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REZIME DOKTORSKE DISERTACIJE:

Uvod: I pored visoko usavrSenih tehnika vantelesne oplodnje morfoloski
savrseni embrioni nisu ¢esta pojava. U klini¢koj praksi in vitro fertilizacije (IVF)
oni u znacajnoj proporciji dozive zastoj razvica ili pokazu morfoloske
nepravilnosti. U cilju postizanja visih stopa fertilizacije i dobijanja veceg broja
kvalitetnih embriona u IVF centrima se, u uslovima standardizovane IVF
kulture, temeljno prati razvoj IVF embriona, sprovodi njihovo ocenjivanje po
kvalitetu. Fragmentacija embriona je veoma cesta morfoloska nepravilnost
embriona i potvrden znak sniZene razvojne sposobnosti. Brojna populacija
mitohondrija (Mt) ranih embriona je nosilac bioenergetskog potencijala i steciste
signalnih puteva prezivljavanja celija. Ove dve znacajke su stoga odabrane za
predmet istrazivanja. U cilju Sto potpunijeg sagledavanja njihovog znacaja za
nastavak razvoja sprovedeno je ispitivanje na vise nivoa: morfoloskom,
molekulskom i bioenergetskom. Primenom 8irokog raspona metoda: svetlosne,
elektronske (TEM) i konfokalne mikroskopije, imunocitohemijske i
transkripcione molekulske analize - na viSe nivoa su sagledane strukturne
promene koje prate rano brazdanje i fragmentaciju, te povezivanje sa
dinamikom i funkcionos¢u mitohondrija i sistema redoks ravnoteze embriona.
Ispitivanje je odobreno i sprovedeno na suvisnim IVF embrionima, poklonjenim
u naucno-istrazivacke svrhe, po pribavljanju pisane saglasnosti obavestenih
pacijenata iz IVF programa.

Rezultati sa diskusijom: Rani embrioni pokazali su znacajne ultrastrukturne
promene skopcane sa fragmentacijom, prvenstveno na endoplazminom
retikulumu (ER) i mitohondrijama (Mt) i to pregrupisavanje, promene izgleda i
blisku strukturnu vezu Mt sa ER cesto prosirenih cisterni, koje su neretko
zapremale veci deo fragmenata u vidu krupnih vakuola. Unutar embriona, po
nas$im saznanjima prvi put, na TEM mikrografijama je pokazano postojanje i
sekretovanje egzozoma, minijaturnih, membranskih vezikula - posrednika
meducelijske komunikacije. Nadalje, primeceni su netipi¢ni kontakti jedra sa ER
i Mt i potvrdeno postojanje vise poznatih sistema uklanjanja i opravke oste¢enih

Mt (mitofagije, mitoptoze, fisije i fuzije...). Fluorescentno obelezavanje Mt



potvrdilo je njihovu veliku brojnost i sortiranje unutar embriona, u zavisnosti
od stepena fragmentacije, kao i visok stepen kolokalizacije sa azot oksidom
(NO). NO je, kao potentan signalni i redoks molekul znacajno prisutan u
posmatranim embrionima, i promenljiv u odnosu na kvalitet embriona. Proteini
koji posreduju u remodelovanju Mt (mitofuzin 1, Drpl) pokazali su obrnut
transkripcioni profil u odnosu na stepen fragmentacije: stiSanost fisije i
naglasenost fuzije kod umereno fragmentisanih embriona, te obrnut profil kod
nekvalitetnih embriona. Ispitani su enzimi kompleksa oksidativne fosforilacije
(OXPHOS), vaznog c¢inioca redoks ravnoteze celija, uporedim utvrdivanjem
sadrZaja njihovih iRNK kod kvalitetnih (A klasa), osrednjih i embriona loSeg
kvaliteta. Transkriptomi OXPHOS embriona A klase su posmatrani kao
“optimalni”. U datom razvojnom prostorno-vremenskom okviru: stepen
fragmentacije, mesto/znacaj u respiratornom lancu i mesto porekla (jedrov ili
Mt genom) transkripcioni profili komponenti OXPHOS, kao i ukupan sadrzaj
Mt DNK, pokazali su razli¢ite i osobene “transkripcione otiske” u odnosu na
kvalitet embriona. Mitohondrijalno kodirani proteini ponasali su se razli¢ito u
odnosu na jedarne: kod manje pogodenih embriona bili su transkripciono
utiSani, sa nizim sadrzajem MtDNK u odnosu na A embrione. Nekvalitetni
embrioni su imali obrnut transkripcioni profil. Sa obimom fragmentacije rasli su
pokazatelji celijskog stresa: ekspresija ATP sintaze, nekih enzima koji proizvode
reaktivne vrste azota (NOS) i kiseonika (NOX) i okidace apoptotske celijske
smrti (citohrom c). Zakljuéno, sumirani rezultati govore da su embrioni u ovom
periodu izlozeni visokom razvojnom i pritisku okruzenja i da ocekivano
pribegavaju reSenjima koja, u poredenju sa ,obi¢nim“celijama izgledaju
ekstremno. U manje pogodenim embrionima to rezultuje oporavkom i dobrim
stopama usadivanja. Svi embrioni pokre¢u usadene programe samo-
obnavljanja, iako nakupljeni stres katkad dovodi do potpunog i metabolicki
manje ili vie “tihog” zastoja u razvicu.

Ovaj rad pruZio je nove uvide u razvojni potencijal ranih embriona, i moze

posluziti kao bazi¢na bioloska platforma za dalje klinicke studije.
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DISSERTATION ABSTRACT

Intro: Despite applying highly sophisticated ART techniques, perfect human
IVF embryo is rarely seen: high proportion of IVF embryos experience embryo
arrest or develop certain morphological irregularities. In order to obtain better
fertilization rates and get more top quality embryos, IVF centers are performing
standardized IVF culture; observe embryo development and carry out embryo
scoring. Embryo fragmentation, as a very common morphological abnormality,
is positively correlated with impaired developmental potential. Mitochondria
(Mth), power stations and merging points of cell survival signaling pathways,
are extremely abundant in early embryos. We elected those features as a subject
of our study, aiming to clarify their true relevance in developmental sequence.
Spectrum of methods: light, electron and confocal microscopy,
immunocytochemistry and gene transcriptome analysis have encompassed
morphological, molecular and energy balance features of early fragmented
embryos and enabled us to grasp ultra-structural changes of fragmented
cleavage embryos and correlate them with Mth dynamics, Mth functionality
and embryonic energy balance. Study has institutional review board approval,
and has been conducted on surplus IVF embryos donated for science, with
written informed consent provided from couples.

Results and Discussion: Early embryos exhibit distinctive ultrastructural
changes associated with blastomere fragmentation, mainly on endoplasmic
reticulum and mitochondria. We observed particular Mth sorting, change in
appearance and very close contact with ER whose cisterns are often enlarged to
the size of large vacuoles, especially in embryo fragments. To our knowledge,
we were the first to observe exosomes on TEM micrographs of early human
embryos. Exosomes are known micro-vesicular mediators of intercellular
communication. We also observed: atypical proximity of nucleus, Mth and ER;
few known Mth quality control pathways, like mitophagy, mitoptosis and
remodeling by fusion and fission. Fluorescent labeling of functional Mth
confirmed their great abundance within embryo, altered distribution patterns in
relation with degree of fragmentation, and strong co-localization with nitric

oxide (NO). This very important signaling molecule within biological systems,



showed its elevated production in early embryos, correlated with the degree of
fragmentation. Proteins which mediate mitochondria fusion and fission
(Mitofusin 1; Drp 1), have shown different transcription profiles in relation to
fragmentation degree. Good and low-fragmented embryos exhibit enhanced
fusion/suppressed fission profile, and poor quality embryos show the opposite
transcription profile. Being a pillar of cell power and redox balance, the
complex of oxidative phosphorylation (OXPHOS) is assessed with the same
molecular tools. We considered the best embryo’s OXPHOS transcriptome as
optimal and, in a given spatial and temporal developmental frame:
fragmentation degree, position and relevance in the respiratory chain and
genomic origin (nuclear or Mth gene), transcription profile of OXPHOS
components and MtDNA content show specific “fingerprint” associated with
embryo quality. Mitochondrial encoded proteins exhibited low transcription
profile in low fragmented embryos, joined with low MtDNA copy number.
Poor quality embryos show the opposite transcriptomic scenario and possess
elevated number of MtDNA copies. Nuclear encoded components follow
different gene expression patterns, also sensitive to the occurrence of
fragmentation. Some mediators of oxidative stress increased with degree of
fragmentation: expression of ATP synthase, especially in low fragmented
embryos; reactive oxygen species (expression of NOX); reactive nitrogen species
(expression of NOS); triggers of apoptosis (expression of cytochrome c).

