatlardan, istenilen final konsantrasyonlar1 igerecek sekilde kiiltiir
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medyumlar igerisine eklendi. Kullanilan final konsantrasyonlar sonuc¢larda detayli bir

sekilde agiklanmustir.

Noggin —, -

BMPR

DM \ SB20

X;Smad1/5/8 F’\38 P*/

Sekil 3.2. Calismada kullanilan inhibitérler ve hiicre i¢i etkinlik mekanizmalari.

3.4. Embriyonik Gelisim Takibi icin Doner-Disk Konfokal Time-Lapse 4D
Goriuntiileme

In vitro kiiltiir siiresince yapilacak konfokal time lapse goriintiileme ile her 15 veya 30
dakikada bir, embriyolarin ve izole ICM hiicre soylarinin 100pm’lik alandaki goriintiisi,
8um z-diizlem (z-plane) dilimleri ile goriintiilenmistir. Bu amag i¢in, hizli bir goriintii elde
etme ve uzun siireli kesintisiz goriintiilleme saglayan bir dort renkli, ¢ok-bolgeli, mikro
mercekli doner-disk konfokal mikroskop (spinning-disc microscope system) (Intelligent
Imaging Innovations) kullanilmistir. Elde edilen goriintiiler Slidebook 5.0 (Intelligent

Imaging Innovations) ve Imaris (Bitplane) yazilimi kullanilarak degerlendirilmistir.

3.5. Sytox Canli Hiicre Oliimii Goriintiileme

Gelisen embriyolardaki hiicre 6liimii degerlendirilmesi icin SYTOX Orange niikleik asit
boyas1 (Thermo Fisher Scientific S11368) kullanilmistir. Ticari olarak hazir bir soliisyon
olan SYTOX Orange niikleik asit boyasi, 1:10000 diliisyon oraninda embriyo kiiltiir
medyumlarina (IVC1 ve IVC2) eklenmis, embriyolarin in vitro Xkiiltiir siiresince
gelisimleri time-lapse goriintiileri mikro mercekli doner-disk konfokal mikroskopla

alarak degerlendirilmistir.

3.6. Calismada kullanilan yabanil ve transgenik kok hiicreler
Bu ¢alismada planlanan deneye gore farkli kaynaklardan hazir alinan fare embriyonik ve

trofoblast kok hiicre hatlar1 kullanilmistir. Kullanilan kok hiicre hatlar su sekildedir;
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. El14 veya 129 yabanil tip EKH hatt1 (kaynak: M. Zernicka-Goetz lab, University
of Cambridge)

. CAG-GFP membran habercisi EKH hatt1 (kaynak: M. Zernicka-Goetz lab,

University of Cambridge)

. T/Brachyury-GFP mezoderm habercisi EKH hatt1 (kaynak: A. Martinez-Arias lab,

University of Cambridge)
. Yabanil tip TKH hatt1 (kaynak: J. Nichols lab, Stem Cell Institute, University of
Cambridge)

. EGFP sitoplazmik haberci TKH hatt1 (kaynak: P. Rugg-Gunn lab, Babraham

Institute, University of Cambridge)

3.7.%0.1 Jelatin Soliisyonu Hazirlanisi

EKH Kkiiltiirii sirasinda kullanilan hiicre kiiltiir kaplart %0.1°lik jelatin (Sigma-Aldrich

G7765) ile kaplanmistir. EKH Kkiiltiirii jelatin ile kaplanmis kuyucuklarda, TKH kiiltiiri

icin ise jelatin ile kaplanmis kuyucuklara daha sonra mitotik aktivitesi durdurulmus destek

hiicreleri ekimi yapilmstir.

%0.1°1ik jelatin soliisyonu eldesi i¢in, %2’lik (20X) stok jelatin soliisyonu steril
distile su ile % 0.1 oraninda seyreltililir.

Seyreltilmis soliisyon kiiltiir kuyucuklar1 igerisine, tiim kuyucugu kaplayacak
miktarda eklenir.

Kiiltiir kuyucuklar1 igerisine konulan jelatin soliisyonu en az 20 dakika oda
sicakliginda veya 5 dakika inkiibatorde inkiibe edilir.

Soliisyon kullanimdan hemen o©nce aspire edilmeli, kuyucuklar kurumaya
birakilmamalidir.

6-kuyucuklu hiicre kiiltiir kaplarindaki jelatin soliisyonu uzaklastirildiktan sonra

ortalama ~1.5 x 10°EKH ve ~2.5 x 10°TKH ekimi yaptlir.

3.8. Naif Pluripotent Embryonik Kok Hiicre Kiiltiirii ve 3D Matrijel Kiiltiir

Calismada E3.5. giindeki blastosistlerin IHK hiicre soyundan izole edilmis naif

pluripotent EKH’ler, TE/EXE tabakas1 kaynakli sinyaller olmaksizin IHK/Epi hiicrelerinin

kaderlerini takip etmek amaciyla kullanilmistir. Embryonik kok hiicreler standart kosullar
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altinda (21 LIF kiltiirti) kiiltiire edilmislerdir. Kullanilan EKH kiiltiir ortami igerigi su
sekildedir;

e Dulbecco’s modified Eagle’s medium (Thermo Fisher Scientific 31053028)
containing %15 FBS (Life Technologies10270-106),

e 2 mM L-glutamine (Life Technologies35050-038),

e 1 mM sodium pyruvate (Life Technologies11360039)

e penicillin 50 units/ml/streptomycin 50 mg/ml (Thermo Fisher Scientific15140122)

e 1 x NEAA (Life Technologies 11140035)

e 100 mM 2-ME (Life Technologies 31350-010) supplemented with PD0325901
(1uM) (Stemgent 04-0006), CHIR99021 (3uM) (Stemgent 04-0004) (2i) and
leukaemia inhibitory factor (0.1mM, LIF)(Stemfactor, Cat. No. 03-0011).

Medyum her giin yenilenmis, glin asir1 hiicreler tripsinize (Gibco-Life Technologies
25300054) edilerek uygun konsantrasyonda pasajlanmistir. Embriyonik kok hiicrelerin

pasajlanmasi su sekilde gerceklestirilmistir:

e EKH %80 doluluk oranina ulasildiginda pasajlamak icin hazirdir. Kuyucuk 1X
PBS ile yikanir.

e %0.05 tripsin-EDTA ile 5 dakika 37°C’de inkiibe edilir.

e Tripsin reaksiyonu DMEM-%15 FBS medyumu ile nortalize edilir. Pipetleme
yontemi ile kuyucuk igerisindeki tiim hiicre siispansiyonu 15 ml falkon tiip
igerisine toplanir.

e Hiicre siispansiyonu 5 dakika/1000g’de santrifiij edilir.

e Pellet EKH medyumu igerisinde yeniden siispansiye edilir. Hiicre siispansiyonu
1/10 oraninda diliie olacak sekilde, 6nceden jelatin ile kaplanmis 6-kuyucuklu

hiicre kiiltiirii kaplarina 2 ml EKH medyumu igerisinde ekimi yapilir.

Matrijel 3D Kkiiltiir i¢in Bedzhov & Zernicka-Goetz, 2014 protokolii kullanilmistir. Buna
gore, hiicreler PBS ile yikanmis, 10 dakika 37°C'de %0.05 trypsin-EDTA ile inkiibe
edilmistir. 5 dakika/1000g’de santrifiiriijiin ardindan hiicre pelleti tekrar PBS ile yikanmis

ve yeniden pellet haline getirilmistir. Olusan pellet icerisinde ekstraseliiler matrix
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elemanlarin1 barindiran matrijel (BD, 356230) igerisinde pipetlenerek single cell
stispansiyonu haline getirilmis ve ibiTreat 8-well plate i¢erinde (ibiTreat microscopy
plasticm-plates (Ibidi)) damlacik ekimi yapilmistir. Matrijelin solidifikasyonu ic¢in 3dk
bekledikten sonra plate N2B27 medyumu (Thermo Fisher Scientific ME100137L1) ile

kaplanmis ve 37°C'de inkiibasyona birakilmistir.

3.9. Pluripotensi faz degisim analizi icin EKH hiicre Kkiiltiiriinde inhibitor
uygulamasi

Pre-postimplantasyon ge¢is doneminde embriyonun epiblast tabakasinda kurulmus olan
pluripotansinin naif fazdan, yonlenmis faza gegisinde BMP sinyalinin etkisini
degerlendirmek amaci ile EKH kiiltliriinde inhibitor uygulamalar1 yapilmistir. Standart
kiiltirden 2i-LIF’in uzaklastirilmas1 sonucunda EKH’lerin farklanmaya gittigi
bilinmektedir (Boroviak, Loos ve ark. 2014). Bu nedenle deney diizenegi hi¢ bir grupta
2i-LIF icermeyecek sekilde tasarlanmastir (Sekil 3.2.). Gruplar su sekildedir;

Kontrol: standart jelatin tizerinde EKH ekimi
Kontrol:3D Matrijel iizerine EKH ekimi
Noggin: 3D Matrijel iizerine EKH ekimi ve Noggin (500ng/ml™) uygulamasi

ol o o W

Dorsomorfin: 3D Matrijel lizerine EKH ekimi ve Dorsomorphin(1uM/mL)

uygulamasi

i . Matrijel
Jelatin Matrijel +Noggin

- - 2iLIF

—
36 saat kiiltur

EKH standart kiiltiir

Matrijel
+Dorsomorfin

Sekil 3.3. Pluripotensi faz degisimi i¢in kullanilan deney diizenegi.

3.10. Trofoblast Kok Hiicre Kiiltiirii ve 3D Matrijel Kiiltiir
Calismada E3.5. giindeki blastosistlerin polar TE hiicre soyundan izole edilmis TKH’ler

Epi tabakasi kaynakli sinyaller olmaksizin TE/EXE hiicrelerinin kaderlerini takip etmek
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amaciyla kullanilmistir. Trofoblastik kok hiicreler standart kosullar altinda TKH
medyumu ile kiiltiire edilmislerdir. Kullanilan TKH kiiltiir ortami icerigi su sekildedir;

e RPM media (Sigma Aldrich, M3817) %15 FCS (Life Technologies10270-106),
e 1 mM heparin (Sigma Cat. No. H3149),
¢ 1 mM FGF4 recombinant protein (Peprotech Cat. No. 100-31)

TKH ekimi i¢in mitotik aktivitesi baskilanmis mouse embriyonik fibroblast (MEF) (MTI-
GlobalStem GSC-6001) ile kaplanmis 6-well plate kullanilmistir. TKH pasajlanmasi su
sekilde gergeklestirilmistir:

e TKH %80 doluluk oranina ulasildiginda pasajlamak icin hazirdir. Kuyucuk 1X
PBS ile yikanir.

e %0.05 tripsin-EDTA ile 5 dakika 37°C’de inkiibe edilir.

e Tripsin reaksiyonu DMEM-%15 FCS medyumu ile nortalize edilir. Pipetleme
yontemi ile kuyucuk igerisindeki tiim hiicre siispansiyonu 15 ml falkon tiip
igerisine toplanir.

e Hiicre siispansiyonu 5 dakika/1000g’de santrifiij edilir.

e Pellet TKH medyumu igerisinde yeniden siispansiye edilir. Hiicre siispansiyonu
1/10 oraninda diliie olacak sekilde, 6nceden jelatin ile kaplanmis 6-kuyucuklu

hiicre kiiltiirii kaplarina 2 ml TKH medyumu igerisinde ekimi yapilir.

Matrijel 3D kiiltiir i¢in Bedzhov & Zernicka-Goetz, 2014 protokolii kullanilmistir. Buna
gore, hiicreler PBS ile yikanmis, 10 dakika 37°C'de %0.05 trypsin-EDTA ile inkiibe
edilmigtir. 5 dakika/1,000 rpm santrifiijiin ardindan hiicre pelleti standart TKH medyumu
ile yikanmis ve yeniden pellet haline getirilmistir. Olusan pellet icerisinde ekstraseliiler
matrix elemanlarin1 barindiran matrijel (BD, 356230) icerisinde pipetlenerek single cell
stispansiyonu haline getirilmis ve ibiTreat 8-well plate i¢erinde (ibiTreat microscopy
plasticm-plates (Ibidi)) damlacik ekilmi yapilmistir. Matrijelin solidifikasyonu i¢in 3dk
bekledikten sonra kuyucuklar TKH medyumu ile kaplanmis ve 37°C'de inkiibasyona

birakilmustir.
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3.11. Kok hiicre kiiltiiriinde RNAi Uygulamasi

siRNA transfeksiyonu i¢in kiiltiir ortaminda LipofectAMINE RNAiMAX (Thermofisher
13778075) uygulamasi yapilmistir. Kullanilan siRNA molekiiliiniin baz dizisi su
sekildedir; siSmad5 5'-ACGTCATACATTTACATTTAA-3'. Transfekte edilen TKH’ler
36 saat 37°C ve %5 CO2’de standart olarak kiiltiire edilmistir. Tiim gruplar 36 saatin
sonunda gqPCR reaksiyonlar1 ig¢in toplanmistir. Total RNA izolasyonu ve qPCR
basamaklar1 asagida aciklandigi gibi yapilmistir. Gen susturmanin kontrolii i¢in dnce
hedef gen test edilmistir. Arastirilan diger tiim genlerin goreceli mRNA seviyeleri i¢in

AACt metodu kullanilmis, internal control olarak Gapdh se¢ilmistir.

3.12. EKH ve TKH Ko-Kiiltiirii
Kok hiicre kaynakli embriyo benzeri yapilar olusturmak amaci ile yapilan EKH ve TKH
ko-kiiltiirii i¢in Harrison&Sozen, 2017 protokolii kullanilmistir (Harrison, Sozen ve ark.

2017).

e EKH ve TKH yukarida anlatildig1 gibi pasajlanir.

e Hemasitometre kullanilarak ~3-5.000 EKH ve 3-5.000 TKH sayimi yapilarak
iki hiicre tipi 1:1 oranda olacak sekilde karistirildi.

e Karigim hiicre siispansiyonu 5 dakika/1000g’de santrifiij edildi.

e Olusan pellet icerisinde ekstraseliiler matrix elemanlarini barindiran matrijel
(BD, 356230) igerisinde pipetlenerek single cell siispansiyonu haline getirilmis
ve ibiTreat 8-well plate igerinde (ibiTreat microscopy plasticm-plates (Ibidi))
damlacik ekimi yapildi.

e Matrijelin solidifikasyonu ic¢in 3 dakika bekledikten kuyucuklar 1:1 oranda
karigtirtlan N2B27 ve TKH medyumu igerisinde 37°C'de inkiibasyona
birakildi.

3.13. Triple immiinfloresan Isaretleme ve Konfokal Analizler

Kiiltiir sonunda yumurta silindiri olusumu gézlenen embriyolar (E5.5) ve PBS igerisinde
hazirlanmis %4’liikk paraformaldehit (PFA) ile fikse edildi. Hiicresel permeabilizasyon,
PBS’te hazirlanmis 0.1M glisin, %0.3 Triton X-100 iceren solusyonda 10 dakika yapildi.

Daha sonra embriyolar %10 FBS/PBS icerisinde hazirlanan primer antikorlar ile gece
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boyu oda 1sisinda inkiibe edildi. Uygun floresan isareti tasiyan ve PBS igerisinde

hazirlanmis sekonder antikorlar oda 1sisinda 1 saat uygulandi. Niiklear boyanma igin

DAPI kullanildi ve PBS damlaciklari igerisine alinan embriyolar incelemeye hazir hale

getirildi. Calismada kullanilan primer ve sekonder antikorlar Tablo 3.4’te verilmistir.

Kullanilan Soliisyonlar ve hazirlanislar::

%4 Paraformaldehit Soliisyonu
8 gr paraformaldehit 200 ml bidistile su igerisine eklenerek manyetik
karistiricida (Velp Scientifica F20520162) ¢oziinene kadar karistirildi,
¢Ozlinmesi icin igerisine NaOH eklendi. Berrak ¢ozelti olustuktan sonra 1
tablet PBS eklendi (1X PBS). pH=6.4 olacak sekilde ayarlandiktan sonra
soliisyon esit hacimlere boliindii ve -20°C’de muhafaza edildi.

PBS (Phosphate Buffered Saline-Fosfat tamponlu tuz)
1 tablet PBS (Sigma P4417) 200 ml bidistile su igerisinde ¢oziilerek 1X
PBS hazirlandi.

Permeabilizasyon Soliisyonu
30 pl Triton X-100 (Sigma T9284) ve 100 ul 1M Glisin1000 ml PBS
igerisinde ¢oziildii.

Bloklama ve Antikor Diluent Soliisyonu
10 pl Tween 20 (Sigma P1379) ile 100 ul FBS (Life Technologies10270-
106), 1000 ml PBS igerisinde ¢6ziildii.

DAPI (4',6-Diamidino-2-Phenylindole Dihydrochloride)
Niiklear boyanma i¢in DAPI (Sigma D8417) 1:500 konsantrasyonda 1X
PBS igerisinde hazirlandi.

Gozlem:

Leica SpS Konfokal Mikroskop
Leica Sp8 Konfokal Mikroskop
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Tablo 3.4. immiinforesan isaretlemelerde ¢alisilan primer antikorlar ve kullanim amaglari.

Calisilan
An"tlkor Firma Katolog Kullanim amaci Diliisyon
(Tiir) Numarasi
1:200
Oct 3/4 (fare) Santa cruz sc-5279 Epi belirteci
ExXE/VE .
Tbr2/Eomes Belirteci 1:400
Abcam ab23345 .
(tavsan) (extraembriyonik
dokular)
aPKC Santa cruz se-17781 Apikal polarite 1200
(tavsan) belirteci
Podocalvxin Polarizasyon ile 1:400
(ra t)y R&D systems MABI1556 olusmus kavite
belirteci
1:200
Launch MU392- o
Cdx2 (fare) drmiesics Uc TE/EXE belirteci
1:2000
Nacalai Yesil flouresan
GFP (rat) biochemicals g o habercisi
1:200
Tfap2c Santa cruz sc-8977 EXE belirteci
(tavsan)
1:100
EIf5 (kegi) Santa cruz sc-9645 EXE belirteci
1:500
H3S10-P Milliopore 05-636 Mitoz belirteci
(tavsan)
Phospho-p38 Cell Aktif p38 1:200
MAPK signalling 4511P MAPK sinyal
(tavsan) technologies belirteci
Phospho- Cell Aktif 1:100
SMAD signalling 13820P BMP/Smad
1/5/9(tavsan) technologies sinyal belirteci
1:200
Gata4 (keci) Santa cruz sc-1237 PE/VE belirteci
Cleaved Cell U 1:200
caspase-3 signalling #9664 b eﬂigeci
(tavsan) technologies
F-actin . hLlfle . Hi b 1:1000
(Phalloidin eehnologies A12379 uere membran
488) (Thermofisher isaretleyicisi
scientific)
Alexa 488 Techifleo . 1:500
(Esek anti- & A21208 Sekonder antikor
rat) (Thermofisher

scientific)



Tablo 3.4. (Devanm) immiinforesan isaretlemelerde ¢alisilan primer antikorlar ve kullanim amaglari.