To conclude, our summarized results point out that all early embryos are
exposed to a great developmental and environmental pressure, and,
accordingly, they reach for solutions which, compared to other cell types, look
the very utmost. Those measures are more efficient in minor and medium then
severe affected embryos, so the recovered embryos had good implantation
rates. All of them mobilize inherent repair programs, but accumulated stress
sometimes leads to, metabolically more or less “quiet”, permanent embryo
arrest.

This work offers some new insights into developmental capacity of early
embryos and could be used as a basic science research platform for further

clinical studies.
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1. UVOD

1.1. IVF i ART

Poduhvat koji je zavrsen rodenjem prve ,bebe iz epruvete” zapoceo je
tehnolosku eru in wvitro fertilizacije (IVF) te daljeg razvoja i Siroke primene
asistiranih reproduktivnih tehnologija (ART). Klinic¢ka istorija mu je dovoljno duga
da se danas tim povodom pisu i istorijski pregledi (Kamel, 2013). I pored
znacajnog poboljSanja uslova gajenja gameta i embriona in vitro: upotrebe
vrhunskih biotehnoloskih protokola i uredaja, IVF odobrenih sudova i
hranljivih te¢nosti (medijuma), primene visokih standarda kontrole kvaliteta -

morfoloski savrseni IVF embrioni nisu ¢esta pojava.

Postoji nekoliko sistema ocene kvaliteta IVF embriona. U osnovi
subjektivno posmatranje, uskladeno sa normama klinicke embriologije, svodi se
na belezenje: broja i izgleda celija embriona, medusobno poredenje veli¢ine
blastomera, simetrije i dinamike deoba te pracenje prisustva i broja jedara u
blastomerama - nukleacije (ALPHA Scientists i ESHRE SIG Embryology, 2011.,
Veek i Xenakis, 1986., Steer i sar. 1992.). IVF prakticari su u stalnoj potrazi za

novim varijablama za ocenu embriona (Vergouw i sar., 2013., Yang i sar., 2014.).

U praksi, ocenjivanje embriona (engl. embryo scoring) se zasniva pretezno na
dva klju¢na pokazatelja: broj blastomera u datom trenutku ocenjivanja (merilo
dinamike i pravilnosti deoba) i uocavanje fragmentacije embriona (Shema 1).
Shodno tome, nepravilnosti u razvoju IVF embriona koje se uoc¢avaju pre stupnja
blastociste su: nepravilna i/ili zakasnela deoba, pojava citoplazmatske
fragmentacije, pojava multinukleacije i zastoj u razvicu, (engl. embryo arrest), koji
su pokazani na Slici 3. Sistem ocenjivanja neophodan je u cilju odabira najboljih
embriona za embriotransfer (polaganje embriona u Supljinu materice) i
krioprezervaciju (pohranjivanje kvalitetnih embriona u te¢ni azot radi kasnijeg

transfera), kao i za stalnu procenu kvaliteta ART postupaka.



JEDNAKE BLASTOMERE JEDNAKE ILI UMERENO JEDNAKE ILI UMERENO NEJEDNAKE BLASTOMERE NEPREPOZNATUIVE MULTINUKLEACLA
NEJEDNAKE BLASTOMERE | NEJEDNAKE BLASTOMERE BLASTOMERE
BEZ FRAGMENATA = . = i
BLAGA FRAGMENTACUA FRAGMENTACIA IZRAZENA FRAGMENTACIA| POTPUNA FRAGMENTACIA | bez obzira na simetriénost

do 10% od 11-25% 25% i vife deoba i fragmentaciju

Shema 1. Ocenjivanje embriona po kvalitetu. CrteZz, prilagodeno po UCONN.

1.2. Fragmentacija embriona - klinicki aspekti

Pojava fragmentacije tokom prvih deoba brazdanja je uobicajena i neretko
prolazna pojava koja prati razvoj embriona, tj. ve¢ina IVF embriona pokazuje
fragmentaciju, u manjoj ili vec¢oj meri (Alikani, 2007.). Fragmentacija izrazena u
vecoj meri, koja je prac¢ena gubitkom jedne ili viSe blastomera nedvosmisleno je
povezana sa smanjenjem pa i gubitkom razvojnog potencijala embriona (zastoj
razvica). Sposobnost razvoja u blastocistu kod takvih embriona je umanjena,
kao i Sanse za uspesno usadivanje. Stepen fragmentacije transferisanih
embriona je u obrnutoj korelaciji sa stopom implantacije i stopom klinickih
trudno¢a (Ebner i sar., 2001.). Suprotno tome, veza fragmentacije i ostalih
klini¢kih ishoda jo$ uvek je nerazjadnjena i nije pronadena jasna veza sa nizom
drugih klinickih parametara trudnocde: stopama komplikacija trudnoda,
ucestalosé¢u viSestrukih trudnoca, ucestalos¢u porodaja carskim rezom,
nedeljom porodaja, tezinom novorodencadi, godinama starosti pacijentkinje...
Neke studije pokazale su da trudnode dobijene iz embriona veoma lo3eg
kvaliteta imaju vecu ucestalost urodenih deformiteta, sto su pokazali Ebner i
sar. (2001.) i spontanih pobacaja (Alikani i sar., 2008.). Vecina studija ipak nije
pokazala jasnu pozitivhu korelaciju izmedu fragmentacije embriona i losih
klini¢kih ishoda IVF: povecane ucestalosti biohemijskih trudnoca te stopa

spontanih pobacaja (Giorgetti i sar., 1995., Shen i sar., 2005). Iskustva iz prakse




ne ostavljagju mesta optimizmu kada su za vradanje raspolozivi samo
nekvalitetni embrioni, ali su i iz takvih embriona dobijane trudnoce koje su
zavrsene rodenjem zdrave bebe. Valja dodati i da se morfoloski savrSeni
embrioni katkad ne implantiraju ili zastanu sa deobama jo$ ranije, u in vitro
kulturi.

Klinike za infertilitet i embrioloske laboratorije su mesta gde se, sto je i
eticki i zakonski obavezno, ¢ini sve da do razvoja embriona i trudnoce dode. To
znaci da se embrioni ne izlazu uslovima koji mogu omesti njihov razvoj, osim u
meri u kojoj je to neophodno (potpomognuta oplodnja, ocenjivanje,
premestanje). Samim tim je uspostavljanje veze izmedu kratkog posmatranja
embriona pod svetlosnim mikroskopom, njegovog razvojnog potencijala i svih
klini¢kih ishoda IVF - pojednostavljen i spekulativan zadatak. Sustinsko
razumevanje razvojnih opterecenja koja mogu dovesti do poremecaja i zastoja u
razvicu zahteva potragu za njihovim unutrasnjim uzrocima i ogradu kod

koristenja termina , abnormalan/normalan” embrion (Hartshorne, 2000.).

1.3. Fragmentacija embriona - bioloski aspekti

Fragmenti embriona su membranom uspostavljena, anukleusna i
plejomorfna telasaca ispunjena citoplazmom i organelama. Stvaraju se na ra¢un
¢elijskog sadrzaja blastomera. Sirenjem ovog procesa remeti se simetrija unutar
embriona i zavisno od stepena zahvacenosti smanjuje se zapremina pojedinih
blastomera, $to je pokazano u nekim morfometrijskim studijama, te podstaklo
autore, Hnida i sar. (2004.), da racunarsko prera¢unavanje ukupne zapremine

blastomera predloze za procenu stepena fragmentiranosti.