Alexa 568 Life 1:500
. Technologies Sekonder
(Esek anti- (Thermofisher A10037 antikor
fare) scientific)
Alexa 647 Life 1:500
(@eelk i Technologies A31573 Sekonder
tiw ) (Thermofisher antikor
3 scientific)
Alexa 647 Life 1:500
. Technologies Sekonder
(Esek anti- (Thermofisher A21447 antikor
keci) scientific)

3.14. Konfokal goriintii veri toplama, isleme ve nicel analizler

Fixe edilmis ve triple immiinfloresan ile isaretlenmis Orneklerin konfokal goriintiiler
invert Leica Sp5 veya Sp8 konfokal mikroskopta Leica Fluotar VISIR 0.95 NA 25x water
objektif kullanilarak yapildi. Floroforlar i¢in kullanilan lazerler su sekildedir;

405-nm diode laser (DAPI)

488-nm argon laser (GFP)

543-nm HeNe laser (Alexa Fluor-543/555)
633-nm HeNe laser (Alexa Fluor-633/647)

> -

Konfokal goriintiiler i¢in total embriyolardan Z-diizleminde 0.5-1.2 pm’lik goriinti
kesitleri alind1 ve bir embriyoya ait tiim Z-kesitleri birlestirilerek 3D goriintiileri ortaya
cikarildi. Ham data Image J Fiji yazilim ile islendi ve Photoshop CC 2017 (Adobe)
programinda bir araya getirildi. Immiinflouresan sinyal yogunlugu grafikleri igin
nicellestirmeler ve floresan sinyalin dijital 6l¢iimlerilmage J Fiji yaziliminda ‘measure’

fonksiyonu kullanilarak yapildi.
3.15. Kantitatif Real-Time PCR Teknigi

Calismada qRT-PCR (quantitative Real-Time-Polymerase Chain Reaction), teknigi,
deney gruplarindaki hiicre soyuna 6zgii gen ekspresyonlarint mRNA diizeyinde kantitatif
diizeyde degerlendirmek amaciyla kullanildi. Ornek toplama amaglanan deneye gore su

sekilde yapilmistir;
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Embriyo: Implantasyonu destekleyici kiiltiir sonrasi 48. saatte yumurta silindiri olusumu
gozlenen embriyolar VE tabakasinin uzaklastirilmasi i¢in Cell Dissociation Buffer,
enzyme-free, Hank's Balanced Salt Solution icerisinde 10 dakika muamele edildi. Stereo
mikroskop altinda VE tabakas1 uzaklastirildigi gozlenen embriyolar Epi/EXE sinirindan
mikrocerrahi ile kesildi. Epi ve EXE dokular1 ayr1 ayri toplanarak lysis buffer icerisinde
RNA izolasyonuna kadar -80 derecede muhafaza edildi. Her bir embriyodan alinan doku

ornegi bireysel olarak muhataza edilmis, farkli embriyo 6rnekleri pool edilmemistir.

Kok hiicre: Kiiltiir ortamindaki inhibitor veya siRNA uygulamasi sonrasi embriyonik
veya trofoblast kok hiicreleri once yukarida anlatildigi gibi tripsinize edildi. Hiicreler
santrifiijle ¢oktliriildili, siipernatant uzaklastirildi ve hiicre pelleti lysis buffer igerisine
alindi. Ornekler RNA izolasyonuna kadar -80 derecede muhafaza edildi. Her bir
kuyucuktan gelen 6rnek bireysel olarak muhafaza edilmis, farkli kuyucuk 6rnekleri pool

edilmemistir.

Kok hiicre kaynakli embriyo benzeri yapilar: Flouresan mikroskop altinda CAG-GFP
(membran habercisi) pozitif EKH ve yabanil tip TKH olarak iki belirgin kompartmandan
olustugu belirlenen ve embriyonik yumurta silindiri morfolojisine sahip olan embriyo-
benzeri yapilar, agiz pipeti yardimi ile matrijel i¢erisinden ¢ikartildi. Stereo mikroskop
altinda EKH/TKH sinirindan mikrocerrahi ile kesildi. EKH ve TKH kompartmanlar1 ayri
ayr1 toplanarak lysis buffer icerisinde RNA izolasyonuna kadar -80 derecede muhafaza
edildi. Her bir kok hiicre kaynakli embriyo benzeri yapidan alinan kompartman 6rnegi

bireysel olarak muhafaza edilmis, farkli 6rnekler pool edilmemistir.

3.15.1. Total RNA izolasyonu
Total RNA izolasyonu Arcturus Pico Pure RNA Isolation Kit (Applied Biosystems,
KIT0214) kullanilarak yapilmistir. Ureticinin talimatlarina gore izolasyon basamaklari su

sekildedir;

1. Ornekleri iceren tiipler lysis buffer igerisinde 42°C’de 30 dakika pre-inkiibe
edilir.

2. Tipler 800g’de 2 dakika santrifiij edilir.
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3. RNA npiirifikasyonu i¢in 6nce filtreli-kolon tiiplerine 250 pL Conditioning
buffer (CB) eklenerek yikanir. Sonra lysis buffer-6rnek karigimina 20 pL %70
alkol eklenir ve toplam 6rnek filtreli-kolon tiiplerine aktarilir.

4. Tipler 6nce 700g’de 2 dakika, hemen ardindan 16.000g’de 30 saniye santrifiij
edilir.

5. Tiipler 50-100 pL Wash Buffer 1 (W1) ile yikanmir. Once 700g’de 2 dakika,
hemen ardindan 16.000g’de 30 saniye santrifiij edilir.

6. Tiipler 50-100 pL Wash Buffer 2 (W2) ile yikanmir. Once 700g’de 2 dakika,
hemen ardindan 16.000g’de 30 saniye santrifiij edilir.

7. Ikinci yikama basamag: bir kez daha tekrar edilir.

8. Filtreli-kolon tiiplerine tutunmus toplama tiipleri atilir ve yenisi takilir.

9. Buasamaya kadar filtreye tutunmus RNA’in ekstraksiyonu i¢in, 10 uLL RNAse
free water filtrenin tam ortasina denk gelecek sekilde konulur, 1 dk oda 1sisinda
beklenir, 16.000g’de 2 dakika santrifiij edilir.

10. Son basamak bir kez daha tekrar edilir, toplamda 20 pLL RNA toplama tiipiinde

elde edilir ve -80 derecede ileri islemlere kadar muhafaza edilir.

3.15.2. Tek Basamak Kantitatif Real-Time PCR Uygulamasi

Bu calismada izoletotal RNA’den tek basamak kantitatif Real-Time PCR uygulamasi
yapilmistir. Bu amagla Power SYBR Green RNA-to-CT 1-Step Kit (Life Technologies)
kiti ve bu kit ile uyumlu Step One Plus Real-time PCR (Applied Biosystems) cihazi

kullanilmastir.

Her bir tiip icin hazirlanacak olan temel karisim ve siklus amplifikasyonu asagidaki
tabloda belirtilmistir. Her tiipe koyulacak olan temel karisimin ayni igerik ve
homojenitede olmasini saglamak agisindan 6rnek sayisina gore ana bir karisim hazirlanip,

96-kuyucuklu PCR kabinin her bir kuyucuguna bu karisimdan 15ul aktarilmistir.
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Tablo 3.5.

RNA-to-CTtek basamak qPCR i¢in kullanilan igerikler ve konsantrasyonlari.

Reaktantlar Hacim () (tek kuyucuk icin)

Power SYBR green RT-PCR mix 7.5

Primer mix 0.9

RT enzim mix 0.12

RNA template 0.2-0.5 arasinda 6rnege gore degisebilir

Rnase-free water

15’e kadar 6rnege gore degisebilir

Total volim

15

Tablo 3.6. RNA-to-CT tek basamak qPCR siklusamplifikasyonu

Asama Basamak Sicakhk Siire
Reverse o .
Holding transkripsiyon 48 80 dakika
AmpliTaq Gold
DNA Polymeraz, o .
Holding UP’nin 95°C 10 dakika
aktivasyonu
Denatiirasyon 95°C 15 saniye
SiklISEERei us) Anneal-Uzama 60°C 1 dakika
Denatiirasyon 95°C 15 saniye
Melt curve Anneal 60°C 15 saniye
Denatiirasyon 95°C 15 saniye

Calismada her hiicrede belirli diizeyde eksprese oldugu bilinen house-keeping bir gen olan

GAPDH ekspresyonu temel alinmistir. Arastirilan her gen i¢in verilen esik degerleri (ct

degerleri) 2[-Delta Delta C(T)] (2**“") metodunda kullanilarak bu genlerin goreli

ekpresyonlar1 hesaplanmastir.

Tablo 3.7. Calismada kullanilan qPCR primer dizileri

Gen Forward (5'to 3') Reverse (5'to 3')
Cdx2 AGTGAGCTGGCTGCCACACT GCTGCTGCTGCTTCTTCTTGA
Eomes TCGCTGTGACGGCCTACCAA AGGGGAATCCGTGGGAGATGGA
EIf5 ATTCGCTCGCAAGGTTACTCC GGATGCCACAGTTCICTTCAGG
Id1 CCTAGCTGTTCGCTGAAGGC CTCCGACAGACCAAGTACCAC
Gata3 GGGTTCGGATGTAAGTCGAG CCACAGTGGGGTAGAGGTTG
Bmp4 TCTAGAGGTCCCCAGAAGCA AGGAATCATGGTGTCTTGACAGA
Gapdh CGTATTGGGCGCCTGGTCAC ATGATGACCCTTTTGGCTCC
Id2 TCCGGTGAGGTCCGITAGG CAGACTCATCGGGTCGTCC
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Tablo 3.7. (Devami) Calismada kullanilan qPCR primer dizileri

Tfap2c TGCCCACGTCACTCTCCTCA TCCGTCCCCCAAGATGTGGT
Id3 CTGTCGGAACGTAGCCTGG GTGGTTCATGTCGTCCAAGAG
Acsl4 CCTGAGGGGCTTGAAATTC GTTGGTCTACTTGGAGGAACG

DII3 GCTGGTGTCTTCGAGCTACAA TGCTCCGTATAGACCGGGAC

Fgf5 AACTCCATGCAAGTGCCAAAT CGGACGCATAGGTATTATAGCTG

Otx2 TATCTAAAGCAACCGCCTTACG GCCCTAGTAAATGTCGTCCTCTC
Bmprla GCGAACTATTGCCAAACAG GAGGTGGCACAGACCACAAG
Bmprlb GACACTCCCATTCCTCATC GCTATTGTCCTTTGGACCAG
Bmprll AATCAAGAACGGCTGTGTGCA CATGCTGTGAAGACCCTGTTIT
Smadl AGCCCAACAGCCACCCGT GCAACTGCCTGAACATCTCCT
Smad5 GCTGAACCCCATTTCTTCTG CGTTCCAGGTTAAGATCAATGC
Smad8 TCCAGCAGICTCTCTGTCCG GTGCTGGGGTTCCTCGTAG
Smadd CACTGCCTTCAAAAGATCAAAAT TGGTGTATTTGTTATGAGCATATTG

TAC TCCAT

3.16. Istatistiksel Analiz

Calismadaki tiim verilerin istatistiksel analizi GraphPad Prism 7.0 yazilimi kullanilarak

yapilmistir. Verilerin 6nce normal dagilimlar1 kontrol edilmistir. Ikili gruplarin

karsilagtirilmasi icin t-testi, ikiden fazla grubun karsilastirilmasi i¢in One Way Anova testi

kullanilmigtir. P<0.05 degeri anlamli olarak kabul edilmistir. Grafiklerdeki hata paylari

standart hatalar1 (SEM) gostermektedir. Deneysel tekrar ve gruplardaki 6rnek sayilari

figiir alt1 agiklamalarda belirtilmistir.
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4. BULGULAR

4.1. Peri-implantasyon gelisim potansiyelleri ve embriyonik soy farklanmasi

Deney siirecince toplamda 48 saatlik kiiltiir uygulamasi yapilmistir. E4.5 giinde elde
edilen blastosistler kiiltiiriin baslangi¢ saati (0. saat) olarak belirlenmistir. Implantasyonu
destekleyici kiiltiir ortaminda 48. saatin sonunda postimplantasyon yumurta silindiri
asamasina gelisen embriyolar (in vivo’da ES5.5 asamasina karsilik gelir) incelenmistir

(Sekil 4.1.).

implantasyon

o)

e

kesim 0. saat 24 saat 48 saat
L [
I 1

M2 medyumu IVC1 medyumu _

Sekil 4. 1. Implantasyonu destekleyici in vitro kiiltiiriin 0. saatinde blastosist asamas1 preimplantasyon
embriyo (sol) ve peri-implantasyon morfogenezini tamamlamis, kiiltiiriin 48. saatindeki yumurta silindiri
asamasina ulagmis post-implantasyon embriyo (sag). Mural TE’ nin uzaklagtirilmast i¢in belirlenen kesim
bolgesi kirmizi kesikli ¢izgiler ile gosterilmistir. Blastosist hiicre soylari ve bu soylardan geligen tabakalar
aym1 renklerde isaret edilmistir. Olcek=50 um.
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BMP sinyallemesinin peri-implantasyon gelisiminde bir rol oynayip oynamadigini
belirlemek i¢in, BMP sinyalini baskilayan {i¢ farkli inhibitoriin varliginda
preimplantasyon blastosist asamasindan postimplantasyon yumurta silindiri agsamasina
ulagana kadar fare embriyolar1 48 saat kiiltiire edildi. Kanonikal (Smad-bagimli) BMP
yollarini engellemek i¢in, hem BMP ligand antagonisti olan Noggin, hem de ve Smad1/5/9
fosforilasyonunu segici olarak inhibe eden i¢in kii¢iik molekiillii bir kimyasal inhibitor
olan Dorsomorphin kullanildi. Kanonikal olmayan (Smad-bagimsiz) BMP sinyal yolagini
bloke etmek icin p38 MAPK fosforilasyonunu selektif olarak inhibe eden SB203580'
kullandik.

Ik olarak, hem kanonikal hem de kanonikal olmayan BMP sinyalinin kontrol
embriyolarinda aktif oldugunu p-Smad1/5/9 ve p-p38 MAPK proteinlerinin ekspresyonu
ile dogruladik (Sekil 4.2.A). Buna gore, p-Smad1/5/9 TE tabakasinda ekspre olurken, p-
p38 MAPK tiim embriyonik tabakalarda ekspre oldugu tespit edildi (Sekil 4.2.A).

Daha sonra, ¢alismada kullanilan inhibitor molekiillerinin ve secilen tiim dozlarinin
etkinliginin dogrulanmasi i¢in, SMAD1/5/9 ve p38 MAPK proteininin fosforilasyonlari,
in vitro kiiltirde yumurta silindiri evresine ulasan postimplantasyon embriyolarda
degerlendirildi. Immiin-isaretlemeler sonras1 yapilan fosforilasyon degerlendirmeleri
sonucunda, inhibitdr uygulamasi sonrast yumurta silindiri asamasma ulagmis
postimplantasyon embriyolarda hedeflenen proteinlerin fosforile ekspresyonunu

kaybettigini teyit ettik (Sekil 4.2.B-C-D).

Bu sonuglar, implantasyonu destekleyici in vitro kiiltiir siiresince uygulanan inhibitor
molekiilleri ile muamelenin embriyolardaki Smad-bagimli ve -bagimsiz sinyal

yolaklarinin aktivitesini basarili bir sekilde baskilandigin1 dogrulamistir.

Calismanin deneysel modeli ve pre-post implantasyon embriyo gelisimi Sekil 4.3. A’da

resmedilmistir.
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Sekil 4.2. Blastosist asamasi preimplantasyon embriyolardaki aktif Smad-bagimli ve —bagimsiz (p38
MAPK) BMP sinyali (A) ve bu sinyallerin inhibitér uygulamasi sonrasi yumurta silindiri agamasindaki
postimplantasyon embriyolarda baskilanmasi (B-C-D). Kullanilan soy belirtegleri: Oct4, Epi; Gatad, PE
veya VE. Her grupta n=10. Olgek=20 pm.

Calismada her bir inhibitor molekiilii farkli konsantrasyonlarda uygulanmis ve
embryolarin gelisim potansiyelleri ile embryoda yer alan hiicre soylarina farklanma
kapasiteleri kiyaslanmistir. BMP aktivitesinin baskilanmasindan sonra, embriyolarin
belirgin morfolojik anormallikler gelistirdigi gdzlenmistir. Ozellikle, Noggin ve
Dorsomorphin ile uygulanan gruplarda, embriyolarin, kontrol muadillerine gore daha

kiiciik boyutlarda oldugu ve daha az hiicre icerdigi, EXE dokusunun zayif gelisimin
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sergiledigi incelendi (Sekil 4.3.B). Epi gelisiminin ise, hem Noggin hem de Dorsomorphin
uygulamalariin sadece yliksek dozlarinda etkilendigi goriilmiistiir (Sekil 4.3.B).

Yapilan gelisim takibi gozlemleri sonucunda, blastosistlerin BMP inhibisyonu varliginda
yumurta silindirine gelisim zamaninda olusturduklart hiicre soylarinin yiizdeleri
hesaplanmistir. Bu amacla soya 6zgli belirteclerin ekspresyonu temel alinarak hiicre
sayimlari1 yapilmis, embriyodaki her bir dokunun gelisimi belirlenmistir. Epi i¢in Oct4;
VE icin Gata4 ekspresyonu temel alinmis, DAPI temel alinarak yapilan total hiicre
sayiminin ardindan ExXE soyundaki hiicre sayis1 hesaplanmistir. BMP inhibisyonu sonrasi
embriyolarin embryonik ve ekstraembriyonik dokularindaki hiicre sayilar1 Imagel
yazilimi ile degerlendirilmistir. Buna gore, kanonikal BMP sinyal inhibit6rlerinin, tiim
soylardaki hiicre sayisinda doz-bagimli olarak 6énemli bir azalmaya neden oldugu, ancak
en ¢ok dikkati ¢gekenin, EXE ve VE soylarinin kontrol embriyoara gore gosterdigi belirgin
azalma oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.3.C-D-E). 300ng/ml” dozundaki Noggin
uygulamasinin kontrole gore %45 daha az VE, %63 daha az ExE olusumuna neden
oldugu; 500ng/ml”" dozundaki Noggin uygulamasmin kontrole gore %45 daha az VE,
%71 daha az EXE olusumuna neden oldugu; 800ng/ml™ dozundaki Noggin uygulamasimin
kontrole gore %58 daha az VE, %79 daha az EXE olusumuna neden oldugu; 0.5uM/mL
dozundaki Dorsomorfin uygulamasinin kontrole gore %60 daha az VE, %74 daha az EXE
olusumuna neden oldugu; 1uM/mL dozundaki Dorsomorfin uygulamasinin kontrole gore
%69 daha az VE, %86 daha az EXE olusumuna neden oldugu tespit edilmistir (Sekil 4.3.C-
D-E). Hiicre sayilar1 SB203580 uygulamasindan sonra da azalmis olsa da, siddetli ve
anlaml degildi (Sekil 4.3.F).
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Sekil 4.3. Smad-bagimli ve -bagimsiz BMP inhibisyonunun embriyonik soy gelisimi iizerine etkisi. A. Peri-
implantasyon kiiltiirii ve geligimi i¢in protokol. Sekil lizerindeki zaman &lgegi, in vivo’daki dogal embriyo
gelisimine esdeger gelisimsel zamanlamalar1 gostermektedir. B. Calismada kullanilan her bir kosul altida in
vitro kiiltiirlenmis embriyolarin morfolojik goriintimleri. Epi, Oct4; VE, Gata4 immiinofloresan belirtegleri
ile isaretlenmistir. Olgek=20 pum. C. 48 saatte sonra in vitro kiiltiirde gelismis yumurta silindiri asamasindaki
postimplantasyon embriyolarinda gézlenen her soy i¢in (Epi-VE-EXE) toplam hiicre sayim sonuglari. D.
Calisilan Noggin dozlarinda (300ng/ml”, n=25; 500 ng/ml”, n=32; 800 ng/ml", n=22) in vitro kiiltiir
sonrasinda, kontrol embriyolar (n = 30) ile kiyaslama sonrasi elde edilen her bir hiicre soyundaki goreceli
hiicre yiizdesi. E. Calisilan Dorsomorfin dozlarinda (0.5 uM/mL, n=29; 1 uM/mL, n=36) in vitro kiiltiir
sonrasinda, kontrol embriyolar (n=30) ile kiyaslama sonrasi elde edilen her bir hiicre soyundaki goéreceli
hiicre yiizdesi. F. Calisilan SB203580 dozlarinda (5 uM/mL, n=34; 1 uM/mL, n=36) in vitro kiiltiir
sonrasinda, kontrol embriyolar (n=30) ile kiyaslama sonrasi elde edilen her bir hiicre soyundaki goéreceli
hiicre yiizdesi. *P <0.05, **P <0.01, ***P =0.001 (Student’s t-test). Hata ¢ubuklari = SEM.