Nov pristup u izucavanju ove pojave omogucile su ,time lapse” kamere
prilagodene IVF inkubatorima, ¢iji su ubrzani spojeni foto-zapisi otkrili
neverovatno visoku dinamic¢nost fragmenata: njihovu znacajnu pokretljivost
unutar embriona, brzi nestanak (resorpciju od strane blastomera) u razmacima

od par minuta, ali i razvojni scenario kada njihova postojanost i progresivno



Sirenje zahvataju viSe blastomera pa i ceo embrion. Morfokineticke studije koje
se danas sprovode uz pomo¢ analize video-zapisa koriste se za bolje
predvidanje razvojnog potencijala embriona (Herrero i Meseguer, 2013., Mio i
Maeda, 2008.). Fragmentacija zdruZzena sa nastavkom deoba brazdanja, uz
resorpciju fragmenata ili ne, sama po sebi nije letalna.(Van Blerkom i sar.,

2001.).

Stepen fragmentacije se obi¢no izrazava u procentima zapremine
embriona zahvacene fragmentacijom. U literaturi je opisano je nekoliko tipova
fragmentacije. Od znacaja za sistematizaciju bili su veli¢ina (sitni ili krupni
fragmenti) i pozicija vecine fragmenata (da li su pretezno u sredini ili po
obodima embriona), njihova brojnost i tip rasirenosti u okviru embriona
(skupljeni na jednom mestu ili preteZzno razbacani; da li pri tom zahvataju jednu

ili vise blastomera), (Alikani i sar., 1999., Antczak i Van Blerkom, 1999.).

Misljenja o sposobnosti oporavka i nastavka razvoja embriona s
fragmentacijom su uglavnom podeljena, a broj studija koja rasvetljavaju detalje
ove pojave i njenu fiziolosku osnovu je nesrazmeran znacaju problema. Pregledi
koji govore o klinickom znacaju fragmentacije su brojni (Alikani i sar., 1999,
Alikani i sar., 2000., Ebner i sar.2001., Fujimoto i sar., 2011.). Pre svega,
embriolozima i stru¢noj javnosti je dostupan izuzetno mali broj objavljenih, a
upotrebljivih elektron-mikrografija ranih embriona, uklju¢ujué¢i skromne
pocetke, kod Esterhuizen i sar. (1998.), dosta studija na Zzivotinjama gde
isticemo Rivera i sar. (2003.) i Bettencourt i sar.(2009.), i svega nekoliko novijih
radova na humanom materijalu, gde se isti¢e pregled Sathananthana i sar.

(2013.).

Suprotno tome, studije o morfologiji oocita i sledstveni kriterijumi za
njihov fertilizacioni potencijal izuzetno su brojne i Rienzi i sar. (2011.) dala je
dobar pregled te literature. Neposredna veza kvaliteta oocita sa kvalitetom
embriona je opsteprihvacena. Dok neke studije ukazuju na povezanost

morfologije oocite i fragmentacije embriona, kao Xia (1997) i Ebner (2002.) -



postoje i zvani¢ni konsenzusi stru¢nih udruzenja koji tvrde da izgled oocite
(ve¢ina unutrasnjih morfoloskih karakteristika: vakuole, granulacija, tamne
inkluzije itd, a pogotovu ekstracitoplazmatski dismorfizmi: izgled polarnog
tela, perivitelinskog prostora i zona pellucida) nisu sigurni u predvidanju
razvojnog kapaciteta embriona (Istanbul Consensus, 2011.). Pregledi objavljenih
istrazivanja ovu vezu pojasnjavaju kao sloZzen odnos citoplazmatske i jedarne
kompetentnosti oocite i razvojnog kapaciteta embriona (Fujimoto, 2011.).
Upravo ovakav ,koncept” naglasava potrebu za obimnijim proucavanjem
embriona na subdelijskom, molekulskom nivou, kao i na nivou bioenergetike

blastomera.

1.4. Fragmentacija embriona - subéelijski i bioenergetski aspekti

Posmatranje i ocena izgleda ranih embriona pomocu stereomikroskopa ili
invertnog mikroskopa u IVF laboratoriji (pri uvecanjima od 10 do 400x) samo
delimi¢no odrazava njihov kvalitet. Kako nemamo uvid u o¢uvanost temeljnog
molekulskog nasleda novog embriona, spojenih jajne celije i spermatozoida - ne
mozemo sustinski govoriti o embrionovoj pocetnoj sposobnosti za dalji razvoj.
Analize hormonskog statusa oba partnera ne govore sa sigurno$¢u o Sansama
za dobijanje kvalitetnih gameta.

Korak blize, metabolomske analize folikularne te¢nosti, sperme, analize
kapi kulture u kojoj su embrioni boravili su jednako posredni pokazatelji
sposobnosti za dalji razvoj. Dosadasnja istrazivanja i posmatranja stvorila su
neku vrstu platforme za dalje vrednovanje kompetentnosti embriona -
definisani su neki meduodnosi, ¢inioci i nepravilnosti na subcelijskom i
molekulskom nivou. Cest cilj istraZivanja bili su: status hromozoma (Magli i
sar., 2007., Munne, 2006.); odnos fragmentacije i faze celijskog ciklusa (Alikani i
sar., 2005.); znacaj mitotske aktivnosti celija te dinamike i organizacije
citoskeleta (Alikani i sar., 2005., Neganova i sar., 2000.); veza fragmentacije i

apoptoze (Jurisicova i sar., 1996., Jurisicova i Acton, 2004.); znacaj integriteta



membranskih sistema, i to odnosa njihovih lipidnih komponenti kao i prisustva
i rasporeda regulatornih i drugih proteina membrane (Antczak i Van Blerkom,
1999., Comiskey i Warner, 2007, Ng i sar., 2005.) - pri ¢emu su dobijeni znacajni
rezultati i otvorena nova pitanja. Unutar pomenutog istrazivackog mozaika -
nacini o¢uvanja metabolicke i bioenergetske stabilnosti embriona i blastomera
tokom energetski zahtevnih deoba brazdanja su samo delimi¢no rastumaceni.
Njihov znacaj u periodu pre aktivacije embrionovog genoma je dodatno
podsticajan istrazivacki cilj. Znamo da su energetska ravnoteza (homeostaza),
meducelijska komunikacija i neprekidna razmena informacija sa okruzenjem
imperativi razvoja i opstanka uopste, i pri svemu tome rani embrion raspolaze

isklju¢ivo majé¢inim nasledem DNK prepisa (iRNK) i mitohondrija.

1.5. Znacéaj mitohondrija u Zivotu i smrti éelije - steciste signalnih

puteva

Embrion od jajne celije nasleduje izuzetno veliku populaciju mitohondrija
(nekoliko desetina hiljada) i ona se tokom deoba brazdanja razdeljuje medu
blastomerama, preuzimajuci kljuénu, vitalnu ulogu u Zivotu preimplantacionih
embriona (Van Blerkom, 2000.). Pri tom se mitohondrije u prvim danima
razvi¢a ne umnozavaju i ne poseduju punu fiziolosku kompetentnost. Smatra se
se da do perioda implantacije nema novog umnozavanja niti prepisivanja

mtDNK (Jansen i de Boer, 1998., Ramalho-Santos, 2009., Cummins, 2004.).

Osim proizvodnje i pretvaranja energije, mitohondrije regulisu razvojne
procese i podesavaju celijske signalne puteve na viSe nacina: Ca?* zavisnom
signalizacijom, biohemijskim putevima upravljanim i posredovanim reaktivnim
molekulskim vrstama i znacajnim uc¢es¢em u okidanju apoptoze (Dumollard i
sar., 2007., Van Blerkom, 2004., Hardy i sar., 2003., Rizzuto i sar., 2004.,
Romagnoli i sar., 2007., Chen, 2001.).

Shema 2. prikazuje viSestruko delovanje celijskih molekulskih signala na

mitohondrije i njihov odgovor, samo delom pokazujuci slozenost i preplitanje



vise metabolickih puteva i znacaj mitohondrija kao integrativnog centra.
Ovakva uloga podrZana je mnoStvom molekulskih posrednika: proteina,
transkripcionih faktora, fosfolipida, metabolita, jona, gasova, idu¢i od krupnijih,
sve do nivoa brzih, slobodno-prodiru¢ih gasova, kakav je azot oksid (NO).
Dodatno, svi pobrojani nosioci signala, zajedno sa makromolekulskim
sistemima kao $to su polarizovane membrane, fotoaktivni hromatin i, ponovo,
polarizovane mitohondrije - dodatno odgovaraju na uticaje okruzujuceg
elektromagnetnog spektra Sto celu sliku odrzanja vitalnosti celije dodatno
obogacuje (Popp i sar. 1992., Levin, 2013., Cohen i Popp, 2003., Yamskova,
2010.)

dejstvo / efekat: posrednik: posrednik: meta ili uticaj:

Povecanje respiracije i
roizvodnje ATP

P ) > 02
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Ca? > kinaze

Regulacija dehidrogenaza, 24
nosaca i apoptoze > Ca ~—a

Regulacija COX, DLDH 5 S
S-nitrozilacije itd NO

energetika, lu¢enje

/ ATP > insulina, Kinaze

* Regulacija PDC, > fosfataze __y ———> ROS —> redoks regulacija,
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Biogeneza mitohondrija ——> transkripcioni — T
faktori Citc 5 apoptoza
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proteini 7 TCA —> lucenje
Signali ¢elijske smrti posreduje insulina

ili prezivljavanja > apoptoze

| signali ula2;l>

Shema 2. Uloga mitohondrija u Celijskim signalnim putevima; preuzeto i prilagodeno,

Pagliarini et al. (2006).

Celijski mehanizmi koji leze u osnovi fragmentacije IVF embriona, a koji
ukljuc¢ujuju mitohondrije kao regulatorni centar nisu dovoljno rasvetljeni,
optereceni su oprecnim nalazima i nedostatkom sumirajucih zaklju¢aka. Dosta
paznje posveceno je ispitivanjima membranskog potencijala mitohondrija ranih
embriona, gde se isti¢u Arnoult (2007.) i Acton i sar.(2004), ipak bez pruzanja

temeljnih saznanja o drugim parametrima funkcionosti mitohondrija.




Regulacija rasporedivanja po blastomerama, pokazani kod Wilding i
sar.(2001.) i Wang i sar. (2009.), postojanje aktivnog sistema uklanjanja ,lo$ih”
mitohondrija, opisano kod Lyamzaev i sar. (2008.) kao i Tolkovsky (2009.) su
samo donekle prouceni i danas pobuduju posebnu istrazivacku paznju i
rasprave. Shema 3. prikazuje sadejstvo vise mehanizama u misiji obezbedivanja
zdrave populacije mitohondrija. U zavisnosti od stepena oStecenja i ostalih
unutarcelijskih i signala iz okoline slede: unutrasnje popravljanje gresaka,
oporavak putem fuzije sa zdravim mitohondrijama, fisija mitohondrije sa
odvajanjem oste¢enog dela i kona¢no kod visokog stepena ostecenja - put
obelezavanja za potpuno razlaganje posredstvom lizozomskog sistema

(autofagija mitohondrija, mitofagija).

neispravan ili nefunkcionalne ili oiteéene Mth |
oitecen protein / | \
‘L‘ i 3 “nr, P 1;'# - b
| |
\ J 4 P~
N v v 4 (0
de.gradaci_j: . odvajanje uklanjanje
“:;Pr?‘"?;‘ ' nefunkcionalnih ostecenih Mth
scent delova fisijom mitofagijom
proteina

zdrave mitohondrije

Shema 3.Putevi kontrole kvaliteta mitohondrija (Mth), prilagodeno, Sheng i Cai (2012).

Klju¢éni proteini koji ucestvuju u kontroli kvaliteta mitohondrijalne
populacije, regulisuci njihovo remodeliranje putem fisije(podele i fragmentacije)
i fuzije (interventnog stapanja koje doprinosi njihovom oporavku i respiratornoj

zastiti) su Drp 1 i mitofuzin 1, tim redom.



Ovome se moZe dodati i mitoptoza kao ne tako davno opisan alternativni
put uklanjanja mitohondrija, koji ne poc¢iva na lizozomnoj autofagiji, ve¢ na
aktivnom premestanju, okupljanju i posebnom putu razlaganja mitohondrija
(pojavi mitoptotskih tela koja se odstranjuju iz celije), Shema 4. Ovaj scenario je
na delu kada ukupne promene zahtevaju brzu i masovniju ,popravku”
mitohondrija kod ¢elija koje su bile izloZene jakom oksidativhom pritisku.
Pretpostavlja se da visoke koli¢ine reaktivnih vrsta stvorene u takvim
prilikama, ukoliko to i drugi signali i celijski resursi dozvole - pokrecu ovaj
program, koji po svojim morfoloskim odlikama u mnogome podseca na
»apoptozu unutar celije”, omogucavajuci njeno prezivljavanje odstranjivanjem

svih ,problemati¢nih” mitohondrija.

jedro
POCETAK MITOPTOZE:
fisija i preoblikovanje
mreze mitohondrija,
aktivno preremestanje
i okupljanje ko jedra I

MESTIMIENA

= | MITOFAGLA:
jedan deo
depolarizovanih
Mt uklanja se
mitofagijom

| junutar lizozoma

mitoptotska
tela —

Shema 4. Put mitoptoze, po Skulacevu (2008), preuzeto i prilagodeno.



1.6. Znacaj reaktivnih vrsta kiseonika i azota u Zivotu i smrti Celije

- vesnici i pokretaci puteva preZivljavanja

Duz reproduktivnog puta Zene, jednako kao i u drugim tkivima, postoje
razlike u fizioloskim koncentracijama kiseonika (Gardner, 2013.). Parcijalni
pritisak kiseonika, koji se pocev od folikula, niz jajovod pa sve do Supljine
materice menja samo je jedan od modulatora sazrevanja oocita i dinamike
ranog embrionalnog razvoja (Nagy i sar., 2012.).

U vestackim sistemima , kao $to je gajenje gameta i embriona u IVF
laboratoriji ove fizioloski podeSene i blage promene oksidativhog okruZzenja,
dobijaju potpuno drugaciju - uvecanu i promenljivu amplitudu!

Prilikom aspiracije i pregleda folikularne te¢nosti pod mikroskopom, u
prvim minutima boravka u sredini sa 21% kiseonika, oocite su izlozene
snaznom oksidativnom pritisku. Potom se podvrgavaju biotehnoloskim
postupcima i ponavljano izlazu uslovima izvan inkubatora, promenama
temperature i osvetljenja. Isti reZim se primenjuje i kod gajenja embriona u
narednim danima IVF kulture - i oksidativni stres je prepoznat kao znacajan
¢inilac u dinamici ranog razvoja (Bedaiwy i sar., 2010., Jana i sar., 2010.).

Uloga reaktivnih vrsta kiseonika (engl., reactive oxygen species, ROS) i
azota (engl., reactive nitrogen species, RNS), pre svega NO i superoksid anjon
radikala (Oz-), u pre-embrionalnom periodu razvoja je posebno kontraverzna
(Bedaiwy i sar., 2004., Skulachev 2006.).

Dodatno, i oksidativna fosforilacija (OXPHOS), koja se odvija na
unutrasnjoj membrani mitohondrija je dobila zasluZeno mesto - mitohondrije
nisu samo celijske ,toplane” ve¢ se i masinerija OXPHOS postavlja u srediste
homeostatskih regulatornih zbivanja. Kompleks proteina koji obavlja ovaj niz
biohemijskih procesa i omogucava stvaranje protonskog gradijenta sa dve
strane unutrasnje membrane mitohondrija (kompleksi I, II, II, IV, citohrom c i
ATP sintaza kao kompleks V, Shema 5.) je takode ,efektor” - ciljno mesto

redoks regulacije.
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Klju¢nim procesom regulacije aktivnosti proteina smatra se reverzibilna
fosforilacija i zapanjujuca je ¢injenica da mitohondrije operisu sa preko 60 fosfo-
proteina (od toga je tridesetak kinaza i fosfataza, a medu njima je nekoliko
proteina iz svake od komponenti OXPHOS kompleksa, zatim Mn superoksid
dismutaza, kao i brojni proteini koji ucestvuju odrzavanju i transkripciji
mitohondrijalne DNK (mtDNK), metabolizmu aminokiselina, sintezi steroida,

glicerolipida, osmoregulaciji, detoksikaciji, apoptozi... (Pagliarini i Dixon, 2006.)