4.2. BMP/Smad yokluguna bagh gelisen bozulmus ExXE ve TKH fenotipleri
Implantasyonu destekleyici in vitro Kkiiltir sonrasinda gelisen yumurta silindiri
asamasindaki postimplantasyon embriyolarinda ExE doku hacminin dikkatlice
incelenmesi, Noggin (Sekil 4.4.A, B) ve Dorsomorfin (Sekil 4.4.C, D) uygulamasi
sonrasinda ExE kompartmaninin boyutlarinda belirgin bir azalmaya neden oldugunu
gostermistir. Dorsomorphin ile kiiltiir uygulamasi sonrasinda, EXE doku boyutlari
tarafindan  degerlendirilen  postimplantasyon embriyolarda {i¢ esas fenotip
gozlemlenmistir: (i) gerilemis ExE bolgesi (50-100 pm arasinda; %45 goriilme
sikliginda), (ii) gligliikle tanimlanabilen ExE boélgesi (50 pm'den az, %35 goriilme
sikliginda), ve (ii1) hi¢ EXE bolgesi icermeyen (0 pm, %20 goriilme sikliginda) (Sekil
44.C, D). Ugiincii kategorideki embriyolarin, sadece Epi ve c¢evreleyen VE
kompartmanlarindan olustugu dikkati ¢ekmistir (Sekil 4.4.C, D).
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Sekil 4.4. BMP sinyal inhibisyonu sonrasinda EXE soyunda ve TKH organizasyonunda gozlenen fenotip
bozulmalari. A. Noggin doz uygulamalarindan sonra gozlenen yumurta silindiri agamasi postimplantasyon
embriyo fenotipleri. Kullanilan soy belirtegleri: Oct4, Epi; Gata4, VE. Olgek = 20pum. B. Noggin doz
uygulamalarindan sonra embriyonik ve extraembriyonik kompartmanlarda yapilan O6l¢iimler sonucu
gozlenen doku boyutlari. Soldaki immiinboyanma fotografinda in vitro kiiltiir sonrast gelismis drnek bir
yumurta silindiri agamasi postimplantasyon embriyo ve embriyonik/extraembriyonik kompartmanlari
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gosterilmigtir. *P <0.05, **P <0.01, ***P = 0.001 (One-Way Anova). Hata gubuklar1 = SEM. C.
Dorsomorfin uygulamasi sonra gézlenen yumurta silindiri asamasi postimplantasyon embriyolardaki ExE
dokusu fenotipleri. Beyaz kesik ¢izgiler, dl¢iimiin yapildigi EXE bolmesini isaretler. Olgiimler Imaris
yazilimi ile yapilmustir. Kullanilan soy belirtegleri: Oct4, Epi; Gata4, VE. Olgek cubuklari = 20pm. D. In
vitro kiltiir ile kontrol ve dorsomorfin kosullarinda gelismis implantasyon sonrasi embriyolarin ExE
bélmesinde tespit edilen her fenotipinin yilizdeleri. E. 2D-tek tabakali kiiltiir kosullarinda yetistirilen
TKH’lerdeki BMP aktivitesi. TKH'ler serumsuz (serum-) veya serum igeren (serum+) veya Bmp4’iin
indiiklendigi (serum+ Bmp4+) kosullar altinda kiiltiire edildi. TKH'lerde P-Smad1/5/9 ekspresyonu her ii¢
durumda da dogrulandi ve Bmp4 indiiksiyonu ile arttig1 gozlendi. BMP sinyal yolagi iiyelerinin TKH'lerdeki
ekspresyonunun qRT-PCR analizi (altta). Smad aktivitesinin serum destegine bagli olmadigi dogrulanmas,
serum iceren veya igermeyen kosullar altinda R-Smad iiyeleri (1, 5, 8) i¢in herhangi bir degisiklik
gozlemlenmemistir. Ayrica, BMPR ve Id genleri, BMP4 indiiksiyonu ve daha az bir dl¢iide olsa da, serum
tarafindan indiiklenmistir. **P<0.01, ***P=0.001 (Student t-testi) (3 ayr1 deney). Hata ¢ubuklar1 = SEM.
Olgek gubuklari = 20um. F. Matrijel 3D gomiilii TKH kiiltiirii i¢in protokol semasi. Kontrol ve dorsomorfin
(0.1uM/mL) gruplarinda kiiltiiriin 48. saatinde polarize TKH yapisinin bir 6rnegi (sagda). Polarizasyon
aPKC belirteci ile tespit edilmistir. G. Dorsomorphin uygulamasindan sonra (0.1pM/mL; n=50) TKH
sferoid yapilariin fenotipleri: normal kavite ve azalmis hiicre sayisi; kavite olmayan ve zayif organize
yapilar; ve azalmis canlilik. Olgek gubuklar1 = 50pum. H. TKH sferoidlerinde gozlenen her fenotipinin
yiizdesi I. Dorsomorfin uygulamasindan 72 saat sonra ve TKH sferoidleri bagina tespit edilen hiicre sayisi.
Hata ¢ubuklar1 = SEM.

Hem blastosist asamasi preimplantasyon embriyorda bulunan TE tabakasi, hem de
yumurta silindiri asamasindaki ExE tabakasi, bu dokulardan izole edilebilen ve in vitro
olarak yetistirilebilen trofoblast kok hiicrelerini (TKH) icerir (Tanaka, Kunath ve ark.
1998; Uy, Downs ve ark. 2002). Bu dokularin her ikisinin de proliferatif potansiyeli,
TKH'lerin siirdiirtilebilir popiilasyonuna baglidir ve bu kok hiicrelerin siirdiiriilmesinde
meydana gelebilecek basarisizligin EXE doku olusumunu etkilemesi beklenir (Tanaka,
Kunath ve ark. 1998). Bu bilgilerden ve ilk sonuglarimizda gozledigimiz ExE doku
harabiyetinden dolayi, BMP'nin yoklugunun koék hiicre organizasyonunu etkileyip
etkilemeyecegini arastirdik. ilk olarak, TKH’lerdeki aktif BMP sinyalini immiinfloresan
isaretleme ve qQRT-PCR ile dogruladik (Sekil 4.4.E). Ek olarak, hiicre ici BMP sinyalinin
serum ve Bmp4 indiiksiyonu ile arttig1 bilindigi i¢in, TKH’lerdeki BMP sinyalinin de bu
uyaranlara cevap verir nitelikte oldugunu dogrulandi (Sekil 4.4.E). Buna gore, Smad1/5/9
fosforilasyonu protein diizeyinde; Smad ailesi elemanlar1 olan Smadl, Smad4, Smads,
Smad§8, BMP hiicre yiizeyi reseptorleri olan Bmprla, Bmprlb, Bmprll ve BMP sinyali alt
basamak hedefleri olan Id/, Id2, Id3 genlerinin TKH’lerdeki varligt mRNA diizeyinde
tespit edilmistir (Sekil 4.4.E).

Bu bulgulardan sonra, sadece TKH kullanarak, EXE doku gelisimini in vitro modellemek
amaci ile, TKH’leri Matrijel'de (normal olarak embriyoda saglanan ve EXE bdlmesini

cevreleyen bazal membrani taklit etmek icin), TKH Kkiiltiirii i¢in gerekli kosullari
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saglayacak sekilde (Tanaka, Kunath ve ark. 1998; Ohinata ve Tsukiyama 2014) gomiildi
72 saat boyunca kiiltiire edildi (Sekil 4.4.F). Deney sonucunda oncelikle olusturulan EXE
modelinin dogrulanmasi i¢in membran belirteci F-Aktin’in ii¢ boyutlu TKH sferoid
olusumunu isaretledigi; polarite belirteci aPKC’nin TKH sferoidlerinde kavite olusumuna
bagli olarak hiicrelerin apikal yilizeylerinde ekspre oldugu; ExXE soy belirteci Cdx2’nin
ekspresyonunun siirdiiriildiigii teyid edilmistir (Sekil 4.4.F). Bu 6zellikler Dorsomorfin
uygulanan grupta devam etse dahi, TKH sferoid boyutunun kontrole gore azalmis oldugu
dikkati ¢ekmistir (Sekil 4.4.F). TKH ile olusturulan ExE gelisim modelinde 50 ng/ml'1
Noggin; ya da 0.1 puM/mL Dorsomorfin; ya da 0.5 uM/mL SB203580 inhibitorleri
varliginda yapilan kiiltiir sonucunda, BMP/Smad sinyalinin inhibe edilmesi sonucunda
olusan TKH sferoid organizasyonunun degisken oldugu ve daha 6nce BMP/Smad sinyali
inhibe edilmis yumurta silindiri asamasi embriyolarindaki ExE dokusunda
gozlemledigimiz fenotiplerini yansittigini1 bulduk (Sekil 4.4.G). Dorsomofin gruplarinda
spesifik olarak gozlenen ii¢ esas fenotip tipleri su sekildedir; (i) %40 oraninda normal
kavite gosteren fakat hiicre sayis1 azalmis, (i1) %30 oraninda kavite olamayan ve zayif
organizasyon gosteren, (iil) %30 oraninda 6lmekte olan hiicreler igeren (piknotik ve
parcalanmis hiicre cekirdegi ile tanimlanmistir) TKH sferoid fenotipleri gozlenmistir

(Sekil 4.4.G, H, I).

TKH sferoidlerinde tespit edilen fenotipler, BMP/Smad sinyal yolagi inhibisyonunu
takiben implantasyon sonrasi embriyolarin EXE bolmesinde (Sekil 4.4.C, D) gézlenenler
benzer oldugu ve boylece, TKH sferoid yonteminin EXE doku olusumunu taklit etmek
i¢in bir in vitro model sagladigini géstermistir. Tiim bu sonuglar, pre-post implantasyon
geciste ve 6zellikle de ekstraembriyonik soyun gelisiminde Smad-bagimli BMP sinyalinin

onemli katilimin1 gostermektedir.

4.3. BMP/Smad sinyal inhibisyonunun implantasyon sonrasi1 embriyolardaki ExE
doku gelisiminden sorumlu transkripsiyon faktorleri iizerine etkisi

Azalmis hiicre sayis1 ve degismis fenotipler ile ilgili bulgularimiz, BMP sinyal yolagi

inhibisyonu sonrasinda, ExE soy olusumundan sorumlu molekiiler belirteglerin

ekspresyonunu arastirmak i¢in bizi yonlendirmistir. Eomes, EXE spesifikasyonu i¢in kritik

olan bir transkripsiyon faktérii oldugu i¢in, oncelikle Eomes ekspresyonunu pre-post
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implantasyon gecis siiresince in vitro kiiltiirde gelistirilmis, kontrol ve BMP-inhibe
edilmis implantasyon sonrast yumurta silindiri asamasindaki embriyolarda
degerlendirdik. 48 saatlik Dorsomorfin uygulamasinin ardindan EXE soyundaki Eomes
ekspresyonunun kontrol embriyolara gore ciddi sekilde geriledigi, ancak SB203580
uygulamasi sonrasi degismedigi gézlenmistir (Sekil 4.5.A). Ayrica, BMP inhibe edilmis
implantasyon sonrasi embriyolarda Cdx2, Tfap2c ve EIf5 dahil olmak iizere, EXE
formasyonundan sorumlu oldugu bilinen diger transkripsiyon faktorlerini de analiz ettik.
Buna gore, Cdx2 ekspresyonunun higbir tedaviden hi¢bir zaman etkilenmedigi; sadece
Dorsomorfin uygulamasindan sonra Tfap2c ekspresyonunun kismen azaldigi; EIf5
ekspresyonunun ise belirgin bir sekilde azaldigi bulunmustur (Sekil 4.5.B).
Immiinfloresan igaretlemeler sonucu goézlenen bu bulgular, Image J yazilimi kullanilarak
floresan sinyal yogunlugu 6l¢iilmiis ve nicellestirilmistir (Sekil 4.5.C). Ayni sonug, in vivo
implantasyon sonrasi E5.5 asamasinda desidual diseksiyon ile elde edilen ve 24 saat
stiresince in vitro kiiltlire edilen dorsomorfin uygulanmis grupta da elde edilmistir (Sekil
4.5.D). Buna gore, dorsomorfin uygulamasi sonucu ExE dokusunun kontrole gore az

gelisim gosterdigi; EIfS ekspresyonunu ise kaybettigi bulunmustur (Sekil 4.5.D).

Son olarak, EXE doku kimliginin kazanilmasindan sorumlu traskripsiyon faktorlerinin
ekspresyon seviyelerini qRT-PCR ile analiz edilmistir. Bu amagla, o6ncelikle, kontrol ve
inhibitér uygulanmis gruplarda implantasyonu destekleyi in vitro kiltir ile
postimplantasyon asamasina ulagmis yumurta silindiri morfolojisindeki embriyolarin EXE
kompartmanlari izole edildi (Sekil 4.5.E; aynica bkz. yontem). EXE kompartmanlarindaki
Smad yolag: alt basamak substratlar1 olan /d/, 1d2, Id3 genlerinin mRNA seviyelerinin
Noggin ve Dorsomorfin gruplarinda anlamli olarak azaldig1 gozlendi (Sekil 4.5.E). Cdx2,
Tfap2c, Gata3 mRNA ekspresyonlarmin Smad-bagimli veya —bagimsiz sinyal
inhibisyonundan etkilenmedigi bulundu. Buna karsin, Eomes ve EIf5 mRNA ekspresyon
seviyelerinin ise, hem Noggin hem de Dorsomorfin uygulanmis gruplarda anlamli

derecede azaldig1 incelenmistir (Sekil 4.5.E).

47



Merge + DAPI

>

Gata4Oct4 DAPI

GatadDAPI

invivoes.s WD

Dorsomorphin

Dorsomorphin

SB

CDX2/DAPI

o
®

Eomes/DAPI
I
il
Floresan yogunlugu [AU]

Floresan yogunlugu [AU] (9]

in vivo E5.5 embriyo

ELF5/DAPI
[H

Floiesan yogunlugu [AU]
TFAP2C/DAPI
g & ¢ 8
i
T
Floresan yogunlugu [AU]
4 )
& D];
]
in vivo E5.5 embriyo
Dorsomorp

m

mVE 1.0

nan 0

3. ExE
izolasyonu

0.5

0.0-
Eomes + EIf5 Tfap2c _ Gata3
— 51

1. VE uzaklastirma 2. EPI-EXE doku
sinirindan kesim

EmES5.5 embryo 24
@ Kontrol

EENoggin 0.54 0.54 0.5 1
Bl Dorso

msB 0.0- 0.0+ 0.0- 0-
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sorumlu transkripsiyon faktorleri {izerine etkisi. A. Kontrol, Dorsomorfin (1 pM/mL, n=10) ve SB203580
(5 pM/mL; n=8) gruplarinda kiiltiiriin 48. saatindeki Eomes protein ekspresyonu. Oklar EXE dokusunda
Eomes ekspresyon kaybini isaret etmektedir. Kullanilan soy belirtegleri: Oct4, Epi; Gatad4, VE.
Olgek=20pm. B. Ayni kosullarda kiiltiire edilen implantasyon sonrasi embriyolarda EXE olusumundan
sorumlu transkripsiyon faktorlerinin (Cdx2, Tfap2C, EIf5) ekspresyonu. C. Immiinfloresan sinyal
yogunlugu nicel grafikleri. Flouresans yogunlugu, her bir embriyo i¢in 6 farkli Z-diizleminde 6l¢iildii, daha
sonra DNA-kanalina (DAPI) normalize edildi ve ortalama alindi. ANOVA testi, ** P <0.01, *** P =0.001
(ANOVA, Tukey testi), grup bagina n = 6. Hata Cubuklari = SEM. D. E5.5 asamada elde edilmis ve 24 saat
kiiltiir sonrasinda kontrol ve dorsomorfin gruplarinda gézlenen Cdx2, Tfap2C, EIf5 protein ekspresyonu.
Sol panelde, turuncu vurgulanmis ana hatlar, 0-24 saat araligindaki EXE gelisimini isaret eder. Olgek=50pum.
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E. implantasyon sonras1 embriyolarda EXE belirtegleri ve Id genlerinin qRT-PCR analizi. Soldaki ¢izim
gRT-PCR analizi i¢in EXE izolasyonunu gostermektedir. * P <0.05, ** P <0.01, *** P = 0.001 (ANOVA,
Tukey testi). Hata gubuklar1 = SEM. (Grup basina n = 5).

4.4. BMP/Smad sinyal inhibisyonunun trofoblast kok hiicre Kimliklerinin
siirdiiriilmesine etkisi
ExE dokusunda ekspresyon seviyeleri degistigi gozlenen Cdx2-Eomes-EIf5, aym
zamanda TKH kimligini koruyan temel transkripsiyon faktorleri oldugundan (Latos and
Hemberger 2014, Latos, Sienerth ve ark. 2015, Lee, Gardner ve ark. 2016), bu sonuclar
BMP/Smad sinyal inhibisyonu altinda kok hiicre devamliliginda bir basarisizlik oldugunu
disiindiirmektedir. Bu hipotezi spesifik olarak arastirabilmek i¢in, RNAi teknolojisi
kullanarak TKH’lerde ekspre olan Smad5 genini susturduk ve bu kosullar altinda gelisen
TKH’lerde kok hiicre kimliklerinin korunmasindan sorumlu transkripsiyon faktorlerinin
ekspresyon degisimlerini analiz ettik. Hiicre yiizeylerindeki BMP reseptorlerine ligand
baglanmasi ile fosforilasyonunun ardindan R-Smad’lar olarak bilinen Smadl, -5 ve -8,
Smad4 ile kompleks olusturur ve bu kompleks niikleusa gegerek sinyal yolaginin
aktivitesini devam ettiririr. Herhangi bir R-Smad elemaninin foksiyonel olarak bozulmasi,

tim Smad-bagimli sinyali yok eder (Nishimura, Hata ve ark. 2003). Bu nedenle, Smad

yolaginin fonksiyonel susturulmasi i¢in ¢alismada Smad5 siRNA kullanilmastir.

TKH kiiltiiriinde siRNA uygulamasi sonrasinda ilk olarak, qRT-PCR ile genin
susturulmasi dogrulanmistir (Sekil 4.6.A). Smad5'in susturulmasinmi takiben, diger R-
Smad kompleksi iiyeleri de daha az eksprese edildigi ve p-SMAD1/5/9 proteininin de
ekspresyonun TKH hiicre kiiltiitiiriinde kaybedildigi teyid edildi (Sekil 4.6.A). Onemli
olarak, TKH belirtecleri olan Eomes, Elf5, Gata3, Ets2, Fgfr2 ve NrObl nin ekpresyon
seviyeleri, kontrol siRNA ile transfekte edilmis TKH’ler ile karsilastirildiginda, Smad
yolag1 susturulmus grupta azaldig bulunmustur (Sekil 4.6.B). Ayrica Smad5 siRNA ile
transfeksiyon sonrasinda /d1, -2 ve -3 genlerinlerinin ekspresyon seviyeleri de gerilemistir

(Sekil 4.6.C).

Gen diizeyinde gozlenen bu sonuclar1 protein diizeyinde dogrulamak amaci ile yapilan
immiinfloresan isaretlemelerde Eomes ve EIf5 ekspresyonunun Smad5 siRNA
transfeksiyonu sonrasi baskilandigi; Cdx2 ve Tfap2c ekpresyonunun ise etkilenmedigi

gorilmistiir (Sekil 4.6.D).
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Sekil 4.6. TKH Kkiiltiiriinde Smad5 siRNA transfeksiyonu ile BMP/Smad yolaginin susturulmasinin TKH
belirte¢ ekspresyonlarina etkisi. A. Smad5 siRNA transfeksiyonu sonrasi Smad5, Smadl, Smad4 ve
Smad8’in goreli mRNA ekspresyon yiizdeleri (sol) ve p-SMAD1/5/9 protein ekspresyon kaybi (sag). Hata
Cubuklar1 = SEM. n=2 deneysel tekrar. B. Smad5 siRNA transfeksiyonu sonrasit TKH belirteclerinden
Cdx2, Eomes, Elf5, Tfap2c, Gata3, Esrrb, Ets2, Fgfr2 ve NrObl nin goreli mRNA ekspresyon seviyeleri.
Hata Cubuklar1 = SEM. n=2 deneysel tekrar. C. Smad5 siRNA transfeksiyonu sonrasi /d!, Id-2 ve Id-3’in
goreli mRNA ekspresyon seviyeleri. Hata Cubuklar1 = SEM. n=2 deneysel tekrar. D. Smad5 siRNA
transfeksiyonu sonrast TKH belirteclerinden Cdx2, Eomes, EIf5 ve Tfap2c’nin protein ekspresyonlari.

Son olarak, Matrijel’de yetistirilen TKH ile olusturulan EXE gelisim modelinde bu anahtar
transkripsiyon faktorlerinin ekspresyon diizeylerini BMP inhibitorleri varliginda
arastirdik. Sadece Dorsomorfin uygulamasindan sonra, TKH sferoidlerinin Eomes ve EIf5
protein ekspresyonunu kaybettigi, Cxd2 veya Tfap2c proteinlerinin varligini ise
stirdiirdiigiinii gozlendi (Sekil 4.7.A, B). Floresan sinyal yogunlugu olgmii ve
nicellestirmelerinde bu iki proteinin ekpresyonunun anlamli diizeyde azaldigi teyid

edilmistir (Sekil 4.7.C).

TKH kimliginin kazanilmasindan sorumlu traskripsiyon faktorlerinin ekspresyon
seviyelerinin qRT-PCR ile analizi sonucunda, oOncelikle Smad yolagi alt basamak
substratlar1 olan Id1, 1d2, 1d3 genlerinin mRNA seviyelerinin Noggin ve Dorsomorfin
gruplarinda anlamli olarak azaldig; Cdx2, Tfap2c, Gata3 mRNA ekspresyonlarinin
Smad-bagimli veya —bagimsiz sinyal inhibisyonundan etkilenmedigi; Eomes ve EIf5
mRNA ekspresyon seviyelerinin ise, hem Noggin hem de Dorsomorfin uygulanmis

gruplarda anlaml1 derecede azaldig1 incelenmistir (Sekil 4.7.D).

Sonug olarak, BMP/Smad yolag1 baskilanmis TKH’lerde gozlenen tiim bu bulgular,
BMP/Smad yolag1 baskilanmig implantasyon sonrasi embriyolarda ExE soyunda

gbdzlemlenen bulgular ile tutarli bulunmustur.
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Sekil 4.7. BMP sinyal inhibisyonunun TKH devamliligindan sorumlu transkripsiyon faktorleri iizerine
etkisi. A. 3D-Matrijel i¢erisinde gelistirilmis TKH sferoidlerinde 48 saat Dorsomorphin (0.1puM/mL; n=24)
ve SB203580 (I1uM/mL; n=22) uygulamalarmin ardindan Eomes ve B. Cxd2, Tfap2c, EIf5 protein
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ekspresyonlari. Olgek = 20pm. C. Immiinfloresan sinyal yogunlugu nicel grafikleri. Flouresan yogunlugu,
her bir TKH sferoidi igin 6 farkli Z-diizleminde 6l¢iildii, daha sonra DNA-kanalina (DAPI) normalize edildi
ve ortalama alindi. ANOVA testi, ** P <0.01, *** P = 0.001 (ANOVA, Tukey testi), grup basma n = 6.
Hata Cubuklar1 = SEM. D. qRT-PCR analiz sonuglari. ** P <0.01, *** P = 0.001 (ANOVA, Tukey testi)
(n= 3 deneysel tekrar).

4.5. implantasyonu destekleyici in vitro Kkiiltirde BMP sinyali baskilanmis
embriyolardaki hiicre 6liimiiniin degerlendirilmesi

Tespit edilen gen transkripsiyonundaki bu degisikliklerin hiicre fonksiyonlarini nasil

etkiledigini gormek i¢in, BMP inhibisyonlu embriyolarda 6nce hiicre Oliimiini ve

ardindan proliferasyonu izledik.

Ilk olarak, embriyolar, 24 veya 36 veya 48 saat boyunca 500ng/ml”" dozunda Noggin,
IuM/mL dozunda Dorsomorfin veya 10uM/mL dozunda SB203580 varliginda
implantasyon Oncesi blastosist agamasindan, implantasyon sonrasi yumurta silindiri
asamasina kadar kiiltiire edildi ve apoptoz yolagi son belirteci olan cleaved-kaspaz-3'in
ekspresyonu agisindan incelendi (Sekil 4.8.A). Tiim gruplarda 24 saat veya 36 saat
uygulama sonrasi cleaved-kaspaz-3 ekspresyonu agisindan fark bulunmazken, 48 saat
sonrasinda artmis cleaved-kaspaz-3 ekspresyonu dikkati ¢ekmistir (Sekil 4.8.A). Soy
belirtegleri ile ortak yapilan apoptotik hiicre sayimi degerlendirmesi sonrasinda, 6zellikle,
apoptozdaki en Onemli artisin Epi soyunda oldugu (kontrol embriyolarn ile
karsilastirildiginda; Noggin icin 4.4-kat, Dorsomorphin i¢in 10.6-kat, SB203580 i¢in 2.2-
kat) bulunmustur (Sekil 4.8.B).

Daha sonra hiicrelerde gergeklesen oliimiin gergek zamanl olarak incelenebilmesi i¢in
kirmizi bir floresan hiicre 6lim habercisi olan SYTOX'un varliginda, pre-post
implantasyon gelisim doénemindeki embriyolar in vitro kiiltiir sliresince time-lapse ile
goriintiilendi (Bedzhov and Zernicka-Goetz 2014). Ger¢ek zamanli goriintiilemeler
sonucunda SYTOX-pozitif hiicrelerin, Noggin uygulamasindan sonra gelismekte olan

yumurta silindirinin Epi kompartmaninda yogunlastigini gozlemledik (Sekil 4.8.C).
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Sekil 4. 8. BMP sinyali baskilanmig pre-post gegisi donemindeki embriyolarda hiicre o6liimiiniin
degerlendirilmesi. A. Noggin (500ng/ml™), Dorsomorfin (1pM/mL) veya SB203580 (5uM/mL) varliginda
peri-implantasyon gelisim sirasinda 24 saat, 36 saat ve 48 saatte incelenen Cleaved-kaspaz-3 ekspresyonu.
Kullanilan soy belirtegleri: Oct4, Epi; Gata4, VE. Olgek = 20um. B. Kontrol ve inhibitér uygulamalar
sonrasi 24 (iist), 36 (ortada), 48 saat (altta) her soyda tespit edilen cleaved-kaspaz-3 ekspresyonu i¢in pozitif
hiicre ylizdesini gosteren miktarlar (grup basina en az 6 embriyo) *P <0.05, *** P =0.001 (ANOVA, Tukey
testi). Hata ¢ubuklart = SEM. C. Implantasyonu destekleyici in vitro kiiltiir siiresince time-lapse canli
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goriintiileme. Olmekte olan hiicreler, bir kirmizi hiicre 6liim habercisi olan SYTOX ile isaretlenmistir
(kontrol n=11; Dorsomorfin n=13). Beyaz kesikli ¢izgiler embriyonun dis sinirini, sar1 kesikli ¢izgiler ortaya
¢ikan proamniyotik kavitenin yerini isaretler. Canli goriintiileme sonucunda embriyo fikse edilmis ve Oct4,
Gata4 soy belirtegleri ile Cleaved-Kaspaz-3 igin immiinboyanmustir (en sag). Olgek= 20pum.

Sonug olarak, hem apoptoz hem de canli hiicre 6liim analizleri, BMP inhibisyonunun Epi
soyunda hiicre oliimiine yol agtigin1 ve Epi soy gelisimi i¢in sagkalim roliinii ortaya

koydugunu gostermektedir.

4.6. implantasyonu destekleyici in vitro Kkiiltirde BMP sinyali baskilanmis
embriyolardaki hiicre proliferasyonunun degerlendirilmesi

Kok hiicrelerin kayda deger proliferatif kapasiteye sahip oldugu bilinmektedir.

Proliferasyon diizensizligi veya kayb1 sonucta kok hiicre tiikenmesine yol agar (Orford

and Scadden 2008).

ExE soyundaki kok hiicrelerin BMP/Smad sinyal inhibisyonundan sonra kok hiicre
kimligini yitirdikleri gozlemimize bagli olarak, sirasiyla Epi ve EXE gelisimini taklit eden
in vitro bir model olarak Matrigel'de yetistirilen EKH ve TKH sferoidlerinde
proliferasyonu arastirdik. 48 saat siireyle inhibitérlerle muamele edilen EKH ve TKH
sferoidleri, bir proliferasyon belirteci olan Phospho-Histone-H3 (H3S10-P) proteininin
ekspresyonu acisindan degerlendirilmistir (Chadee, Hendzel ve ark. 1999, Strahl and Allis
2000). Buna gore, EKH yapilarinda hi¢bir degisiklik gézlenmezken, BMP/Smad inhibitor
uygulamasi sonrasinda TKH yapilarinda H3S10-P ekspre edilen hiicrelerde énemli bir
azalma saptand1 (Sekil 4.9.A, B, D, E). H3S10-P ekspresyonu ayni zamanda,

implantasyon sonrasi embriyolarda da degerlendirildi (Sekil 4.9.C).
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Sekil 4. 9. Kok hiicre-kaynakli doku benzeri sferoidlerde ve in vitro kiiltiirde gelismis implantasyon sonrasi
embriyolarda proliferasyon degerlendirmesi. A. Kontrol, Noggin (150ng/ml™"), Dorsomorfin (0.5uM/mL)
veya SB203580 (1uM/mL) varliginda EKH sferoidlerindeki H3S10-P ekspresyonu. B. Kontrol, Noggin
(50ng/ml™), Dorsomorfin (0.1pM/mL) veya SB203580 (1uM/mL) varhiginda TKH sferoidlerindeki H3S10-
P ekspresyonu. C. In vivo desidual diseksiyon ile elde edilmis E5.5 embriyo, in vitro kiiltiir kontrol, Noggin
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(500ng/ml™"), Dorsomorfin (1pM/mL) veya SB203580 (5uM/mL) varliginda implantasyon sonrasi
embriyolarda H3S10-P ekspresyonu. Olgek=20um D. EKH ve E. TKH sferoidlerinde H3S10-P
ekspresyonu i¢in pozitif hiicre yiizdesi. Deney grubu basina en az 20 sferoid analiz edilmistir. **P <0.01
(Student-t testi). Hata Cubuklar1 = SEM. F. Implantasyon sonrasi embriyolarda her soydaki H3S10-P
ekspresyonu icin pozitif hiicre yiizdesi. Kontrol (n = 9), Noggin (500ng/ml-', n = 10), dorsomorfin
(1uM/mL, n=10), SB203580 (5uM/mL, n =9). Hata Cubuklari = SEM. G. Kiiltiiriin 30 ve 48. saatlerindeki
ornek 3D embriyo morfolojileri. Kullanilan soy belirtegleri: Oct4, Epi; Tfap2c, EXE. Sol taraftaki grafikler
Epi ve EXE kompartmanlarindaki hiicre sayisinin zamana bagl degisim analiz sonuglarini gostermektedir.

Kontrol ve inhibitér uygulamis gruplardan edilen embriyolardaki soylar arasinda H3S10-
P ekspre eden hiicrelerin ortalama yiizdesi agisindan bir fark saptanmamasia karsin
(Sekil 4.9.F), onceki bulgularimizda goézlenen EXE dokusu hiicre sayisindaki belirgin
azalma ve anlamli olmayan hiicre 6liimii, siiresi uzamis hiicre dongiisiinii ve buna bagimli
gerilemis gelisimi onermekte idi. Bu nedenle, EXE ve Epi kompartmanlarindaki zamana
bagl hiicre sayisindaki artis analiz edilmistir (Sekil 4.9.G). Bu amagla Tfap2c, ExE
belirteci olarak; Oct4, Epi belirteci olarak kullanilmis ve implantasyonu destekleyici in
vitro kiiltiirtin 24, 36 ve 48. saatlerinde her bir kompartmandaki hiicre sayis1 Image J
yazilimi ile sayilmistir. Daha sonra her bir kompartmandaki ortalama hiicre sayilar1 ve
zamana bagimli % degisimleri hesaplanmistir (Sekil 4.9.G). Analiz sonucunda, Epi
kompartmaninda zamana bagli normal hiicre sayisal artis1 tespit edilirken; EXE
kompartmaninda 24-36 saat araliginda gozlenen normal artig, 36-48 saat araliginda
Noggin ve Dorsomorfin muamelesi sonrasi dramatik bir sekilde durakladigi ve kontrol ile
SB203580 uygulamasi yapilan embriyolara gore ¢ok geri kaldigi belirlenmistir (Sekil
4.9.G).

4.7. BMP inhibitorleri varhginda peri-implantasyon epiblast gelisimi, kavitasyon ve
embriyonik kok hiicre pluripotansi faz degisiminin degerlendirilmesi
BMP/Smad sinyal inhibisyonunun pre-post implantasyon gecisindeki embriyolarda Epi
tabakasindaki hiicre 6liimiinii arttirdigina yonelik bulgularimiz, Epi olusum siirecini daha
fazla arastirmamiza temel olusturdu. Oncelikle, implantasyonu destekleyici in vitro kiiltiir
stiresince time-lapse goriintiileme analizleri ile Epi gelisimi ve kavitasyon olusumu canli
ve dogrudan gozlendi (Sekil 4.10.A). Epi tabakasi ve kavitasyonun izlenebilir olmasi i¢in
CAG-GFP membran habercisi transgenik farelerden elde edilmis embriyolar kullanildi.
Dogrudan ve canli gozlemler sonucunda, kontrol embriyolarinda kiiltiiriin 24. saatte
olusmaya baslayan Epi kavitesinin 48. saatte kadar genislemeye devam ettigi,

postimplantasyon yumurta silindiri embriyosunun morfolojisine uyumlu olarak elonge
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oldugu ve normal gelismis ExE kaviteleri ile birleserek proamniyonik kaviteyi
olusturdugu gozlendi (Sekil 4.10.A). Ancak, Dorsomorfin uygulanmis embriyolarda, 24.
saatte kavite olusum baslangici izlenmesine karsin, gerilemis embriyo gelisimi ve ExE
doku kaybina bagl yumurta silindiri morfolojisinin kazanilamamasi, kavitenin ekspanse
olmamas1 ve proamniyotik kavite olusumunun izlenememesi dikkati ¢ekmistir (Sekil

4.10.A).

Daha sonra, pre-post implantasyon gecisinde Epi doku kimliginin kazanilmasindan
sorumlu traskripsiyon faktorlerinin ekspresyon seviyelerini qRT-PCR ile analiz ettik.
Normal bir pre-post implantasyon gecisinde, blastosistin Epi tabakasindaki naif fazdaki
pluripotensi kimligi, yumurta silindiri embriyosunun Epi tabakasindaki yonlenmis fazdaki
pluripotensi kimligi ile yer degistirir. Bu amagla, oncelikle, kontrol ve inhibitor
uygulanmig gruplarda implantasyonu destekleyi in vitro kiiltiir ile postimplantasyon
asamasina ulagsmis yumurta silindiri morfolojisindeki embriyolarin Epi kompartmanlari
izole edildi (Sekil 4.10.B; aynica bkz. yontem). Epi kompartmanlarindaki Smad yolag alt
basamak substratlar1 olan Idl, 1d2, 1d3 genlerinin mRNA seviyelerinin Noggin ve
Dorsomorfin gruplarinda anlamli olarak azaldig: teyid edildi (Sekil 4.10.B). Islenmis faz
pluripotensi belirte¢ genleri olan Acsl4, DII3, Fgf5 ve Otx2 mRNA ekspresyonlarinin
Smad-bagimli sinyal inhibisyonunda, kontrol gruplarina kiyasla anlamli derecede arttigi

bulundu (Sekil 4.10.B),

Embriyolarda gozlenen bu bulgulardan sonra Matrigel'de yetistirilen EKH sferoidlerini,
dogal bir Epi dokusunun in vitro pre-post implantasyon yapay gecis modeli olarak
inceledik. Matrigel'de 24, 36 ve 48 saat boyunca yetistirilen EKH sferoidlerinin spontan
organizasyonu ve liimenogenezi, polarizasyon ve liimen olusumu igin bir belirte¢ olan
Podokalaksin ekspresyonu varligi ile analiz edildi (Sekil 4.10.C). BMP inhibisyonundan
sonra, tiim EKH yapilari, kontrollere benzer sekilde polarize bir organizasyon gosterdi
(Sekil 4.10.C) ve kavite olusumunun BMP sinyal inhibisyonundan etkilenmedigi tespit
edildi (Sekil 4.10.C). Daha sonra, EKH sferodlerinde naiften yonlenmis pluripotensiye
gecis ile iliskili genleri analiz ettik. Literatiirde daha 6nceden bildirildigi gibi (Boroviak,
Loos ve ark. 2014) standart 2D-jelatin ile kaplanmus kiiltiir kosullar1 2i-LIF yokulugunda,
EKH farklanmasini ve yonlenmis faza gecisi dramatik bir sekilde arttirdigi teyid edildi.
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3D-matrijel ile kaplanmis kiiltiir kosullarimin ise 2i-LIF yokulugunda naif-yonlenmis
pluripotensi faz gecisini sadece Smad-bagimli BMP sinyalinin bloklanmasi dahilinde
arttirdig: belirlendi (Sekil 4.10.D). Islenmis pluripotensi belirte¢ genlerinden Acsi4, DII3,
Fgf5 ve Otx2 mRNA ekspresyonlarinin Smad-bagimli sinyal inhibisyonunda, kontrol
gruplarina kiyasla anlamli derecede arttig1 bulundu (Sekil 4.10.D).

4.8. Kok-hiicre kaynakli model embriyolarda BMP inhibisyonu sonrasi morfogenez
Bu calismada, implantasyon asamasli zamanindaki ve sonrasindaki
embriyonik/ekstraembriyonik etkilesimlerin esas oldugu erken embriyogenez
basamaklarini iki farkli kok hiicre tipi kullanarak in vitro ortamda taklit edilmesi amaci
ile matrijel icersinde EKH ve TKH ko-kiiltiir teknigi kullanilmistir (Harrison, Sozen ve

ark. 2017).