Mitohondrijalna DNK i oksidativna fosforilacija

f Mitohondrijalna ~ ~ 7

DNK éoveka ’
7 proteina P S e 2 proteina
& . \
1 protein 3 proteina KOMPLEKS V
KOMPLEKS | v \ ATP sintaza
NAD" KOMPLEKS Il
NADH \\Jﬁ&. sukcinat fumar‘:t(]wl:LEKS o KOMPLEKS IV ;

Shema 5. Komponente elektron-transportnog lanca (kompleksi I - IV sa ATP sintazom)
i pregled mitohondrijalnog genoma coveka, Preuzeto i preradeno iz projekta
Mitochondrial biogenesis and disease, MRC National Institute for Medical Research,
London, http:/ /www.nimr.mrc.ac.uk/

Sadejstvujuci, fosforilacija kao podesiv i pre svega reverzibilan vitalni
proces i svi nabrojani ¢inioci - deo su velikog mozaika upravljanja i odrZanja
redoks ravnoteZe celija. Znacaj koji ovaj mozaik ima za pitanje opstanka i

prilagodavanja embriona u novoj i promenljivoj sredini nije potrebno posebno

naglasavati.
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1.7. Objedinjavanje bazic¢nih i klinickih nauka u oblasti ART

Embrioni ¢oveka koji od prvog do najduze 5 ili 6 dana borave u celijskoj
kulturi, nalaze se u kritichom periodu ne samo Sto se tie prostog
obezbedivanja smene deoba i interfaze. U ovom periodu se vrsi ukljuc¢ivanje
genoma embriona (u stupnju izmedu 4 i 8 Ccelija), odvija se prelaz sa
maternalnih na embrionalne prepise DNK, i pri tom se vrsi temeljna
epigenetska dorada genoma (Hartshorne, 2000.) kao i prelaz sa metabolizma
piruvata i laktoze na potrosnju glukoze (Gardner, 2013.). Stoga su prve
blastomere embriona u bioloski nezavidnom poloZzaju: totipotentne su i nose u
sebi plan dovoljan za razvice cele jedinke i istovremeno su izuzetno osetljive i
otvorene za spoljne uticaje.

Sve ove ¢injenice zajedno isti¢u znac¢aj upoznavanja celijskih, subcelijskih i
molekulskih promena koje leze u osnovi fragmentacije embriona. Buduéim
kombinovanjem neinvazivnih tehnika ocitavanja metabolickog ,zdravlja”
embriona, ¢iji je pregled dao Sakkas (2014.), (Sto je danas moguce in vivo i bez
vremenskog otklona u tehnoloski naprednijim IVF centrima) sa saznanjima o
subcelijskoj arhitekturi i molekulskom metabolickom ,otisku” embriona,
zaustavljenih u tom istom razvojnom periodu - bilo bi moguce utvrditi nove,
nedvosmislenije i klinicki znacajne markere kvaliteta embriona. U
laboratorijskoj praksi to bi znacilo i sigurnije parametre za odabir najboljih
embriona za transfer odnosno krioprezervaciju - nove, pouzdanije i
neposrednije markere razvojne sposobnosti ili re¢ju, vitalnosti ranih embriona.

Studija poput ove moze doprineti naporima u tom smeru.
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2. CIL RADA

Centar ovog istrazivanja postavljen je u kontekst sveopsteg i
multidisciplinarnog dopunjavanja mozaika embriologije ¢oveka, prvenstveno
najranijeg - preimplantacionog perioda. Razvojem i primenom tehnologije in
vitro fertilizacije, odnosno biomedicinski potpomognutog oplodenja (BMPO)
ovaj segment razvojne istorije ¢oveka postao je direktno vidljiv i manje ili vise

dostupan naucnoj i stru¢noj zajednici.

Zbog potrebe za stalnim poboljSavanjem uslova IVF kulture i u cilju
dobijanja sto kvalitetnijih embriona i poveéavanja Sansi za trudnoéu stvoren je
uzajamno podsticajan i uslovljen odnos biomedicinske tehnologije i bazi¢nih

bioloskih disciplina.

Posmatranjem arhitekture ranih humanih IVF embriona u dvojakom svetlu
- morfoloskom (utvrdivanje detalja ultrastrukture) i funkcionom (utvrdivanje
molekulskih i redoks parametara) omogucio bi se uvid u osobenosti ove
specificne opservacione kohorte, te bi ova studija mogla doprineti poznavanju
osnovnih mehanizama odrzavanja homeostazisa tokom perioda oplodnje i

brazdanja ljudskih embriona uopste.

Cilj istrazivanja je upoznavanje sa detaljima ultrastrukture (prisustvo,
raspored i morfologija organela u blastomerama i, posebno, fragmentima,
razjasnjavanje visoke promenljivosti i pokretljivosti fragmenata) i molekulskim
pokazateljima bioenergetskog statusa preimplantacionih embriona (izmedu
ostalog uloge i statusa mitohondrijalne populacije), povezivanje svih ovih
rezultata radi prepoznavanja aktivnih i ugradenih mehanizama opravke i

premoscavanja ranih poremecaja u periodu prvih deoba brazdanja.

Vremenski okvir istrazivanja je smesten u posebno osetljiv period: kada se

na molekularnom nivou uklju¢uje embrionov genom, na fizioloSkom nivou
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embrion balansira izmedu nastavka razvoja i zastoja u razvoju, a u klinickoj

praksi se odreduje njegova dalja sudbina.

Pored toga, idu¢i od Sire ravni ka uZem polju posmatranja: iako postoje
istraZivanja koja jasno ukazuju na bitnost mitohondrija u ranom razvoju
embriona, jo§ uvek se malo zna o molekulskim mehanizmima fragmentacije
embriona, a naroc¢ito o promenama koje se tom prilikom deSavaju u samim

mitohondrijama, i na strukturnom i molekulskom nivou.

Predvidena studija ima i za cilj da ispita redoks-zavisnost pojave
fragmentacije, te da se na osnovu podataka do kojih se dode omoguéi primena
embrioloski bezbednih redoks-aktivnih supstanci u gajenju embriona (bolja
kontrola redoks uslova, razvoj mitohondrijalne terapije), kao unapredenog

terapijskog pristupa za poboljsanje prezivljavanja in vitro embriona.

Produbljivanje saznanja o prirodi fragmentacije kao patoloskog ili
regulatornog procesa na finijjem bioloskom nivou i upotpunjavanje
viSeznac¢nosti pojma , kvalitet embriona”, doprinelo bi unapredivanju tehnika
asistirane reprodukcije, time i vecoj uspesnosti njihove primene: stopama

implantacije i Zivorodenih zdravih IVF beba.
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3. MATERUAL I METODI

3.1. Prikupljanje i priprema uzoraka

U ovoj studiji koriSteni su fragmentisani i nefragmentisani humani
preimplantacioni embrioni dobijeni postupcima BMPO, u stadijumu D2 do D4,
s tim da se kao dan nulti broji dan punkcije folikula (D-0). Koristeni su
isklju¢ivo embrioni koji su izostavljeni iz postupka embriotransfera kao suvisni
ili nekvalitetni te kao takvi donirani u nauéno-istrazivacke svrhe, po
pribavljanju pisane saglasnosti informisanih pacijenata (par uklju¢en u

postupak VTO).

Sve procedure, postupci dobijanja i analize koriStene u ovom istrazivanju
odobrene su od strane Etickog odbora Klini¢kog centra Srbije, odluka br. 674/3
od 20.05.2010. U studiji ne postoji konflikt interesa niti je ista ukljuena u
promociju bilo kog leka, medijuma i drugih komercijalno dostupnih materijala

koji se koriste u datim postupcima.

Embrioni su dobijeni postupcima VTO koji se u nasoj zemlji sprovode u
okviru lecenja neplodnosti, uredeni su Zakonom (Zakon o lecenju neplodnosti
BMPO, Slglasnik RS, br. 72/2009) i izvode se po standardizovanim

protokolima:

- kontrolisana ovarijalna stimulacija sprovedena je po klinickim
protokolima (tacan reZzim stimulacije planiran je u skladu sa pacijentovom
medicinskom istorijom i pod vodenjem ordinirajuceg ginekologa; stimulacija je
zaustavljena po dostizanju odgovarajucih vrednosti promera vodecih folikula i
serumske koncentracije estradiola (E2);

- aspiracija oocita izvodena je transvaginalnom punkcijom folikula pod
kontrolom wultrazvuka 34+1 sata po dobijanju zavr$ne injekcije humanog

horionskog gonadotropina;
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- kultura oocita, spermatozoida, IVF i kultura embriona izvedeni su po
standardizovanim procedurama embrioloske laboratorije u komercijalno
dostupnim medijumima (Medicult, Origio, Denmark) i u bioinkubatorima
podesenim na 37 °C1i 5.5% COy;

- tokom kultivacije na embrionima nije vrSena bilo kakva nestandardna
manipulacija u smislu eksperimenta, jer je kultivacija istih zakonski dozvoljena

isklju¢ivo u svrhe zaceca i dobijanja deteta.