Implantasyonu destekleyi in vitro kiiltirde pre-post implantasyon gecisindeki
embriyolarda BMP inhibisyonu sonrasinda gdzlenen morfolojik degisikliklerin
olusturulan kok-hiicre kaynakli embriyo modelinde de test edilmesi i¢in, EKH-THK ko-
kiiltiirinde BMP inhibisyon uygulamasi yapilmistir. 50 ng/ml” dozunda Noggin
uygulamasinin ardindan matrijel ko-kiiltiiriinde 72 saat sonra gozlenen azamis sferoid
varhig1 dikkati ¢ekmistir. (Sekil 4. 11.A). Kiiltiir ortamina yapilan detayli incelemeler
sonucunda, Bmp inhibisyonu sonrasinda, EKH-TKH birlikteligi ile olusmus kok-hiicre
kaynakli model embriyolarin EHK-kaynakli embriyonik kompartmaninda géze ¢arpan bir
boyut farkliligi incelenmezken, THK-kaynakli ekstraembriyonik kompartmandaki
belirgin azalmis boyutlar dikkati ¢gekmistir (Sekil 4. 11.A). Bu mikroskobik incelemenin
molekiiler olarak dogrulanmasi i¢in immunofloresan igaretleme analizi yapilmistir. Buna
gore oncelikle hiicre ici BMP sinyalinin etkin bir sekilde inhibe edildigi P-Smad1/5/9
proteininin ekspresyon kaybi ile dogrulanmistir (Sekil 4. 11.B). Noggin uygulanmig
gruplarda azalmis kompartman boyutlari ve THK-kaynakli ekstraembriyonik
kompartmanda kavitenin olusmamasmma bagli olarak proamniyotik kavitenin

sekillenememesi dikkati ¢gekmistir (Sekil 4. 11.B).
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Sekil 4. 10. BMP/Smad inhibisyonundan sonra EKH sferoidlerinde ve Epi soyunda artmis hiicre
farklanmas1. A. Implantasyonu destekleyici in vitro kiiltiir siiresince time-lapse canli gériintiileme.
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CAG-GFP membran habercisi transgenik embriyolar
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kullanilmistir. Sar1 kesikli cizgiler gozlenen kaviteyi isaretler. B. Implantasyon sonrasi embriyolarda
yonlenmis pluripotensi belirtegleri ve Id genlerinin Epi dokusundaki ekspresyon seviyesini belirlemek i¢in
yapilan qRT-PCR analizi. Soldaki ¢izim qRT-PCR analizi i¢in Epi izolasyonunu gostermektedir. *P <0.05,
**P <0.01, ***P=0.001 (ANOVA, Tukey testi). Hata cubuklar1 = SEM. (grup basina n=5). C. 3D-Matrijel
icerisinde gelistirilmis EKH sferoidlerinde 24, 36 ve 48 saat Noggin, Dorsomorphin ve SB203580
uygulamalarmin ardindan kavite olusumunun Podogalaksin ekspresyonu ile incelenmesi. Kavite olusumun
BMP inhibitor uygulamalarindan etkilenmedigi tespit edilmistir. D. EKH’lerde modellenen pluripotensi faz
degisiminin qRT-PCR analiz sonuglari. *P <0.05, ** P <0.01, *** P = 0.001 (ANOVA, Tukey testi) Hata
Cubuklar1 = SEM. (n= 3 deneysel tekrar).
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Sekil 4. 11. Kok-hiicre kaynakli model embriyolarda ger¢eklesen morfogeneze BMP sinyal
inhibisyonunun etkisi. A. Kok-hiicre kaynakli model embriyo iiretimi i¢in olusturulan matrijel
ortaminin 72. saatinde, kontrol ve noggin uygulanmis gruplarin kii¢iik biiylitmeleri (iist panel). Kontrol
ve noggin grubunda gozlenen kok-hiicre kaynakli model embriyo, ko-kiiltiirlin 72. saati (alt panel).
TKH kompartmaninda gézlenen azalmis boyutlar dikkat ¢ekicidir. B. Kontrol ve noggin grubundan
elde edilmis kok-hiicre kaynakli model embriyo, ko-kiiltiiriin 72. saati. Kullanilan soy belirtegleri:
Oct4, EHK-kaynakli embriyonik kompartman.
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5. TARTISMA

Embriyonik hayatin fertilizasyon ve implantasyon arasindaki yaklasik 1 haftalik donemi
olan preimplantasyon gelisim memelililere 6zgii ve tiim memelilerde 6zdes olup, basarili
bir implantasyon ve gebeligin devamlilig1 i¢in hayati 6nem tasimaktadir. Embriyonik
hayatin ikinci haftasina geciste, gelisen embriyonun uterus dokulari ile etkilesimi ve
devaminda uterin doku igerisine invazyonunu kapsayan implantasyon siireci baslar.
Yapilan ¢alismalarda, insan embriyolarinin yalnizca %40'min basaril bir sekilde uterusa
implante oldugu belirlenmistir (Edwards 1997). Implantasyon zamaninda, kiiresel
morfolojideki hiicreler toplulugu olan blastosist evresindeki embriyonun, karmasik
zaman-mekansal morfolojik ve genetik doniisimleri ile yumurta silindiri olarak
adlandirilan implantasyon sonrasi embriyonik morfoloji olusur. Dogru embriyonik
morfogenez icin temel olusturan bu gegis sirasinda hiicresel yeniden organizasyon ve
hiicre ici sinyal yolaklariin kontrol mekanizmalari, uterus dokulari igerisine gémiilmekte
olan embriyoya erigimin olmamasi nedeni ile biiylik dlgiide arastirilamamistir. Ayrica,
implantasyon ve erken postimplantasyon donemindeki embriyonun ¢ok kii¢iik boyutlari,
hassasiyeti ve sayica yetersizligi arastirmalar agisindan giiniimiize kadar siiregelen

limitasyonlar olmustur.

Bu tez c¢alismasi ile, literatiirde ilk kez, maternal dokular olmaksizin implantasyon
asamasinin Otesinde embriyonik gelisime izin veren bir in vitro protokol kullanilarak
(Bedzhov and Zernicka-Goetz 2014), implantasyon sonrasi morfogenetik gecis
sirasindaki sinyal olaylarinda BMP yolaginin rolii incelenmistir. BMP sinyalinin
kanonikal ve kanonikal olmayan mekanizmalarin1 degerlendirerek, fare embriyosunun
erken implantasyon sonrasi gelisimi sirasinda ekstraembriyonik ektoderm dokusunun
dogru oOzellesmesi i¢in Smad bagimli BMP sinyalizasyonunun gerekli oldugu
aciklanmistir. Yapilan delayli analizler, ekstraembriyonik soylarda kok hiicre
kimliklerinin korunabilmesi ve devamliliginin saglanabilmesi i¢in, embriyonik soylarda
ise dogru zamansal pluripotansi degisiminin gergeklesebilmesi i¢in hiicre i¢i BMP/Smad

sinyal kontroliiniin gerekliligini ortaya koymaktadir.
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Literatiirde yer alan onceki yillara ait ¢calismalarda, Smad4 ve Bmpr2 genleri silinmis
BMP mutant embriyolarinin postimplantasyon evrelerinde daha az boyut ve doku
diizensizligi gosterdigi aciklanmistir (Sirard, de la Pompa ve ark. 1998; Chu, Dunn ve ark.
2004). BMP mutant embriyolarda E6.0 ve E.6.5 donemlerini kapsayan pregastrulasyon
asamalarinda defektler ve gastrulasyon zamaninda (E7.5-E8.0 araliinda) embriyonik
letalite goriilmiistiir (Chu, Dunn ve ark. 2004, Lawson, Dunn ve ark. 1999, Winnier,
Blessing ve ark. 1995). BMP mutant embriyolarda gozlenen bu gelisimsel kusurlarin
altinda yatan hiicresel etkilesimler ise gliniimiize kadar aragtirilamamais ve eksik kalmistir.
E4.5-E5.5 araliginin incelendigi arastirmamiz, pre-post implantasyon gegiste BMP/Smad
sinyallemesinin kaybinin, EXE soy farklanmasi ve doku gelisimi ic¢in kilit molekiiler
elemanlar olan Eomes ve EIf5 ekpresyonlarini hem gen hem de protein diizeyinde

azattigini gostermistir.

Kok hiicrelerin kayda deger proliferatif kapasiteye sahip oldugu bilinmektedir. Kok hiicre
islevselligindeki bozulma veya proliferasyon kaybi, kok hiicre tilkenmesine yol agar
(Orford and Scadden 2008). Yapilan ¢alismalarda polar TE ve EXE embriyonik soylarinin
proliferatif potansiyelinin, doku icerinde yer alan TKH popiilasyonuna bagli oldugu ve
implantasyondan sonra bu kok hiicrelerin kaybinin ExE doku olusumunu etkilemesi
beklendigi bildirilmistir (Tanaka, Kunath ve ark. 1998). Bu nedenle, literatiirdeki bu
onerme ile uyumlu olarak, calismamizda hem embriyonik dokularda, hem de embriyo
kaynakl1 kok hiicrelerde BMP sinyal yoklugundaki proliferatif kapasite arastirilmistir. Bu
amacla, bir proliferasyon belirteci olarak H3S10-P  protein ekspresyonu
degerlendirilmistir. Bu molekiiler belirtecin kromozomlar hiicre siklusunun profaz fazi
sirasinda yogunlastigi zaman serin-10 iizerindeki fosforile-histon-H3'li tanidig1 daha
onceki yillarda yapilan ¢alismalarda belirlenmistir (Chadee, Hendzel ve ark. 1999, Strahl
and Allis 2000).

Normal bir embriyonik gelisimde, implantasyonun ilk asamalarindan itibaren gelisen
embriyonun Epi ve EXE dokulari, bu dokular1 disaridan saran tek tabaka viseral endoderm
(VE) tarafindan iiretilen bazal membran ile ¢evrelenmistir (Bedzhov, Graham ve ark.
2014). Bu bazal membran, gelisim sirasinda Epi ve EXE dokular1 i¢in ekstraseliiler matrix

sinyallerini saglayarak, doku olgunlasmasi, polarizasyonu gibi doku ve dolayisi ile
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embriyo gelisimininin devamliligini stirdiirmektedir. Ticari olarak elde edilebilen Matrijel
Matriks, Engelbreth-Holm-Swarm (EHS) fare sarkomasindan ¢ikarilan bir ¢oziilmiis
bazal membran preparasyonu olup, laminin (ana bilesen), kolajen IV, heparin siilfat
proteoglikanlar, entaktin/nidogen ve bir dizi biiylime faktorii gibi ekstraseliiler matrix
proteinleri agisindan zengindir. Matrijel Matriks, in vitro’da essiz bir bazal membran
olusumu sagladig1 i¢in hiicre ve doku miihendisligi c¢alismalarinda siklikla tercih

edilmektedir.

2014 yilinda yapilan bir ¢alismada, blastosist evresindeki embriyonun ig¢ hiicre kitlesinden
elde edilen embriyonik kok hiicrelerin (EKH) matrijel matriks igerisine gomiilmeleri
sonrasinda 24-48 saat igerisinde kendi kendilerine organize olduklari, hiicresel
polarizasyon vasitasi ile kavitasyona gittikleri tespit edilmistir (Bedzhov and Zernicka-
Goetz 2014). Bu calismada, matrijel matriks igerisindeki EKH’lerin kendiliginden
diizenlenmesinin, pre-post implantasyon gegisindeki bir embriyonun Epi dokusunda
gozlenen morfolojik diizenlenme ile esdeger nitelikte oldugu belirlenmistir (Bedzhov and
Zernicka-Goetz 2014). Boylece, EKH’ler vasitasi ile ii¢ boyutlu matrijel matriks
igerisinde periimplantasyon Epi doku modelinin olusumu ortaya konulmustur. Biz de bu
caligma kapsaminda benzer yaklagimi kullanarak, EXE doku gelisimini in vitro ortamda
taklit edebilmek amaci ile, trofoblast kok hiicrelerin (TKH) matrijel matriks i¢erisindeki
ExE modellerini olusturduk. Bu yaklagim ayni1 zamanda Epi kaynakli sinyaller olmaksizin
BMP sinyal aracili EXE gelisimini test etmemizi miimkiin kilarak, in vitro gelistirilmis
embriyolarda gozlemledigimiz EXE doku anomalisini daha etkin bir sekilde arasmamiza

izin verdi.

TKH aracili EXE doku modeli {izerinde yaptigimiz incelemeler fare embriyonik gelisimi
sirasinda BMP/Smad sinyalizasyonu i¢in yeni bir rolii ortaya koymaktadir. Buna gore,
embriyolarda gozlemledigimiz bulgulara uyumlu olarak, BMP sinyal yoklugunda Eomes
ve EIfS ekpresyonlar1t TKH sferoidlerinde hem gen hem de protein diizeyinde azalmistir.
Bununla birlikte Gata3, Ets2, Fgfr2 ve NrObl genlerinin ekspresyonlar1 da standart TKH
kiiltiirinde BMP/Smad sinyal inhibisyonuna bagimli olarak azalmistir. Tiim bu sonuglar,
Smad-bagimli sinyal kaybi sonucunda, ekstraembriyonik kok hiicre kimligi i¢in gerekli

olan temel transkripsiyon faktorlerinin yanlis yonlendirilmesinin yapildigini ortaya

65



cikarmaktadir. Kok hiicre devamliliginin bozulmasinin sonucu olarak, TKH proliferasyon
kapasitesinin de azaldigi tespit edilmistir. TKH aracili EXE doku modeline iliskin bu

orijinal bulgular ilk kez ¢alismamiz ile ortaya konulmustur.

Yapilan apoptoz-aracili ve apoptoz-bagimsiz hiicre oOliimii analizleri sonucunda
BMP/Smad ExXE dokusunun 6liime gitmedigi, bunun aksine Epi dokusunda sag kalimin
azaltig1 tespit edilmistir. Bu degerlendirmenin yapilabilmesi i¢in hem immiin-isaretleme
teknigi kullanilmis hem de pre-post gegisi siiresince embriyolarin gelisimlerinin canli ve
direkt incelenmistir. EXE dokusunun oliime gitmediginin tespit edilmesi sonrasinda,
BMP/Smad inhibisyonuna bagli EXE dokusundaki hiicre sayisinin azalma nedenine cevap
arayabilmek igin, proliferasyon analizleri yapilmustir. Ilging bir sekilde H3S10-P protein
ekspresyonu kontrol ve inhibitér gruplarinda farkli bulunmamistir. Ancak, yapilan
zamana bagli hiicre sayisindaki degisim analizi, EXE dokusununda yer alan hiicre
say1sinin zamana bagl artis géstermedigini yada ¢ok az artis gosterdigini ortaya ¢ikarmais,
boylece uzamis hiicre dongiisiinii ve buna bagimli gerilemis gelisimi 6nermistir. Deneysel
bulgularimiz dogrultusundaki énermemize gore, hiicreler mitoz fazinda oldugu siirece
H3S10-P proteinini ekspre etmeye devam edecek, ancak, uzamig hiicre siklus
zamanlamasina bagli olarak kontrol gruplarindan daha az mitoz gegireceklerinden sonugta

dokuda yer alan hiicre sayis1 azalacaktir.

BMP/Smad inhibisyonuna baghh ExXE dokusununda fenotiop degisikliklerine gotiiren
sebepleri ortaya ¢ikarmamizin ardindan, Epi dokusundaki sag kalimi azaltan hiicresel
mekanizmalar1 da ¢alismamizda inceledik. 2014 yilinda gosterilmis olan EKH aracili Epi
doku modelini kullandik (Bedzhov and Zernicka-Goetz 2014). Yine daha onceki yillarda
yapilan ¢alismalarda EKH’lerin standart 2i-LIF kosullarinda kiiltiirde tutulmaya devam
edildigi siirece naif pluripotensi fazindan ¢ikamadigi, ancak ortamdan 2i-LIF’in ¢ekildigi
zaman yonlenmis pluripotensi faza gectigi ve hizlica daha ileri somatik hiicre
farklanmalarina gittigi gosterilmistir (Boroviak, Loos ve ark. 2014). Ancak burada esas
olan nokta, kok hiicrelerin embriyolarda oldugu gibi zaman-mekansal olarak pluripotensi
faz degisimini gerceklestirebilmeleridir. Standart EKH kiiltiiriinden 2i-LIF’in ¢ekilmesi
her ne kadar hiicreleri faz degisimine yonlendirse de, bu degisim normal bir embriyoda

oldugundan ¢ok daha hizli ve diizensiz olmaktadir. Bu nedenle 2014 yilinda Bedzhov ve
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arkadaglarinin yaptig1 calismada, standart jelatin yerine matrijel kaplanmis kiltiir
ortaminda EKH kiiltiiriinden 2i-LIF’in uzaklastirilmas: sonucunda EKH’leri normal
embriyonik gelisime uyumlu olarak pluripotensi faz degisimine yoOnlendirdigi
gosterilmistir (Bedzhov and Zernicka-Goetz 2014). Onceki yillarda agiklanmis bu
bilgilerin 1s181nda, pluripotensi faz degisimine bagli olarak hiicresel farklanmay1
arastirdik. Deneysel bulgularimiza gore, BMP/Smad inhibisyonuna bagli olarak EKH
aracilt Epi doku modelinde prematiire faz degisiminin indiiklendigi tespit edilmistir. Naif
fazdan, yonlenmis faza gecisin kontrolsiiz hizlanmasi, hiicresel farklanmanin zamansiz
gergeklestigini onermektedir. BMP/Smad inhibisyonuna bagh tespit edilen artmis
hiicresel  Oliimiin, prematiire pluripotensi faz degisiminden kaynaklandigin

diistinmekteyiz.

Embriyonik Epi dokusunda hiicre 6liimiinii arttirdig: bilinen polarizasyon ve kavitasyon
stireclerinde yasanabilecek anormallikleri (Shahbazi, Scialdone ve ark. 2017) de test
edebilmek amaci ile yapilan polarizasyon-aracili kavitasyon degerlendirmelerinde ise, hig
bir BMP sinyal yolagi aktivitesine bagimli olmaksizin, hem embriyolarda hem de EKH
aracilt Epi doku modelinde, normal kavite olusumunun gerceklestigi tespit edilmistir.
Hatali polarite ve kavizasyon siireclerinden kaynaklanabilecek sebeplerin elimine
edilmesi, pluripotensi faz degisimine yonelik kurdugumuz ikincil Epi doku hasari

hipotezimizi giiclendirmistir.

Implantasyonu destekleyici in vitro kiiltiirde gelistirilen embriyolar iizerinde ve kok-hiicre
kaynakli tekil doku modelleri lizerinde BMP sinyal-aracili hiicresel diizenlenmenin
incelenmesinin ardindan, bu tez calismasinda Harrison & Sozen 2017 protokoli
kullanilarak kok-hiicre kaynakli embriyo benzeri yapilar gelistirilmis ve BMP sinyaline
bagli embriyo gelisiminin uzaysal ve zamansal (spatio-temporal) degisimleri
incelenmistir (Harrison, Sozen ve ark. 2017). Kok hiicre-kaynakli model embriyolarda
BMP/Smad inhibisyonuna bagh olarak goézlenen TKH-kaynakli EXE kompartmanindaki
azalmis doku boyutlari, diger deneysel bulgularimiz ile Ortiismekte ve onlar
desteklemektedir. Kok hiicre modellemelerine bagl literatiirde yapilan embriyo veya

doku benzeri sistemlerinin higbirinde implantasyon ve sonrasi embriyonik gelisim
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gergekei olarak taklit edilemedigi ve sinyal etkilesimleri arastirilamadig i¢in, calismamiz

bu agidan bir ilktir.

Calismamizin, implantasyon zamaninda gerceklesen embriyogenezin anlagilmasina ve
embriyonik ve ekstraembriyonik kaynakli kok hiicrelerin gelisimsel orjini ve

potansiyelinin agiklanmasina katkida bulundugunu diisiinmekteyiz.
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6. SONUC ve ONERILER

Bu tez projesi ¢calismasinda, farede E4.5 ve ES.5 giinler arasinda gerceklestigi bilinen ve

in vivo’da maternal doku igerisinde izlenemeyen morfogenetik yapilanmanin nasil

diizenlendigi sorusuna in vitro’da olusturulan yeni bir yaklasim ile, pre-post implantasyon

gecis doneminde meydana gelen morfogenez sirasindaki sinyal olaylarinda BMP

yolaginin muhtemel rolleri arastirilmis ve elde edilen sonuglar maddeler halinde asagida

Ozetlenmistir.

1.

3.

Calismada kullanilan implantasyonu destekleyici in vitro kiiltiir sistemi, in vivo
caligmalar1 sinirlandiran implantasyon zamani1 embriyo erisilemezligi i¢in yeni bir
¢cOziim ireterek, implantasyon zamani embriyonik gelisimde gerceklesen

morfogenetik yapilanmadaki BMP sinyal yolaginin roliinii agiklamistir.

Literatiirde var olan BMP mutant embriyolarin gastrulasyon zamanm gdézlenen
embriyonik letalitenin altinda yatan temel sebebin, hem embriyonik hem de ekstra
embriyonik soylardaki kok hiicre popiilasyonlarindaki meydana gelen molekiiler
defektler sonucu anormal doku 6zellesmesi ve sonugta yumurta silindiri olusumunun

basarisizligi ile sonuglandigi ortaya konulmustur.

In vivo ¢aligmalarda incelenen embriyonik fenotipler ovidukt ve uterusdaki maternal
faktorlerin ve parakrin sinyallerin etkisi ile maskelenmis olabileceginden,
caligmamizda kullanilan implantasyonu destekleyici in vitro kiiltiir sistemi, ayrica,
erken embriyogenezin kontrol edilmesinde yalniz embriyo-kaynakli i¢ sinyal

faktorlerinin oynadigi kapsamli rolii belirlememize olanak saglamistir.

Siiperoviilasyon uygulamalar1 ile ¢ok sayida elde edilebilen ve arastirilabilen
preimplantasyon donem embriyolarin aksine, peri ve postimplantasyon donem
embriyolar smirli sayida elde edilebilirler. Buna karsilik, embriyonik veya
ekstraembriyonik kok hiicreler siiresiz olarak yenilenebilir 6zelliktedirler. Bu nedenle,
calismamizda gelistirdigimiz kok-hiicre kaynakli model embriyo sistemi erken

embriyoloji arastirmalari i¢in essiz bir platform olusturmaktadir.
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5. llerleyen siireclerde, BMP/Smad aracili sinyal yolaginin alt basamak hedefleri olan ve
daha 6nce sadece embriyonik kok hiicrelerde etki mekanizmasi gosterilmis olan Id gen
ailesinin genetik mutasyonlari ile olusturulacak model embriyolarda, bu tez projesinde

incelenen fenotiplerin Id genleri kontroliinde olup olmadig: arastirilabilir.
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INTRODUCTION: Early mammalian develop-
ment requires the formation of embryonic and
extraembryonic tissues and a highly coordinated
partnership between them. This close partner-
ship is a prerequisite for successful construction
of embryo architecture, with the embryonic tissue
generating cells of the embryo proper and the
extraembryonic tissues, trophectoderm, and prim-
itive endoderm forming the placenta and the
yolk sac. Each of these components and the in-
teractions between them are critical for embryonic
development to birth. Embryonic stem cells (ESCs)
in culture have the potential to participate in
development when introduced into the early

OCTAEOMES = E4.5 E4.75 E5.0
Epiblast Epiblast
rosette

In vitro cultured embryo

embryo. However, when cultured in vitro on
their own, they do not recapitulate the spatial
and temporal events of early embryogenesis.

RATIONALE: We hypothesized that in order
to faithfully model with stem cells the mor-
phogenetic steps involved in mammalian em-
bryogenesis, we would need to establish a
developmental dialogue between ESCs and
extraembryonic trophoblast stem cells (TSCs)
in a three-dimensional (3D) extracellular matrix
(ECM) scaffold, to potentially substitute for the
basement membrane normally provided by the

lumenogenisis lumenogenesis formation

®® 8

primitive endoderm.
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In vitro stem cell-embryos model mouse embryo development from implantation to gastrula-
tion. (Left) 3D rendered natural and ETS-embryos. Red, Oct4; cyan, Eomes. (Right) Parallel de-
velopment of natural and ETS-embryos. Red, ESC/epiblast; blue, TSC/trophectoderm/extraembryonic
ectoderm cells; green, primitive endoderm/visceral endoderm cells; dark green, distal/anterior visceral
endoderm (DVE/AVE); beige, mesoderm cells; pale green, primordial germ cells; yellow line, basement
membrane /ECM. Scale bars represent 30 um.
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RESULTS: We combined embryonic and extra-
embryonic stem cells in vitro on such a 3D
matrix and found that these cells were capable
of self-assembly into a structure whose devel-
opment and architecture were similar to that
of the natural embryo, leading us to name them
in vitro ESC and TSC stem cell-embryos (ETS-
embryos). By building ETS-embryos from ge-
netically modified stem cells and using specific
inhibitors, we identify morphogenetic events and
signaling pathways involved in these early de-
velopmental stages. Furthermore, we show that
in vitro stem cell embryogenesis can be broken
down into a sequence of key steps from implan-

tation stage to germ layer
specification. First is the
Read the full article  Self-organization of ESCs,
at http://dx.doi. which leads to polariza-
org/10.1126/ tion and lumenogenesis
science.aall310 of ESC-derived embryonic
compartment, followed by
cavitation in the TSC-derived extraembryonic
compartment. Second is the unification of em-
bryonic and extraembryonic cavities into the
equivalent of the embryo’s proamniotic cavity.
Third is the requirement for a dialogue be-
tween embryonic and extraembryonic com-
partments, involving Nodal signaling, that builds
characteristic embryo architecture. Fourth is the
patterning of the embryonic compartment, re-
vealed by the localized expression of mesoderm
markers at the boundary between embryonic
and extraembryonic compartments that, as in the
natural embryo, is preceded by and dependent
upon Wnt signaling. Fifth is the specification of
a small cluster of PGC-like cells at the embryonic
and extraembryonic boundary in a bone mor-
phogenetic protein (BMP) signaling-dependent
manner. Remarkably, such events in in vitro
stem cell embryogenesis occur with very similar
spatial and temporal dynamics to those taking
place in natural embryogenesis.

CONCLUSION: In this work, we demonstrate
that establishing a close cross-talk between
embryonic and extraembryonic stem cells in
a 3D ECM scaffold is necessary and sufficient
for the self-assembly of a structure that re-
capitulates many of the key spatial and tem-
poral steps of early mammalian embryogenesis.
This in vitro ETS-embryo models embryonic
architecture and patterning more accurately
than has been possible before using ESCs alone.
They also provide a simplified platform to dis-
sect the physical, cellular, and molecular mech-
anisms mediating the critical cross-talk between
embryonic and extraembryonic cells during de-
velopment, and hence are a powerful tool for the
future study of mammalian embryogenesis.
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Mammalian embryogenesis requires intricate interactions between embryonic and
extraembryonic tissues to orchestrate and coordinate morphogenesis with changes in
developmental potential. Here, we combined mouse embryonic stem cells (ESCs) and
extraembryonic trophoblast stem cells (TSCs) in a three-dimensional scaffold to generate
structures whose morphogenesis is markedly similar to that of natural embryos. By using
genetically modified stem cells and specific inhibitors, we show that embryogenesis

of ESC- and TSC-derived embryos—ETS-embryos—depends on cross-talk involving Nodal
signaling. When ETS-embryos develop, they spontaneously initiate expression of mesoderm
and primordial germ cell markers asymmetrically on the embryonic and extraembryonic
border, in response to Wnt and BMP signaling. Our study demonstrates the ability of distinct
stem cell types to self-assemble in vitro to generate embryos whose morphogenesis,
architecture, and constituent cell types resemble those of natural embryos.

arly mammalian development requires the

formation of embryonic and extraembryonic

tissues and their cooperative interactions.

As aresult of this partnership, the embryonic

tissue, epiblast, will become patterned to
generate cells of the future organism. Concom-
itantly, the extraembryonic tissues, the troph-
ectoderm and primitive endoderm, will form the
placenta and the yolk sac. These embryonic and
extraembryonic tissues become defined before
the embryo implants into the uterus as a result of
cellular heterogeneity, polarization, and position,
culminating in a blastocyst structure with three
distinct cell lineages (7).

As the embryo implants, the relatively simple
architecture of the blastocyst becomes reorganized
in a progressive sequence of spatial and temporal
morphogenetic steps into the much more complex
architecture of the so-called “egg cylinder” (Fig. 1A,
top) (2, 8). This remodeling is triggered by dialog
between embryonic and extraembryonic tissues
that initiates integrin-mediated signaling, leading
the embryonic epiblast cells to polarize, adopt a
rosette-like configuration, and then undertake lu-
menogenesis (4). This architectural reorganiza-
tion of the epiblast is followed by development of
the trophectoderm into extraembryonic ectoderm
(EXE) that also forms a cavity. Finally, both em-
bryonic and extraembryonic cavities unite to
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form a single proamniotic cavity, and the embryo
visibly breaks its symmetry to initiate mesoderm
and primordial germ cell induction (Fig. 1A, top).
This key symmetry-breaking event occurs at the
boundary between embryonic and extraecmbryonic
tissues and involves Nodal, Wnt, and bone morpho-
genetic protein (BMP) signaling pathways (5-8).

As the embryo grows from the blastocyst into
the elongated structure of the egg cylinder, the
primitive endoderm develops into the visceral
endoderm (VE), which becomes regionalized.
The distal part of the VE (the distal VE, DVE) ex-
presses inhibitors of the Nodal and Wnt signaling
pathways and migrates anteriorly (anterior VE,
AVE) to pattern the anterior epiblast (9-11). At
the posterior, a BMP4 signal from the EXE induces
the activity of Wnt and Nodal in the adjacent
epiblast. Nodal feeds back positively on BMP,
which in turn reinforces Wnt, in a self-sustaining
interaction loop (12-14). This specifies posterior
identity and therefore defines the location for prim-
itive streak formation and mesoderm induction.

Preimplantation epiblast cells have been
established as ESCs that can be maintained
indefinitely in culture (15, 16). ESCs retain pluri-
potency and have the ability to be directed to
develop into organoids that present an invaluable
system to recapitulate many aspects of organ
formation in vitro (7-22). Embryoid bodies or
micropatterned colonies developed from ESCs
are also a valuable model for development, as
they can be induced to express genes associated
with specification of embryonic lineages by using
external stimuli (23-26). However, although such
gene expression can be polarized, the structures
formed do not follow the spatial-temporal events
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of embryogenesis and ultimately do not acquire
the characteristic architecture of a postimplanta-
tion embryo. We hypothesized that this is because
in these systems, ESCs develop with a drastically
different number and spatial organization of
cells and, in addition, lack signals from the extra-
embryonic tissues that guide embryo develop-
ment upon implantation. Here we test this
hypothesis by taking advantage of our recent under-
standing of the steps involved in the embryonic-
extraembryonic interactions during implantation
and early postimplantation development (4)
and trying to mimic them in stem cells develop-
ing in vitro.

Experimental strategy

Our strategy was to attempt to use embryonic
and extraembryonic stem cells to replicate the
spatial and temporal sequence of events of mouse
embryogenesis in vitro (4). To achieve this, we
used single ESCs and small clumps of TSCs (27)
and developed a culture system that would enable
their interaction within a three-dimensional (3D)
scaffold of extracellular matrix (ECM) in a medium
whose composition (see materials and methods)
allows ESCs and TSCs to codevelop, which we
created for this purpose (Fig. 1A, bottom). We
hypothesized that a 3D scaffold of ECM in
Matrigel would be able to substitute for the prim-
itive endoderm by providing ECM essential for
epiblast polarization and lumenogenesis. We
found that in these culture conditions, ESCs and
TSCs developed into an elongated cylindrical ar-
chitecture typical of the postimplantation mouse
embryo (Fig. 1, B and C, and fig. S1a). Careful ex-
amination of morphology, size, cell numbers, and
expression of lineage markers revealed discrete
ESC- and TSC-derived compartments within a
single cylindrical structure with a central cavity
that was markedly similar to that of postimplanta-
tion embryos developing either in vitro or in vivo
(Fig. 1, Bto G, and fig. S1, b and c). By determining
the expression of a typical primitive endoderm
marker, Gata4, we confirmed that the formation
of these embryo-like structures did not involve the
presence of primitive endoderm (Fig. 1H).
Development of these ESC- and TSC-derived
structures was highly reproducible: In a typical
3D culture, 22% of all structures comprised both
ESCs and TSCs; 61% were built only from ESCs
and 17% only from TSCs (Fig. 1, I and J; n = 400).
Of all structures comprising ESCs and TSCs,
most (92.68%, n = 88) had the characteristic
cylindrical architecture with single adjoining ESC
and TSC compartments, whereas the remaining
7.32% had two ESC compartments occupying
polar positions in relation to a single TSC com-
partment (Fig. 1K). These results indicate that
ESCs and TSCs cultured in a 3D scaffold of ECM
have the ability to self-assemble an embryo ar-
chitecture, leading us to term these ESC- and
TSC-derived embryos, “ETS-embryos.”

Proamniotic cavity formation
in ETS-embryogenesis

The first critical morphogenetic event in post-
implantation embryogenesis is pro-amniotic cavity
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Fig. 1. Self-assembly of ESCs and TSCs into an
ETS-embryo. (A) Top: Development of the mouse
embryo from the preimplantation blastocyst to post-
implantation egg cylinder and mesoderm specifica-
tion. Red cells, epiblast; dark blue cells, trophectoderm/
extraembryonic ectoderm; green cells, primitive
endoderm/visceral endoderm cells; dark green cells,
distal/anterior visceral endoderm:; beige cells, meso-
dermal cells; pale green cells, primordial germ cells;
yellow line, basement membrane. Bottom: Scheme
of protocol to generate ETS-embryos. ESCs and TSCs
cultured in standard conditions (1). Single ESCs
and small clumps of TSCs suspended in 3D ECM
of Matrigel, plated in drops and allowed to solidify
(2), before culturing in ETS-embryo medium estab-
lished for this purpose [(3); materials and methods).
Embryo-like structures emerge within 96 hours (4).
(B) ETS-embryo of size ~100 um by 200 um after
96 hours of culture stained to reveal Oct4 (red) and
Eomes (green), embryonic and extraembryonic
markers, respectively; DNA, blue. White dashed line
highlights cavity. Bar, 30 um; n = 20. Rightmost
panel: 3D rendering of same ETS-embryo: red, Oct4;
cyan, Eomes. (C) ETS-embryo: Oct4, red; DNA, blue.
Bar, 20 um; n = 20. (D) Embryo cultured in vitro for
48 hours from the blastocyst stage: Oct4, red; Eomes,
green; DNA, blue. White line highlights cavity. Bar,
30 um; n = 20. Rightmost panel: 3D rendering of
same in vitro—cultured embryo: Oct4, red; Eomes,
cyan. (E) Postimplantation embryo recovered at E5.5:
Oct4, red; DNA, blue. Bar, 20 um; n = 20. (F) The num-
ber of cells in ETS-embryos after 96 hours is similar
to that of natural embryos (cultured for 48 hours
from the late blastocyst stage; equivalent to E5.5
embryos) in embryonic and extraembryonic compart-
ments (Student's t test, n = 20 per group, two
separate experiments; not significant). Error bars,
SEM. (G) Mean tissue volumes of embryonic and
extraembryonic parts are similar for ETS-embryos
after 96 hours and natural embryos cultured for
48 hours in vitro from the late blastocyst stage (equiv-
alent to E5.5 embryos). Student's t test, n = 20 per
group, two separate experiments; not significant.
Error bars, SEM. The volume occupied by the vis-
ceral endoderm was excluded from quantification
in natural embryos. See materials and methods for
calculation of the volume. (H) Upper panels: ETS-
embryo stained to reveal Oct4 (red), DNA (blue),
and Gata4 (gray or green). Bar, 20 um. n = 10. Lower
panels: In vitro—cultured embryo for 48 hours from
the late blastocyst stage: Oct4, red; DNA, blue; Gata4,
gray or green. n = 30. Bar, 20 um. (I) Examples of
live ETS-embryos generated from one single typical
experiment using CAG-GFP ESCs (60) to mark em-
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formation. We therefore wished to determine
whether a similar morphogenetic event could
take place in ETS-embryos. Recently, it has been
discovered that during mammalian embryogen-
esis, the embryonic cavity forms not through cell
death, as previously thought, but through apical

Harrison et al., Science 356, eaal1810 (2017)

cellular constriction followed by lumenogenesis
(4, 28). To gain insight into the cavitation of ETS-
embryos, we examined the localization of a cell
adhesion marker (E-cadherin) at sequential time
points in development (Fig. 2, A to C, and fig. S2).
After 72 hours of plating, only a single cavity

14 April 2017

could be detected in ETS-embryos, and it was
present in the ESC-compartment (Fig. 2A). By
84 hours, one or more small additional cavities
developed within the TSC-compartment (Fig. 2B
and fig.S2). Finally, by 96 hours, the cavities in
ESC and TSC compartments united into a single
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Fig. 2. Morphogenetic steps leading to cavitation of ETS-embryos are
similar to those of natural embryos. (A to C) ETS-embryos after 72, 84, and
96 hours showing progression of cavitation. Oct4, red; E-cadherin, green; DNA,
blue or gray. Orthogonal views are shown for E-cadherin staining at each time
point. Zoomed fields highlight cavitated areas at each time point; white or black
dotted lines highlight cavities. Lower right panel for each time point shows
orientation of nuclei in ESC compartments (red) and TSC compartments
(blue)—nuclei become aligned to cavities; n = 20 ETS-embryos per time point,
at least two separate experiments per time point. Bar, 20 um. (D to F) ETS-
embryos at three successive time points during cavitation and intensity
scans of PCX along the indicated numerically labeled dashed white lines taken
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at middle z plane. PCX accumulates on the apical sides of cells (marked by
aPKC) facing a lumen, so the presence of a cavity is indicated by two strong
peaks in the intensity profile. y axis: PCX fluorescence intensity. Staining indicates
Oct4/aPKC (red), PCX (green), and DNA (blue). Bar, 20 um. n = 30, three
separate experiments. Zoomed images indicate colocalization of aPKC and PCX
(white arrowheads). Asterisks indicate small cavities in the TSC compartment
at 84 hours. (G and H) Quantification of number of cavities in respective ESC-
and TSC-compartments of ETS-embryos at 72, 84, and 96 hours. n = 20 ETS-
embryos analyzed per time point. (I) Schematics depicting “ETS-embryo”
morphology during cavitation process at 72, 84, and 96 hours (red, embryonic
compartment; blue, extraembryonic compartment).

large cavity (Fig. 2C and fig. S2). These observa-
tions demonstrate that a cavity first forms in the
ESC-derived embryonic compartment, ahead of
cavitation in the TSC-derived extraembryonic
compartment, and they finally become united
into a single cavity spanning the whole cylindri-

Harrison et al., Science 356, eaal1810 (2017)

cal structure by 96 hours after stem cell plating
(Fig. 2C).

To support these observations, we also ex-
amined the distribution of the transmembrane
protein Podocalyxin (PCX) together with a marker
of apical polarity, atypical protein kinase C (aPKC)

14 April 2017

(Fig. 2, D to F), in the ESC and TSC compartments
of ETS-embryos as their development progressed.
PCX is a negatively charged silomucin that ac-
cumulates on the apical sides of epiblast cells
during proamniotic cavity formation (4). In agree-
ment with these observations in embryos, we
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Fig. 3. Morphogenetic rearrangement during
cavity unification between embryonic and extra-
embryonic compartments. (A and B) Embryos at
E5.5 and E5.75 (upper panels) and ETS-embryos at
72 and 96 hours (lower panels) stained to reveal
Oct4 (red), PCX (green), and DNA (blue). Zoomed
insets and white arrows highlight cavities; white
dashed lines trace outlines of embryo and cavity
in respective embryonic or ESC compartments or
the common cavity at the later stage. Bar, 20 um.
n=20embryos or ETS-embryos each analyzed in
at least two separate experiments. (C). ETS-embryos
during cavitation showing (upper panel) Oct4 (red),
DNA (blue), and laminin (cyan). Lower panel shows
the laminin staining inverted for better contrast. Black
boxes indicate the region of the zoomed inset. Bar,
20 um; n = 20, two separate experiments. Right-
most panel shows two fused ESC-structures after
84 hours. Inset shows residual laminin that is not
broken down between the fusing compartments. n =
8, two separate experiments. (D) Peri-implantation
embryos showing breakdown of basement membrane
between embryonic and extraembryonic compart-
ments; upper panel: E-cadherin (red), DNA (blue),
laminin (cyan). Lower panel shows the laminin staining
inverted for better contrast. Black boxes indicate
the region of the zoomed inset. Bar, 20 um. n =10
per stage, two separate experiments. (E) Laminin is
not displaced from the horizontal in ESC-ESC struc-
tures (n = 8, mean angular displacement © = 91.05°;
pooled from two separate experiments) compared
with ETS-embryos (n = 13, mean angular displace-
ment © = 80.3° pooled from two separate experi-
ments). Student's t test, P < 0.01, error bars = SEM.
For a description of measurement of angular displace-
ment, see materials and methods. (F) ETS-embryo
during cavitation after 84 hours of culture stained to
reveal Oct4 (red), laminin (cyan), DNA (blue). XZ and
YZ orthogonal views also shown. Yellow line outlines
cells in chimeric arrangements; white dashed lines
trace outline of the cavity. Bar, 20 um. n = 15, two
separate experiments. (G) Another example of a
ETS-embryo during cavitation at 84 hours. Oct4,
red; laminin, cyan; DNA, gray. YZ orthogonal view
also shown. White arrowheads indicate residual
laminin. Yellow lines trace chimeric arrangements
of embryonic (dotted) and extraembryonic (solid)
cells at boundary; n = 15, two separate experi-

>

E5.5 embryo

DAPI PCX OCT4
DAPI PCX OCT4

DAPIPCX OCT4
DAPI PCX OCT4

ETS-embryo (time in matrigel)

72h
Before joining

Mid-joining Joined

z
Z
=
<
4

E5.756 embryo

D Embryo (developmental time-points)

E4.75 E5.25

DAPI E-CAD |

LAMININ

A\

Angle (°)
N @ ©
S & o
-
mlan
-
OCT4 DAPI LAMININ

ESC+ESC ESC+TSC

ments. Bar, 20 um. (H) E5.5 embryo. Oct4, red; DNA, gray. YZ orthogonal view also shown. Inset highlights chimeric cell arrangement at the boundary (yellow
dotted line, embryonic cells; yellow solid line, extraembryonic cells), n = 10. Bar, 20 um.