Rani embrioni donirani u naucno-istrazivacke svrhe za potrebe ove
disertacije su u tom smislu deo iste kohorte i kao takvi podvrgnuti bioloskom
zaustavljanju i daljim analizama. Studija je dizajnirana kao prospektivna

opservaciona kohorta.

Sistem ocenjivanja je za svaku embriolosku laboratoriju nezavisan, ali u
skladu sa pravilima struke. U sluc¢aju embrioloske laboratorije KGA KCS
embrioni su ocenjeni na takav nacin, uz oslanjanje na Istanbulski konsenzus
klini¢kih embriologa (The Istanbul consensus workshop on embryo assessment:
proceedings of an expert meeting, Alpha Scientists in Reproductive Medicine
and ESHRE Special Interest Group of Embryology, 2011.) kao referentni okvir
kao i SART kriterijume prikazane u Tabela I, ¢iji je sistem ocenjivanja u

potpunosti saglasan sa kriterijumima embrioloske laboratorije Odeljenja ART

gde je sprovedeno posmatranje.

Svi postupci posmatranja, rukovanja celijama tokom gajenja i konac¢nog
bioloskog zaustavljanja sprovedeni su na grejnim plocama ugradenim na

mikroskope, unutar embrioloske laboratorije.

Iz studije su izuzeti i nisu podvrgavani daljem ispitivanju: embrioni koji
su bili u potpunosti nekroti¢nog izgleda, u potpunosti fragmentisani embrioni
(bez uocljivih blastomera, ispunjeni samo sitnim Ccelijskim fragmentima),
embrioni sa multinukleacijom i embrioni sa ranim zastojem (na nivou zigota ili

2C - 4C do D3). Ovakvi embrioni nisu razmatrani ni za embriotransfer.
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Svaki protokol raden je dvostruko. Iz baze podataka sa slikama toka

razvoja izdvojeno je 27 embriona. Konfokalnim mikroskopom ispitano je 17

embriona. 12 embriona ispitano je transmisionim elektronskim mikroskopom, a

18 embriona kvantitativhim PCR-om. Embrioni analizirani na nivou konfokalne

mikroskopije iskoristeni su za korelativhu analizu na nivou elektronske

mikroskopije i za imunohistohemijsku i imunocitohemijsku analizu izoformi

NOS na polutankim presecima i ATP sintaze na tankim presecima, tim redom.

Tabela I: kriterijumi za ocenjivanje brazdajuc¢ih embriona (1C - 28C) po SART*

Ocena: stepen fragmentacije: simetricnost deoba | Dodatno pojasnjenje i
/ jednakost sinonimi koji ¢e biti
blastomera: koristeni u tekstu:

Izvrstan | bezili 1- 10% fragmentacije | savrSena simetrija A klasa; kvalitetan;

savrden; dobar

Osrednji | 11 - 25 % fragmentacije umerena asimetrija | B klasa; manje

kvalitetan; umereno
pogodene morfologije

Los > 25% fragmentacije izrazena asimetrija | C klasa; nekvalitetan;

izrazeno pogodene

morfologije

*SART = Society for Assisted Reproductive Technology, USA. Pojednostavljeni sistem ocenjivanja je

osmisljen da bude primenjiv na sve embrione. Za brazdajuce embrione je odluceno da se fragmentacija i

simetri¢nost beleze po jednostavnim rasponima. Pristup SART UdruZenja je razvijen kao prost i

sveobuhvatan sistem koji je lako primenjiv u praksi. Ocena se odnosi na sve embrione bez obzira na dan

vracanja (transfera). Preuzeto iz: Istanbul consensus, 2011
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3.2. Svetlosna mikroskopija

Vizuelna kontrola tokom ponavljanog rukovanja gametima i embrionima
koja ukljucuje ocenjivanje oocita i embriona, premestanje u kulturi, in vitro
fertilizaciju klasiécnom IVF metodom, embriotransfer i krioprezervaciju, vrsena
je binokularnim svetlosnim stereomikroskopom - Leica MZ 12.5 (uvecanja do
100x). Pregled punktata folikula i identifikacija oocit-kumulus-kompleksa
tokom aspiracije, kao i postupci bojenja i fiksacije embriona doniranih u

naucno-istrazivacke svrhe vrseni su pod istim mikroskopom.

Zrelost, kvalitet oocita i embriona, kao i kontrola tokom IVF metode
intracitoplazmatskog injeciranja spermatozoida u oocitu (ICSI), foto i video
dokumentovanje svih ¢elija uklju¢enih u postupke BMPO, vrseno je
binokularnim invertnim svetlosnim mikroskopom (Leica DMI 3000B, uvecanja

do 400x).
3.3. Transmisiona elektronska mikroskopija (TEM)

TEM je koristena u svrhu analize ultratankih preseka embriona, radi
utvrdivanja posebnosti u rasporedu i izgledu celijskih organela, stanja i
kontinuiteta membranskog sistema (granica izmedu blastomera i fragmenata,
sistema vakuola i cisterni, prisustva znakova autofagije, prisustva
multivezikularnih telasaca, egzozoma, apoptotskih telasaca itd.). Posebna
paznja posvecena je populaciji mitohondrija ranih embriona, njihovom
rasporedu unutar blastomera, prisustvu i izgledu u fragmentima, grupisanju

mitohondrija u klastere i eventualnim odstupanjima od normalne morfologije.

Tokom pripreme za TEM embrioni su premestani uobic¢ajenim pipetama
za manipulaciju celijama u embrioloskoj laboratoriji (RI, EZ-strip, sa 130, 145,
170, i 290 pm pre¢nikom vrha). Embrioni su fiksirani direktnim prenosenjem iz
medijuma za kulturu D2/D3 (Medicult, Origio ISM 1 Medium, Denmark) u sud
sa hladnim (4 °C) 2.5% glutaraldehidom rastvorenom u 0.1 M posfatnom puferu

(pH 7.2) u trajanju od 15 minuta. Postfiksacija u trajanju od 10 minuta izvedena
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je u 1% osmijum tetroksidu (isti pufer). Bududi da su preimplantacioni embrioni
sitan i providan objekat, radi lakSeg uocavanja i rukovanja, neposredno posle
postfiksacije embrioni su tri puta isprani u PBS, pa smesteni u kalupe sa
otopljenim agarom. Oko embriona je skalpelom izrezivana kockica stvrdnutog

agara i tako osigurani su podvrgnuti daljem postupku.

Dehidratacija je izvedena ispiranjem kroz seriju etanola rastuce
koncentracije. Kalupljeni su u Aralditu (Fluka, Germany). Blokovi Araldit
kalupa su seceni na ultramikrotomu UC6 (Leica Microsystems, Wetzlar,
Germany) dijamantskim nozem (Diatome AG, Switzerland). Tanki preseci su
postavljeni na bakarne mreZice, bojeni kombinacijom uranil acetat/olovo citrat
Leica-stain sistemom (Leica Ultrastain, Wetzlar, Germany) i ispitani pod
transmisionim elektronskim mikroskopom (Philips/FEI, Eindhoven, The
Netherlands) opremljenim digitalnom kamerom SIS MegaView III (iTEM
Olympus Soft Imaging Solutions, Germany).