detected the accumulation of PCX along the
apical sides of the cells in the ESC compartment
when a single lumen was present at 72 hours
(Fig. 2, D and G). By contrast, no such accumu-
lation around a cavity was evident in the TSC
compartment at this stage (Fig. 2, D and G). By
84 hours, PCX was also seen to accumulate on
the apical sides of cells in the TSC compartment
as multiple individual cavities emerged in this
compartment (Fig. 2, E and H). After 96 hours of
development, these ESC and TSC cavities had
unified and PCX lined a central, common cavity
and was concentrated at the apical sides of cells
in both compartments (Fig. 21, F to I). This se-
quence of events is similar to proamniotic cavity

Harrison et al., Science 356, eaal1810 (2017)

formation during natural embryogenesis (4, 28).
We observed a mean of two dying cells per ESC
and TSC compartment, which is similar to the
incidence of cell death that we could detect in
natural embryos (fig. S3, a to e). The site of cell
death in ETS-embryos had no relationship to the
ESC or TSC cavitation or ESC-TSC border, sug-
gesting that apoptosis is not a likely driver behind
cavity formation and unification, similar to what
occurs in natural embryogenesis (fig. S3, a to e).
How the embryonic and extraembryonic cav-
ities unite during embryo development is cur-
rently unknown (4). Encouraged by our finding
of a similar distribution of PCX during natural
and ETS-embryogenesis at the time of cavity

14 April 2017

formation and unification (Fig. 3, A and B), we
sought to use the ETS-embryo model to gain
insight into how a cavity might develop at the
embryonic-extraembryonic interface. Before a con-
tinuous cavity formed, the shapes of TSCs at the
ESC-TSC border differed noticeably from the
columnar morphology of nonborder cells (fig. S4,
a and b). Before cavities merged together, a base-
ment membrane (marked by laminin staining)
between the compartments was detectable (Fig.
3C, 72 hours, left). This distribution of laminin
was similar to that of the basement membrane
present between embryonic and extraembryonic
compartments of the embryonic day 4.75 (E4.75)
embryo (Fig. 3D, left and inset). As ETS-embryos
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Fig. 4. Cavitation of the TSC compartment re-
quires Nodal/Activin signaling. (A) TSC aggre-
gate at 84 hours in coculture but not in contact
with ESCs. Cdx2, green; DNA, blue; aPKC, red (left
panel) and F-actin, green; DNA, blue; aPKC, red
(right panel). White arrowheads indicate cavities.
Zoomed inset displays a small cavity opening at a
point of aPKC and F-actin enrichment. Bar, 30 um.
n = 20, two separate experiments. (B) Sole TSC
aggregate in 3D Matrigel at 84 hours. Cdx2, green;
DNA, blue; aPKC, red. No cavities could be detected
and aPKC is not polarized. n = 20 structures ana-
lyzed that all displayed this morphology, two sep-
arate experiments. Bar, 30 um. (C) Quantitation of
cavitation in TSC- aggregates cultured either alone
or in the presence of ESCs for 84 hours. n = 10 struc-
tures counted per condition per experiment; two
separate experiments. Student’s t test, P < 0.001.
(D) ETS-embryos built from either control or Nodal ™~
ESCs or cultured in 10 uM SB431542 for 96 hours:
Oct4, red; PCX, green; DNA, blue; P-SMAD2, gray.
Bar, 20 um. White and yellow dashed lines highlight
outline of ETS-embryo and cavity. XZ and YZ orthog-
onal views highlight cavity where present. Fluo-
rescence traces are of PCX intensity along region
indicated by the numbered dotted lines in the ESC
and TSC compartments. n = 10. (E) Embryos re-
covered at E5.0 and cultured in vitro for 36 hours
in control (dimethyl sulfoxide; n = 14, three separate
experiments) or in the presence of SB431542 (10 uM;
n =10, three separate experiments). Oct4, red; PCX,
green; DNA, blue; P-SMAD2, gray. Inset highlights
P-SMAD?2 staining in the extraembryonic ectoderm
ineach case. Bar, 50 um. (F) Left panel: Quantification
showing the number of ETS-embryos with cavitated
TSC compartments after 96 hours in culture in con-
trol, SB431542, and Nodal™~ ESC conditions. n = 10
per group, two separate experiments. Count data are
presented as a bar chart, and a contingency table
was used to perform the statistical test. Fisher's exact
test, P < 0.05. Right panel: Quantification showing
the number of embryos with cavitated extraembryonic
compartments when recovered at E5.0 and cultured
for 36 hours in control (n =14) or SB431542 (n =10)
conditions, two separate experiments. Count data are
presented as a bar chart, and a contingency table was
used to perform the statistical test. Fisher's exact
test, P < 0.001. (G) TSC aggregate cultured in
Activin A (50 ng/ml) for 72 hours. (Left panel) Cdx2,
green; DNA, blue; aPKC, red. (Right panel) F-actin,
green; DNA, blue; aPKC, red. Zoomed inset displays
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underwent cavitation, the laminin boundary be-
came broken (Fig. 3C, 84 hours; Fig. 3E), which
mirrored the breakdown of the basement mem-
brane during egg cylinder morphogenesis in vivo
(Fig. 3D, middle). In both the ETS-embryo and
the natural embryo, full expansion of the cavity
across embryonic and extraembryonic compart-
ments led to the complete disappearance of the
basement membrane between compartments (Fig.
3C, 96 hours, and Fig. 3D, right). During ETS-
embryogenesis, the laminin boundary was dis-
placed toward the TSC compartment, whereas
when two structures consisted of only ESCs fused

Harrison et al., Science 356, eaal1810 (2017)

together, laminin was not displaced in any partic-
ular direction, suggesting that laminin displacement
toward the extraembryonic compartment is a
characteristic of the ESC-TSC junction (Fig. 3C,
far right, and Fig. 3E). Concomitant with laminin
displacement, we also noted formation of rosette-
like chimeric cell arrangements comprising both
ESCs and TSCs during cavitation of ETS-embryos
(Fig. 3, F and G). We found that epiblast and ExE
cells adopt very similar cell arrangements at
the boundary between compartments in natural
embryos (Fig. 3H), which might be involved in
the unification of cavities during proamniotic
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cavity formation. These results reveal the sequence
of events leading to embryonic and extraembryonic
cavity unification during ETS-embryogenesis and
suggest that similar cell rearrangements occur in
natural embryogenesis, to facilitate morphogenesis,
as also proposed in other models of epithelializa-
tion and branching (29).

Role of Nodal signaling during
ETS-embryogenesis

Although TSCs developing together with ESCs
cavitate, the great majority of TSCs developing
on their own do not cavitate within the same
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Fig. 5. ETS-embryos develop to express meso-
derm markers. (A) T/Brachyury:GFP-expressing
ESCs (green) growing alone (right) or as part of a
ETS-embryo (left) in Matrigel. Bar, 20 um; white
dotted lines outline each structure and its cavity.
n =100 “ETS-embryos,” four experiments; n = 65
ESC-alone structures, four experiments. (B) Propor-
tion of ETS-embryos expressing T:GFP at 96 hours
is significantly higher in comparison to ESCs-alone
structures. Fisher's exact test, P < 0.001, n = 108: 64
ETS-embryos and 44 ESC-alone structures counted
in two separate experiments. Error bars, SEM. (C) Pro-
portion of T/Brachyury expressing ETS-embryos or
structures comprising only ESCs with asymmetric
domain of T/Brachyury expression with respect to
the long axis (equivalent to the midline) of the struc-
ture (materials and methods). Student's t test, P <
0.001, n =100 ETS-embryos and n = 100 structures
comprising only ESCs per experiment. Mean of
four separate experiments; error bars, SEM. (D to
F) Quantitative assessment of endogenous Tasym-
metry ina ETS-embryo at 100 hours (D) revealing
T (green) and DNA (blue). Zoomed inset highlights
T/Brachyury-expressing region; XZ panel highlights
asymmetry in T/Brachyury to one side of structure.
Bar, 20 um. Projection of all cell coordinates in 2D (E):
black points, T-negative cells; green points, T-positive
cells. Proportion of T-positive versus T-negative cells
around mid-line, equivalent to the long axis of each
structure [(F); materials and methods]. Fisher's exact
test, P < 0.00L. Error bars, SEM. (G to I) Quantitative
assessment of Tasymmetry in E6.5 natural embryo
(G) revealing T (green) and DNA (blue). Zoomed inset
highlights T/Brachyury-expressing region; XZ panel,
asymmetry in T/Brachyury. Bar, 20 um. Projection of
cell coordinates (H) as in (E). Proportion of T-positive
versus T-negative cells around mid-line, long axis of
each structure (1). Fisher's exact test, P < 0.001. Error
bars, SEM. (J) RT-gPCR analysis of the expression of
mesodermal markers (T, Mixl1, and Handl), epithelial-
to-mesenchymal transition (EMT) markers (Snail
and Vimentin), and markers known to be increased
in the region opposite to the mesoderm region of
the E6.5 embryo (Pou3fl, Oct4, Sic7a3, and UtfI) in
T:GFP-positive cells of an ETS-embryo (collected
after 100 hours in culture) compared with T:GFP-
negative cells from the ESC compartment of the
same structure. Mesodermal and EMT marker ex-
pression was significantly increased in T:GFP-positive
cells, whereas cell markers known to be elevated in
the region opposite the mesoderm region were sig-
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Images are maximum projections and are false-colored with the “fire” “look-up table” function in Fiji software to highlight intensity gradients. Bar, 20 um. Bottom:
mean intensity profiles for immunofluorescence stainings plotted as the mean + SEM for eight different cross sections of the embryonic compartment of the ETS-
embryo shown. (L) Comparable size of T expression in ETS-embryos and E6.5 embryos. n = 10 per group, mean ratio of areas of mesodermal domain/total
epiblast in E6.5 embryo. Student's t test, not significant; error bars, SEM. For a description of how the ratio was measured and calculated, see materials and

methods.

frame of time (Fig. 4, A to C), suggesting that
the ESC compartment might signal to promote
development of the TSC compartment. One can-
didate for such signaling would be Nodal/
Activin, which is known to be secreted by ESCs
(80) and to be essential for early postimplanta-
tion development (5, 31, 32). Moreover, Nodal/
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Activin signaling is required for TSC renewal
in culture, and in conventional culture condi-
tions is provided by mouse embryonic fibro-
blast (MEF) feeder cells or exogenously in the
medium (33-35). Because our culture conditions
contain neither of these components, we hypoth-
esized that the ESC compartment might be
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providing the Nodal/Activin signal required for
development of TSCs into the extraembryonic-
compartment. Because the earliest role of Nodal
signaling is difficult to probe in Nodal knockout
embryos owing to the presence of Nodal pro-
tein in the reproductive tract (36), we used ETS-
embryogenesis to gain insight into the role of
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reduced in presence of DKK1 (200 ng/ml) compared to controls. Student's t test, P < 0.001, n = 400, four
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Nodal/Activin in the process of building the
embryo-like structure. We generated ETS-embryos
in the presence of the Activin/TGF-f (trans-
forming growth factor-f) receptor inhibitor,
SB4:31542 (37), which was added to the culture
48 hours after cell plating (Fig. 4D, middle). We
verified the inhibition of the Nodal/Activin path-
way by assessing phosphorylation of SMAD2
(Fig. 4D, middle), and analyzed PCX staining
intensity profiles in different compartments of
ETS-embryos to verify cavitation. Although a
significant majority of control ETS-embryos de-
veloped a cavity in the TSC compartment, in the
presence of 10 um SB431542, the TSC compart-
ment failed to cavitate in a significant majority
of ETS-embryos (90% versus 30%, P < 0.01,
Fisher’s exact test; n = 10 in both groups, Fig. 4,
D and F, left), whereas cavitation within the
ESC compartment was unaffected, although we
noted a reduction in Oct4 expression (Fig. 4D,
middle). To further dissect the role of Nodal/
Activin signaling in the development of the TSC
compartment, we generated ETS-embryos using
tamoxifen inducible-knockout Nodal ESCs (38).
Similar to the effect of SB431542 treatment, we
found that the TSC compartment failed to cav-
itate in the majority (80%, P < 0.05, Fisher’s
exact test; 7 = 10) of Nodal~ ESC ETS-embryos
(Fig. 4D, bottom, and Fig. 4F, left). Because these
results indicated a role of the embryonic com-
partment and Nodal/Activin signaling in the de-
velopment of the extraembryonic compartment,
we wished to test whether this might also be
so in natural embryos. We recovered embryos
just before cavitation in the ExE, at E5.0, and
cultured them for 36 hours in the presence of
10 uM SB431542 (Fig. 4E bottom). We found
that as with ETS-embryos, the EXE in the majority
(90%, P < 0.05, Fisher’s exact test; n = 10) of
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SB431542-treated embryos failed to cavitate,
whereas the majority of control embryos cavitated
(85%, P < 0.05, Fisher’s exact test; n = 14) (Fig. 4E
and 4F, right). Cavitation within the embryonic
compartment was unaffected, although there was
a reduction in Oct4 expression (Fig. 4E), similar
to what we observed in ETS-embryos (Fig. 4D).
In agreement with these data, addition of ex-
ogenous Activin to TSCs cultured without ESCs
allowed cavitation (Fig. 4G; 70%, P < 0.001,
Fisher’s exact test; n = 20). Together, these ex-
periments suggest a role of the embryonic com-
partment, and specifically Nodal/Activin signaling,
in supporting the development of the extra-
embryonic compartment in ETS- and natural
embryos developing through early postimplanta-
tion stages.

Generation of regionalized mesoderm
during ETS-embryogenesis

Once the proamniotic cavity has formed, the
next major developmental step is the breaking
of the embryo’s symmetry to specify the site of
germ layer formation. In natural embryogenesis,
this is known to involve cooperation between the
trophectoderm-derived ExE, which signals devel-
opment of posterior structures, and the primitive
endoderm-derived DVE and AVE, which repress
posterior signals (2). To determine whether ETS-
embryos, which lack DVE and AVE, could initiate
an asymmetric expression of germ layer markers,
we examined whether they can progress in their
development to express 7/Brachyury, a meso-
derm marker (39, 40). In these experiments, we
used ESCs that express a 7:GFP reporter to mon-
itor 7/Brachyury expression (41). We found that
from 96 hours of development, the ETS-embryos
expressed T:GFP, in a domain that was confined

to one side of the ESC compartment extending
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from the boundary with the TSC compartment
(Fig. 5A). To address whether this induction of
T:GFPexpression in the ESC compartment was
promoted by the neighboring TSC compartment,
we also generated structures comprising ESCs
only and let them develop under the same con-
ditions and for the same period of time. A sig-
nificantly higher proportion of ETS-embryos
expressed 7T:GFP than the structures composed
of only ESCs (Fig. 5, A and B). We also observed
that a significantly higher proportion of ESCs
developing together with TSCs during ETS-
embryogenesis expressed 7:GFP asymmetrically
in comparison to structures composed of only
ESCs (Fig. 5C). To quantitatively assess the asym-
metry of T expression in relation to the axes of
the whole structure, we plotted the coordinates
of every single cell expressing 7" upon a projec-
tion of all cells in the structure and used Fisher’s
exact test to determine whether a cell’s position
was related to its propensity to express 7' (Fig. 5,
D to F). As a proof-of-principle, we performed
similar analyses on E6.5 embryos recovered from
the mother (Fig. 5, G to I). Such measurements in
both ETS- and natural embryos revealed highly
regionalized induction of T expression. To con-
firm the identity of T-expressing cells as meso-
derm lineage, we analyzed the expression level of
another two mesodermal markers, Mizll and
Handl. We found significantly increased expres-
sion of transcripts of both of these markers, as
well as T, in T:GFP-positive cells when compared
to T:GFP-negative ESCs at the opposite side of
the ETS-embryo (Fig. 5J, top row). These T:GFP-
positive cells also expressed elevated levels of the
transcription factor Snail and the intermediate
filament protein Vimentin, which are both ex-
pressed in mesenchymal cells, suggesting that
cells in the mesodermal region were undergoing
cellular changes comparable to those of cells
initiating mesoderm formation in the E6.5 embryo
(Fig. 5J, middle).

Reverse transcription-quantitative polymerase
chain reaction (RT-qPCR) analysis of cells in the
ESC compartment opposite the mesodermal re-
gion revealed that they expressed markers known
to be expressed in the region opposite mesoderm
specification in the E6.5 embryo (Fig. 5J, bottom)
(42, 43). We also observed an opposing gradient
of expression of Oct4 and T:GFP across the em-
bryonic compartment (Fig. 5K), as is known to
occur from anterior to posterior in the embryo
(44). Additionally, the mesodermal region that
became specified in ETS-embryos occupied a sim-
ilar proportion of the ESC-derived embryonic com-
partment when compared with natural embryos
of a comparable stage (Fig. 5L). These results in-
dicate that the TSC compartment can induce re-
gionalized expression of mesoderm markers in a
manner mimicking that of the EXE in the embryo.

In normal embryogenesis, Wnt3 expression
precedes the induction of mesoderm (6). To test
whether Wnt signaling might also be required to
initiate expression of mesoderm markers in the
ETS-embryogenesis, we generated ETS-embryos
using H2B-GFP:Tcf/LEF reporter ESCs (45) and
monitored Wnt signaling activity. After 90 hours,
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Fig. 7. ETS-embryos express primordial germ cell
(PGC) markers in response to BMP signaling.
(A) ETS-embryo at 120 hours showing asymmetric
expression of mesoderm and PGCs markers. Oct4,
red; T/Brachyury, green; Tfap2c, green; and DNA,
blue. Insets highlight the Oct4-Tfap2c double-positive
cells, which occupy the boundary in the T/Brachyury-
positive region. Bar, 20 um. n = 13, two separate
experiments. Maximum projection shows merge
of Tfap2c-Oct4-DAPI. (B) ETS-embryo at 120 hours
expressing Stella:GFP (green) concomitantly with
p-SMADIL (gray). Oct4, red; DNA, blue. Bar, 20 um.
n =15, three separate experiments. Insets highlight
Stella:GFP-positive cells in ESC compartment. Max-
imum projection shows merge of Stella:GFP-Oct4-
DAPI. (C) Projected cell coordinates for the same
ETS-embryo as in (A): black points, Oct4- and Tfap2c-
negative cells; red points; Oct4-positive, Tfap2c-negative
cells; green points, Oct4 and Tfap2c double-positive
cells. (D) Projected cell coordinates for the same
ETS-embryo as in (B). Black points, Stella:GFP- and
Oct4-negative cells; red points, Oct4-positive and Stella:
GFP-negative cells; green points, Oct4- and Stella:GFP-
positive cells. (E) RT-gPCR analysis of the expression
of PGC markers in ETS-embryo. Tfap2c, Stella, Prdm14,
Nanos3, Ddx4, and Dnmt3b in T.GFP-positive and T:
GFP-negative cells from the same ETS-embryos col-
lected after 120 hours in culture. Expression of PGC
markers is significantly increased in T.GFP-positive
cells, Student's t test, P < 0.05. n = 5 biological rep-
licates. Error bars, SEM. (F) ETS-embryos at 96 hours
cultured in control conditions or with BMP antagonist
Noggin (50 ng/ml). Oct4, red; DNA, blue; P-SMAD],
gray; Stella-GFP, green. Bar, 20 um. n = 15, two sep-
arate experiments. (G) RT-gPCR analysis of the
expression of PGC markers in “border cells” col-
lected from ETS-embryos in the presence of DKK1
(200 ng/ml) versus T:GFP-positive or -negative cells
collected from ETS-embryos in control conditions
(collected after 120 hours in culture). Expression of
PGC markers (Blimpl, Stella, and Prdml4) is sig-
nificantly increased in T:GFP-positive cells in control
conditions, but this effect is abrogated when DKK1 is
introduced into culture conditions . ANOVA followed
by Tukey test. P < 0.05. n = 4 biological replicates.
Error bars, SEM. We confirmed inhibition of the Wnt
pathway by DKKI by analysis of the expression of
Axinl, Wnt3, and T in all samples. (H) Schematic
representation of a ETS-embryo (ESC compartment
in white and TSC compartment in gray) to illustrate
where “border cells” were dissected from in DKK-
treated samples for RT-qgPCR analysis.

localized expression of H2B-GFP:Tcf/LEF could
be detected at the ESC-TSC boundary, but 7/
Brachyury was not expressed at that time (Fig.
6A, left). However, when we cultured ETS-embryos
for an additional 6 hours, expression of H2B-
GFP:Tcf/LEF colocalized with expression of 7/
Brachyury (Fig. 6A, center). This domain of T/
Brachyury and H2B-GFP:Tcf/LEF-expressing
cells increased in number and size over the next
6 hours (Fig. 6A, right, and B), indicating that
canonical Wnt signaling precedes mesodermal
specification. To determine whether Wnt sig-
naling is also essential for mesodermal speci-
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fication, we generated ETS-embryos and then let
them develop in the presence of the canonical
‘Wnt antagonist Dickkopf-related protein-1 (DKK1)
(46), which was added after 48 hours of culture. In
contrast to controls, the proportion of ETS-embryos
specifying mesoderm was significantly reduced af-
ter 96 hours (38% of controls expressed T, whereas
only 4% of structures treated with DKK1 did so,
Student’s ¢ test, P < 0.001, n = 100; Fig. 6, C and D).
These results indicate that Wnt signaling is crucial
to induce the expression of mesoderm markers
during ETS-embryogenesis, as is the case in natural
embryogenesis.
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Specification of primordial germ
cell-like cells in ETS-embryogenesis

The next major step in embryogenesis is the
specification of primordial germ cells (PGCs).
In vivo, PGCs are specified at the boundary be-
tween embryonic and extraembryonic compart-
ments, at the proximal end of the mesodermal
domain (47). To test whether ETS-embryogenesis
can lead to PGC-like cell specification, we gen-
erated ETS-embryos and let them develop beyond
mesoderm specification. We then examined ex-
pression of several markers, including Stella,
Prdmi4, Tfap2c (AP2y), Nanos3, Ddx4, and Dnmit3b
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Fig. 8. ETS-embryos as a simplified model of embryo development from the blastocyst stage
until mesoderm specification postimplantation. Comparison of development of natural and “ETS-
embryos” mouse embryos. Red cells, ESC/epiblast; dark blue cells, TSC/trophectoderm/xtraembryonic
ectoderm cells; beige cells, mesoderm cells; pale green cells, primordial germ cells; yellow line, basement
membrane/ECM. In the embryo, green cells are primitive endoderm/visceral endoderm cells; dark green
cells, distal/anterior visceral endoderm. The ETS-embryo is surrounded by ECM in a manner similar to that
of basement membrane of visceral endoderm in natural embryo. Mesoderm-expression domain is
similarly positioned and occupies similar area of the embryonic compartment in both ETS-embryos and

natural embryos.

(48). After 120 hours in culture, we could identify
a small cluster of Tfap2c-Oct4 double-positive
cells in the ESC compartment, at the ESC-TSC
boundary, where T was expressed (Fig. 7A).
The location of this site is similar to that of PGC
formation in vivo (47, 48). To confirm this re-
sult, we next generated ETS-embryos using ESCs
that express GFP-tagged Stella (Stella:GFP) (49).
In accord with our earlier observations, we found
a small domain of Stella:GFP expression after
120 hours in culture (Fig. 7B). To investigate the
precise location of these putative-PGC-like cells,
we plotted the coordinates of every single cell
expressing either of these two PGC markers upon
a projection of all cells in the structure. This
revealed an average of five Tfap2c-Oct4: double-
positive and five Stella:GFP cells at the boundary
between the ESC and TSC compartments (Fig. 7,
C and D). The precise location of Stella-GFP-
positive cells at the boundary between compart-
ments contrasted to that of Stella-GFP expression
in structures consisting of ESCs alone, which was
distributed in a disorganized manner (fig. S5, a
and b). To further investigate gene expression
characteristic of PGCs, we collected T:GFP-positive
and -negative cells from the ETS-embryos (at the
boundary with the extraembryonic compartment)
and performed RT-qPCR analysis. This revealed,
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as expected for PGCs, up-regulated expression
of all PGC-marker genes examined—Tfap2c, Stella,
Prdmi4, Nanos3, and Ddr4—and down-regulation
of Dnmt3b when compared with T:GFP-negative
cells outside this region (Fig. 7E). These results
indicate that ETS-embryos have the potential to
specify PGC-like cells at the boundary between
embryonic and extraembryonic compartments,
as natural embryos.

Specification of PGCs during embryogenesis
is induced by BMP signaling from the extra-
embryonic compartment (47). We therefore hypoth-
esized that BMP signaling might play a similar
role in the ETS-embryo model. To test this hy-
pothesis, we first confirmed phosphorylation of
SMADI in ETS-embryos, as in natural embryos,
indicating their competence to specify PGCs (Fig.
7B; Fig. 7F, top; and fig. S6, a and b). We then
used ETS-embryogenesis to generate ETS-embryos
and let them develop in the presence of Noggin,
known to inhibit BMP signaling (50), which we
confirmed (Fig. 7G). Upon BMP inhibition, a sig-
nificant majority of ETS-embryos (93%, n = 15)
failed to express Stella:GFP, in contrast to control
ETS-embryos (60%, P < 0.005, Fisher’s exact test,
n = 15; fig. S6¢). Finally, we wished to examine
whether Wnt signaling is also necessary for in-
duction of expression of PGCs markers during
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ETS-embryogenesis. To this end, we generated ETS-
embryos and treated them with DKK1 (200 ng/ml)
after 48 hours of culture. This treatment sig-
nificantly down-regulated expression of PGC marker
genes and 7'in ESC-derived embryonic compart-
ment on the boundary with the TSC-derived com-
partment, which would undergo PGC specification
in control ETS embryos IVEs (Fig. 7, G and H). We
verified that the Wnt signaling pathway was down-
regulated by analyzing the expression of Axinl and
Wnit3 (Fig. 7G). These results indicate that after
the induction of expression of mesoderm markers,
ETS-embryogenesis progresses to induce expres-
sion of PGC markers in a manner similar to that
of natural embryogenesis.

Discussion

At the onset of our study, we hypothesized that
development of a stem cell model of mammalian
embryogenesis might require mimicking the com-
plex spatiotemporal sequence of morphogenetic
steps occurring during natural embryogenesis.
Our recent work allowed us to reveal the se-
quence of these morphogenetic steps at the time
of implantation and early postimplantation de-
velopment (3, 4). Here we take advantage of this
knowledge and show that by fostering close inter-
actions between embryonic and extraembryonic
stem cells in a 3D scaffold of ECM and medium
in which they can codevelop, ESCs and TSCs self-
assemble into a structure whose development
and architecture are very similar to those of the
natural embryo. This in vitro embryogenesis can
be broken down into a sequence of five key steps
in the development of mammalian embryos from
implantation stage to germ layer specification: (i)
the spontaneous self-organization leading first to
polarization and then epithelization and lume-
nogenesis in the embryonic (ESC) compartment
and then cavitation in the extra-embryonic (TSC)
compartment; (ii) the unification of embryonic
and extraembryonic cavities into the equivalent
of the embryo’s proamniotic cavity; (iii) the cross-
talk between embryonic and extraembryonic com-
partments, involving Nodal signaling, that builds
characteristic embryo architecture; (iv) the self-
organization of embryonic and extraembryonic
compartments, resulting in asymmetric induction
of the localized expression of mesoderm markers
at the compartment boundary in a Wnt-dependent
manner; and (v) the provision of BMP signaling
to specify the PGC-like cells, equivalent to their
formation in the embryo. These morphogenetic
events follow similar spatiotemporal dynamics
during ETS-embryogenesis to those taking place
in natural embryogenesis (Fig. 8).

Our studies demonstrate that stem cell-derived
ETS-embryos can mimic formation of the embryo’s
structure and gene expression pattern more ac-
curately than has been possible before with struc-
tures derived from ESCs only, such as embryoid
bodies (23-26). There are three critical differences
between the ETS-embryos we describe here and
embryoid bodies: The former are built from fewer
starting numbers of cells to closely resemble cell
numbers in the implanting embryo; they are
cultured in a 3D scaffold of ECM as epiblast
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cells within the embryo; and the ESCs develop
in coordination with TSCs as epiblast cells with
trophectoderm cells within the embryo. Our pre-
vious studies showed that a small number of
ESCs cultured in ECM could organize themselves
into a rosette that undergoes lumenogenesis in a
manner resembling that of the natural embryo-
genesis (4). We show here that these ESC-derived
rosettes can develop further to spontaneously—
i.e., without provision of a specific external signal—
induce mesoderm gene expression. However, we
also now show that achieving robust mesoderm
induction that respects the embryo’s architecture
is fostered by the addition of interactions with
extraembryonic stem cells.

These results point to a remarkable ability
of ESCs to pattern through their interactions
with TSCs alone, without a requirement for prim-
itive endoderm-derived structures. This might be
because we partially substitute for the prim-
itive endoderm function by providing ECM in
the 3D scaffold. In agreement with this hypoth-
esis, we have recently shown that ECM pro-
teins can substitute for primitive endoderm to
induce epiblast remodeling at the time of im-
plantation (4). However, the induction of asym-
metric expression of mesoderm and PGC markers
during ETS-embryogenesis was surprising be-
cause during natural embryogenesis, primitive
endoderm-derived DVE and AVE provide in-
hibitors to restrict posterior gene expression
upon their migration anteriorly (8-11). The lack
of noticeable asymmetry in pSMAD2 in ETS-
embryos could be due to the absence of DVE
and AVE; nevertheless, our results demonstrate
that without the localized provision of antag-
onists, ETS-embryos break symmetry to induce
regionalized, asymmetric expression of meso-
derm and PGC markers. We hypothesize that
this is either due to a random event or an earlier
asymmetric morphogenetic step such as the cell
rearrangements that occur during the cavity
fusion. Indeed, such rearrangements could po-
tentially reposition signaling receptors to sense
and transduce signals from the neighboring com-
partment not entirely symmetrically. Regardless
of the route by which this is achieved, we further
hypothesize that secretion of an inhibitory signal
might act to restrict mesoderm gene expression in
adjacent regions. It will be interesting to further
elucidate this process in future and to determine
whether incorporating primitive endoderm stem
cells (51, 52) into the ETS-embryogenesis model
would extend the developmental potential of
this model.

In conclusion, we demonstrate that enabling
cross-talk between embryonic and extraembryonic
stem cells in a 3D ECM scaffold is sufficient to
trigger self-organization recapitulating spatio-
temporal events that lead to construction of
embryo architecture and patterning. This stem
cell model of mammalian embryogenesis, in
combination with genetic manipulations, might
provide a potentially powerful platform to dis-
sect physical and molecular mechanisms that
mediate this critical cross-talk during natural
embryogenesis.
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Materials and Methods

Embryo recovery and culture

Six-week old F; female (CBAXC57BL/6) mice were
naturally mated and sacrificed at midnight (E5.0)
or midday (E5.5) after 5 days postcoitum. The
uterus was recovered and embryos were dis-
sected from deciduae in M2 medium and cultured
as described previously (53). Blastocysts were re-
covered from the mother at E4.5 by uterine
flushing. Recovered blastocysts had their mural
trophectoderm dissected away, before plating in
u-plates (Ibidi) and cultured in IVC1 and IVC2
media (Cell Guidance Systems).

Embryo immunostaining

Embryos were fixed in 4% paraformaldehyde for
20 min at room temperature, washed twice in
PBT [phosphate-buffered saline (PBS) plus 0.05%
Tween-20] and permeabilized for 15 min at room
temperature in 0.3% Triton-X-100, 0.1% glycin.
Primary antibody incubation was performed over-
night at 4°C in blocking buffer [PBS plus 10% fetal
bovine serum (FBS), 1% Tween-20]. The next day,
embryos were washed twice in PBT, then incubated
overnight in secondary antibody in blocking buffer
at 4°C. On the third day, embryos were washed
twice in PBT and incubated for 1 hour at room
temperature in 4°,6-diamidino-2-phenylindole
(DAPI) plus PBT (5 mg/ml). Embryos were mounted
in DAPI plus PBT before confocal imaging. For
antibodies used, see table S1.

Cell culture

ESCs were cultured at 37°C and 5% CO, on ge-
latinized tissue-culture-grade plates and passaged
once they reached confluency. Cells were cul-
tured in Dulbecco’s modified essential medium
(DMEM) with 15% FBS, 2 mM 1-glutamine, 0.1 mM
2-mercaptoethanol (2-ME), 0.1 mM nones-
sential amino acids, 1 mM sodium pyruvate, and
1% penicillin-streptomycin) supplemented with
PD0325901 (1 uM), CHIR99021 (3 uM) (2i), and
leukemia inhibitory factor (0.1 mM, LIF).

TSCs were cultured at 37°C and 5% CO,, in
RPMI 1640 (Sigma) with 20% FBS, 2 mM 1-
glutamine, 0.1 mM 2-ME, 1 mM sodium pyruvate, and
1% penicillin-streptomycin, plus FGF4 (Peprotech)
and heparin (Sigma) in the presence of inactivated
DR4 MEFs (54). Cells were passaged at 80% confluency.

Cell lines used in the study

All experiments were performed using E14 or
129 mouse ESCs, CAG-GFP ESCs (55), inducible
Nodal knockout ESCs (38), T:GFP ESCs (41),
H2B-GFP:Tcf/LEF ESCs (45), Stella:GFP ESCs
(49), and wild-type TSCs.

“3D embedded” culture

ESC colonies were dissociated to single cells, and
TSC colonies dissociated into small clumps by
incubation with 0.05% trypsin-EDTA at 37°C.
Cells were pelleted by centrifugation for 5 min/
1000 rpm, washed with PBS, and repelleted. This
was repeated twice, then ESC and TSC suspen-
sions were mixed and repelleted. The pellet
was resuspended in Matrigel (BD, 356230). The
cell suspension was plated on p-plates (Ibidi)
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and incubated at 37°C until the Matrigel solid-
ified. Cells were cultured at 37°C and 5% CO,.
ETS-embryo medium was as follows: 50% RPMI,
25% DMEM F-12, and 25% Neurobasal A sup-
plemented with 10% FBS, 2 mM i-glutamine,
0.1 mM 2ME, 0.5 mM sodium pyruvate, 0.25x N2
supplement, 0.5x B27 supplement, or SOS supple-
ment (Cell Guidance Systems Ltd, Cambridge)
FGF4 (12.5 ng/ml) and heparin (Sigma) 500 ng/ml
(ETS-Embryo medium, ETM, Cell Guidance Sys-
tems Ltd., Cambridge). For some experiments, cells
were plated by using a 3D “on top” protocol (56).

Cell immunostaining

Cells were fixed with 4% paraformaldehyde for
15 min at room temperature, then rinsed twice in
PBS. Permeabilization was performed with 0.3%
Triton-X-100, 0.1% glycin in PBS for 10 min at
room temperature. Primary antibody incubation
was performed overnight in blocking buffer (as
above) at 4°C. The next day, cells were washed
twice in PBS, then incubated overnight in sec-
ondary antibody in blocking buffer (as above)
at 4°C. DAPI in PBS (5 mg/ml) was added before
confocal imaging. For antibodies used, see table S1.

Imaging, processing, and analysis

All images were acquired with a Leica SP5 con-
focal microscope, using a 40x oil-immersion
objective. All analyses were carried out using
open-source image analysis software “Fiji” or
“Bioemergences” software (57).

Estimation of tissue volume

Tissue volume for ETS-embryos and natural em-
bryos was estimated under the assumption that
both ETS-embryos and natural embryos were
approximately cylinder shaped. The length and
radius of each compartment were measured
with image analysis software, then the volume
of the cylinder was calculated from these mea-
surements as V = nrl.

Assessment of cells at the
embryonic-extraembryonic boundary

Cells were classified as lying on the embryonic-
extraembryonic boundary if they had “nearest
neighbor” cells within a 20-um linear distance
that were both an ESC and a TSC.

Measurement of laminin
displacement angle

Using image analysis software, a line was drawn
from ESC compartment to TSC compartment at
the middle Z-section of a confocal acquisition of
a ETS-embryos. A second line across the boundary
was drawn perpendicular. The angle of laminin
displacement was then measured relative to these
lines. Laminin adjacent to the boundary would
therefore have an angle of 90°. © is equal to the
angle of the laminin extending into the TSC
compartment (® < 90°).

Assessment of asymmetric
gene expression

A line corresponding to the long axis, equivalent
to the “midline” of a ETS-embryo (perpendicular
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to the embryonic-extraembryonic boundary)
was drawn with image analysis software. At each
Z-step, the number of cells positioned either side
of this line that expressed the marker of interest
was counted. If >70% of cells were found to lie on
one side of this line, then expression was judged
to be asymmetric. In some cases, this method was
verified by pointing all cells in a structure using
“Bioemergences” image analysis software (“MovIT”)
and recording their z, y, and z coordinates. Co-
ordinates of cells expressing the marker of interest
were also recorded. The long axis, corresponding
to the “midline,” was determined from the median
coordinates in each dimension, and all coordi-
nates data were run through an R script (58) that
grouped cells according to their position relative
to the long axis or midline and whether they ex-
pressed the marker of interest. A Fisher’s exact
test was performed to determine if position rel-
ative to the long axis was related to expression of
the gene by comparing the distribution of the
data to the binomial.

Estimation of proportional area of
mesodermal regions in ETS-embryos
and E6.5 embryos

Image analysis software was used to measure the
area occupied by T-positive, mesodermal cells at
the middle Z-section of confocal acquisition data
for ETS-embryos and E6.5 embryos. The total area
of the embryonic region was also measured in this
way in each case. The ratio was calculated as
follows: Total area of embryonic region/total area
of mesodermal (T-positive) region in each case.

Cell isolation and gqRT-PCR

For analysis in fig. S1b, ESC and TSC compart-
ments were collected separately in lysis buffer
and RNA was extracted. For analysis of T:GFP-
positive cells and opposite T:GFP-negative cells
in Fig. 5J and fig. 7, e and g, ETS-embryos were
treated briefly with an enzyme-free Hanks’-based
cell dissociation buffer for 2 min to remove the
Matrigel, then had their TSC-compartment dis-
sected away. The ESC compartment was dis-
sociated to single cells by incubation with 0.05%
trypsin-EDTA at 37°C. On average, 15 to 20 GFP-
positive and -negative cells were collected sep-
arately under a fluorescent microscope and
transferred into lysis buffer (Life Technologies).
Total RNA was extracted with the Arcturus Pico
Pure RNA Isolation Kit, and qRT-PCR was per-
formed with the Power SYBR Green RNA-to-CT
1-Step Kit (Life Technologies) and a Step One
Plus Real-time PCR machine (Applied Biosystems).
The amounts of mRNA were measured with SYBR
Green PCR Master Mix (Ambion). Relative levels
of transcript expression were assessed by the
AACt method, with Gapdh as an endogenous
control. For gPCR primers used, see table S2.

Statistics

Statistical tests were performed on GraphPad
Prism 7.0 software for Windows (59). Data were
checked for normal distribution and equal var-
iances before each parametric statistical test was
performed. If appropriate, data were normalized
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using a square-root transformation. Where ap-
propriate, t tests were performed with Welch’s
correction if variance between groups was not
equal. Analysis of variance (ANOVA) tests were
performed with a Geisser-Greenhouse correction
if variance between groups was not equal. Error
bars represent SEM in all cases, unless otherwise
specified. Figure legends indicate the number
of independent experiments performed in each
analysis.
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Editor's Summary

In vitro embryogenesis

Pluripotent embryonic stem cells (ESCs) can differentiate into any adult cell type; however,
aggregates of these cells do not mimic embryonic architecture when grown in culture. To see whether
mouse ESCs and their extraembryonic counterparts, trophoblast stem cells (TSCs), can recapitulate
normal development, Harrison et al. combined ESCs and TSCsin an extracellular matrix culture (see
the Perspective by Pera). The resultant "ETS-embryos" displayed considerable resemblance to normal
embryos, even specifying mesoderm and primordial germ cells at the boundary between embryonic and
extraembryonic compartments. These ETS-embryos are a genetically tractable tool for studying
mammalian embryogenesis.
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