Zbog velike promenljivosti fragmenata, nejednakih deoba brazdanja i
presecanja celija u razli¢itim ravnima kod polutankih ili TEM preseka -
razlikovanje krupnijih fragmenata od blastomera, pre svega u D2 i D3, moze
biti otezano. Da bi se to izbeglo, uradena je sistematizacija veli¢ina blastomera
tipi¢nih za pojedine razvojne stupnjeve, tako da se granicom ispod koje se
zaokruZzena citoplazma smatra fragmentom u D2 navodi 45 pm, a u D3 40 pm,
dok bi vrednosti pre¢nika iznad ovih odredivale blastomeru (Johansson, 2003.).
Od znacaja za razlikovanje je i relativna veli¢ina susednih o¢uvanih blastomera
kao i odnos veli¢ine blastomere i promera zona pellucidae (koja je u okviru
uobicajenih standarda za D3 embrion od 16+3 pm, kako je navedeno u radu
Balakier i sar., 2012.). Kako se preseci blastomere u nivou udaljenom od sredine
iste mogu na mikrografiji uciniti kao fragmenti, ova teSkoca premoscena je
posmatranjem velikog broja preseka u nivou sredine embriona. Izostavljanjem
embriona koji su rano pokazali napravilne deobe izbegnuta je teskoca u

nerazlikovanju njihovih manjih blastomera od fragmenata sli¢ne veli¢ine.
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3.4. Konfokalna mikroskopija

3.4.1. Bojenje mitohondrija (Mt) embriona MitoTracker Green FM (MT-G) i
MitoTracker Orange CMTM Ros (MT-orange)

Mitohondrijalna lokalizacija (raspored wunutar embriona, unutar
blastomera i fragmenata i u zavisnosti od stepena fragmentacije embriona), kao
i mitohondrijalna funkcija je ispitivana koris¢enjem Mitotracker Green, odnosno
MitoTracker Orange CMTM Ros (Molecular Probes Inc., Eugene, Oregon). To
su katjonske, fluorescentne probe koje se akumuliraju selektivno u
mitohondrijama, nezavisno (MT-G), t. =zavisno (MT orange) od

transmembranskog elektro-hemijskog gradijenta.

Za ova ispitivanja embrioni su inkubirani u odgovaraju¢em medijumu za
kulturu za D2 i D3 (Medicult Origio ISM 1 Medium, Denmark) koji je sadrzao
MT-G, odnosno MT orange u koncentraciji od 100 nM, u trajanju od 45 minuta,

u uobicajenim uslovima IVF kulture (bioinkubator, 5% COz, 37 °C).

Po inkubaciji sa MT-G, odnosno MT orange, embrioni su ispirani kratko
tri puta, u kapima Cdistog ekvilibrisanog medijuma i fiksirani u 2%
paraformaldehidu. Potom su uzorci montirani u Mowiol® 4-88 (Polysciences
Europe GmbH, Eppelheim, Germany) i analizirani konfokalnim laserskim Carl
Zeiss LSM510 mikroskopom (Carl Zeiss Microlmaging, Hamburg, Germany),

koristeci 63x imerzioni objektiv.

Analiza podataka je vrSena koristenjem LAS AF softvera (Leica

Microsystems, Germany).
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3.4.2. Bojenje 4,5-Diaminofluorescein diacetatom (Daf2-DA) za detekciju NO

Daf2-DA je specifi¢na fluorescentna proba koja se u celiji hidrolizuje u
monoacetatni oblik (DAF-A), koji se u prisustvu NO pretvara u fluorescirajuci

triazolni derivat DAF-2T i na taj nacin ciljano obelezava NO u celijama.

Za detekciju i lokalizaciju NO u uzorcima, embrioni su tokom 15 minuta
inkubirani u odgovarajuéem medijumu za kulturu za D2 i D3 (Medicult Origio
ISM 1 Medium, Denmark) koji je sadrzao Daf2-DA u koncentraciji od 10 pM, u
uobicajenim uslovima IVF kulture (bioinkubator, 5%CO,, 37°C). Po inkubaciji
sa Daf2-DA, embrioni su ispirani kratko tri puta, u kapima ¢istog ekvilibrisanog
medijuma i fiksirani u 2% paraformaldehidu. Embrioni su potom montirani u
Mowiol® 4-88 i analizirani konfokalnim laserskim Carl Zeiss LSM510

mikroskopom, koriste¢i 63x imerzioni objektiv.
Analiza podataka je vrsena koris¢enjem LAS AF softvera.

Za utvrdivanje zajedni¢kog prisustva (kolokalizacije) mitohondrija i NO
unutar istog embriona, uzorci su inkubirani u odgovaraju¢em medijumu za
kulturu za D2 i D3 (Medicult Origio ISM 1 Medium, Denmark) koji je
istovremeno sadrzao obe fluoresentne probe, MT orange u koncentraciji od 100
nM i Daf2-DA u koncentraciji 10 pM tokom 15 minuta, u uobic¢ajenim uslovima

IVF kulture (bioinkubator, 5%CO,, 37°C).

Dalji postupak pripreme uzoraka i samo posmatranje pod konfokalnim

mikroskopom izvedeno je na isti na¢in kako je opisano prethodno za obe probe.

Kvantifikacija kolokalizacije uradena je na embrionima slikanim pod istim
uslovima, na viSekratnim, odabranim regionima od interesa (ROI)
izra¢unavanjem Pearson-ovog koeficijenta korelacije. Vrednost koeficijenta veca
od 0.5 smatra se pouzdanim pokazateljem kolokalizacije izmedu dve fluorofore,
odnosno u ovom slucaju DAF-obelezenog NO i Mitotracker-obelezenih
mitohondrija. Rezultati su prikazani u vidu srednjih vrednosti za svaku grupu

+ standardna greska (SE).
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3.5. Imunohistohemijska detekcija proteina

Za ovu metodu koriséeni su polutanki aralditski preseci debljine 1 ili 2
pm. Preseci su prvo sprovedeni kroz proceduru uklanjanja smole (u 1%
rastvoru NaOH u 100% etanolu, 30 min na 40 °C), a zatim i rehidratacije
ispiranjem kroz seriju alkohola opadajuce koncentracije. Potom, u cilju
otkrivanja epitopa (antigenih mesta) svi preseci su inkubirani 5 minuta u 10
mM citratnom puferu, na 600W u mikrotalasnoj pecnici i ispirani 2 puta u PBS

(engl., phosphate-buffered saline).

3.5.1. Streptavidin-biotin metoda imunohistohemijske detekcije

Po otkrivanju epitopa i ispiranju, izvrSeno je blokiranje endogene
peroksidaze u 3% rastvoru vodonik peroksida (H202) u metanolu, u trajanju od
10 minuta. Nakon blokiranja i ispiranja, preseci su inkubirani preko noci, na 4
°C u odgovaraju¢im primarnim antitelima (Abcam) na eNOS (5 pg/ml), iNOS
(1:100), nNOS (2 pg/ml).

Po inkubaciji i detaljnom ispiranju u PBS, izvrSena je inkubacija sa
univerzalnom smeSom sekundarnih antitela (zapreminsko razblazenje 1:1, anti-
zedji, anti-mi$ji i anti-kozji globulini-LSAB Univerzalni kit, Dako Scientific,
Denmark), 25 minuta na sobnoj temperaturi. Potom su preseci inkubirani sa
konjugatom streptavidina i peroksidaze rena, takode 25 minuta, na sobnoj

temperaturi.

Detekcija mesta vezivanja u embrionu izvrsena je inkubacijom preseka u
0.05%diaminobenzidinu (DAB, Sigma-Aldrich Chemie, Germany) rastvorenom
u PBS, u prisustvu H2Oz (40 pl na 100 ml rastvora) do pojave bojene reakcije,
maksimalno 10 minuta. Reakcija je prekinuta ispiranjem u ¢esmenskoj vodi, a

kontrastriranje je izvrseno Majerovim hematoksilinom.

Nakon dehidratacije, plocice su montirane u DPX medijumu i analizirane

pod svetlosnim mikroskopom Leica DMBL.
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3.6. Imunocitohemijska detekcija proteina

Za ovu metodu koriséeni su ultratanki aralditski preseci debljine 50-80 nm
naneti na presvucene niklovane mrezice. Preseci su u cilju otkrivanja epitopa
(antigenih mesta) inkubirani 5 minuta u 10 mM citratnom puferu, na 600W u

mikrotalasnoj pecnici i ispirani 2 puta u PBS (engl., phosphate-buffered saline).

Po otkrivanju epitopa i ispiranju dva puta u TBS izvrSeno je blokiranje
nespecificnog vezivanja inkubiranjem u 5% BSA u TBS, 1 h na sobnoj
temperaturi. Nakon blokiranja, preseci su inkubirani preko noci, na 4 °C sa
primarnim misjim antitelom na b subjedinicu ATP sintaze (ab14730,

koncentracija: 5 pg/ml, Abcam, Cambridge, UK).

Nakon ispiranja u TBS, preseci su inkubirani sa kozjim, anti-misjim
sekundarnim antitelima konjugovanim sa 10 nm-partikulama zlata (IgG 10nm
gold), ab27241, dilucija 1:20, Abcam, Cambridge, UK), 1h na sobnoj
temperature. Po inkubaciji, preseci su isprani u TBS i destilovanoj vodi,
ostavljeni da se osu$e na vazduhu i zatim analizirani i slikani Philips CM12
(Philips/FEI, Eindhoven, The Netherlands) opremljenim digitalnom kamerom
SIS MegaView III (iTEM Olympus Soft Imaging Solutions, Germany).

3.7. Lancana reakcija polimerizacije u realnom vremenu (RT-PCR)

Za odredivanje promena na nivou iRNK koris¢en je metod RT-PCR.
Relativna ekspresija je odredena direktnim poredenjem dobijenih Ct (engl. cycle
threshold) vrednosti, koje su normalizovane prema endogenoj kontroli. Ct
vrednost predstavlja broj ciklusa koji je potreban da fluorescentni signal prede
prag, signal koji poti¢e od nespecificnog fluorescentnog signala (engl.
background level) i predstavlja tacku u kojoj amplifikaciona kriva ulazi u
eksponencijalnu fazu. Ct vrednost je obrnuto proporcionalna koli¢ini ciljne

nukleinske kiseline u uzorku.

Pre odredivanja nivoa ekspresije ciljnog gena uradeni su validacioni

eksperimenti koji su pokazali priblizno jednako variranje promene Ct vrednosti
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odgovarajuceg ciljnog gena i endogene kontrole za niz serijskih razblaZenja
komplementarne DNK. U nasim uzorcima se kao odgovaraju¢a endogena

kontrola pokazao gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza (GAPDH).

Pre RT-PCR detekcije, uradena je sinteza komplementarne DNA (cDNA),
specificnom prilagodenom metodom kojom se vrsi reverzna transkripcija (RT)
iz jedne celije po Casan i sar. (1999). U tu svrhu, koriSten je komplet za cDNA
sintezu RevertAid™ (Fermentas Life Science, St. Leon-Rot, Germany). Smes$a za
RT sadrzala je 1 pL 2.5 pM Oligo(dT) prajmera, 4 pL 5X reaktivnog pufera, 2 pL
10mM dNTP mesavine i 9 pL visoko-preciséene ,nuclease free” vode. Smesa je
drzana na ledu i po dodavanju embriona zagrejana na 99 °C, u trajanju od 1 min
da bi doslo do oslobadanja ukupne RNK i denaturacije proteina, a potom je

ohladena na 4 °C.

Pre ciklusa RT u reakcionu smesu je dodato po 20 IU inhibitora RNAze,
RiboLock (1 pL) i po 40 IU reverzne transkriptaze, Molony Murine Leukaemia
Virus RT (2 pL). Program RT sa ukupnom zapreminom od 20 pL izveden je u
uredaju Thermal Cycler 2720 (Applied Biosystems® Life Technologies, CA,
USA), primenjujuéi 60-minutni RT ciklus na 37°C, potom 5-minutni ciklus na

70°C, i okonc¢an sa 4°C. Nakon toga uraden je RT-PCR.

U RT-PCR je koris¢en iQ™ SYBR Green Supermix (Bio-Rad, Hercules,
CA) koji sadrzi 100 mM KCl, 40 mM Tris-HCl, pH 8,4; 0,4 mM od svakog dNTP
(dATP, dCTP, dGTP, dTTP), i iTaq DNK polimerazu, 50 jedinica/ml, 6 mM
MgCl,, interkaliraju¢u boju - SYBR Green I, 20 nM, fluorescein i stabilizatore.
Sekvence koriStenih prajmera (Metabion International AG, Martinsried,

Germany) i uslovi reakcije prikazani su u Tabeli II.

RT-PCR reakcija je izvedena u 20 pl reakcione zapremine. Svaka
reakciona smesa sastojala se od: 10 pl iQ™ SYBR Green Supermix 2x, po 0,25 ul
svakog od prajmera finalne koncentracije 200 nM, 0,4 pl ROX (Invitrogen, USA)

i nuclease free vode do 20 pl ukupne zapremine smese. Po 18 pl reakcione smese
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i 2 pl cDNK dodato je u odgovarajué¢e mesto na opticku plo¢u za RT-PCR. Uz
svaki set prajmera uklju¢ena je negativha kontrola (bez cDNK), da bi
verifikovali odsustvo nespecifi‘cne amplifikacije (dimere prajmera ili

kontaminaciju).

Sve reakcije su izvedene na aparatu ABI Prism 7000 Sequence Detection
System. Svaki uzorak je raden u triplikatu, a srednja vrednost je uzeta za dalja
izra¢unavanja. U svaku analizu bila je uklju¢ena endogena kontrola. Zbog
razlika u efikasnosti amplifikacije, svaki uzorak je normalizovan na nivo

ekspresije svoje endogene kontrole.

Kvantifikacija je uradena komparativnom Ct metodom. Koli¢ina ciljnog
gena, normalizovanog na nivo ekspresije svoje endogene kontrole, izraZzena je
relativno u odnosu na kalibrator i data je formulom 2-4¢, gde je AC: = (C;, ciljnog

gena - C; endogene kontrole).

Kalibrator predstavlja kontrolni uzorak (kontrola).
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Tabela II. Sekvence prajmera i uslovi RT-PCR reakcija.

1 . Broj
Gen Sekvenca prajmera .
ciklusa
ND4
F: 5’ - ACA AGC TCC ATC TGC CTA CGA CAA -3 40
R: 5’ - TTA TGA GAA TGA CTG CGC CGG TGA -3’
Uslovi: 15> at 95 °C, 15 at 58 °C, 30" at 72 °C
Ndufa 6
F: 5’ - CAA GAT GGC GGG GAG CGG -3’ 40
R: 5’ -GTA TAG TGA GTT TAT TTG TGC TC - 3’
Uslovi : 15> at 95 °C, 15 at 59 °C, 30" at 72 °C
coxli
F: 5’ -TGC CCT TTT CCT AAC ACT CAC AA -3’ 40
R: 5’ -CGC CGT AGT CGG TGT ACT CG -3’
Uslovi: 15> at 95°C, 15 at 59 °C, 30’ at 72 °C
coxnw
F: 5’ - AGG TGG CCC ATG TCA AGC AC-3’ 40
R: 5’ - CAT GAT AAC GAG CGC GGTGA -3’
Uslovi: 15> at 95 °C, 15 at 59 °C, 30" at 72 °C
Citohrom b
F: 5’ - TCC TCC CGT GAG GCC AAA TAT CAT - 3’ 40
R: 5’ - AAA GAA TCG TGT GAG GGT GGG ACT -3’
Uslovi: 15°> at 95 °C, 15 at 59 °C, 30" at 72 °C
ATP sintaza
F: 5" -AGC TCA GCTCTTACT GCG G -3’ 40
R: 5’ - GGT GGT AGT CCCTCATCA AACT -3’
Uslovi: 15> at 95 °C, 15 at 56 °C, 30”* at 72 °C
Mfnl
F: 5’ - GAT GCA CCG ATG AAGTAAACGC-3 40
R: 5’ - GCC CAG GGA AAAACGAAATACAA -3
Uslovi: 30’ at 95 °C, 30" at 56 °C, 30”* at 72 °C
Drpl
F: 5’ - GAA TGA CCA AGG TGC CTG TAG -3 40
R: 5’ - AGC TAG GGT TCT GCG ACC AT -3’
Uslovi: 30" at 95 °C, 30" at 56 °C, 30" at 72 °C
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mtDNA
F:
R:

Uslovi:

NOX4
F:
R:

Uslovi:

Citc
F:
R:

Uslovi:

GAPDH

Uslovi:

5’ - CAC CCA AGA ACAGGGTTTGT -3¥
5’ - TGG CCA TGG GTA TGT TGT TAA - 3°
15 at 95 °C, 15”7 at 58 °C, 30°” at 72 °C

57 - CTC AGC GGA ATC AAT CAG CTG TG- 3’
5" -AGA GGA ACA CGA CAATCA GCCTAG-3
15 at 95 °C, 15”7 at 58 °C, 30°” at 72 °C

5’ - TTG GCG GCG GAA GAG GAA GGA GT -3
5 - CAA AGG CGC AGA AGT GGG GGT ATG -3’
15 1na 95°C, 30’ na 51 °C, 30>’ na 72 °C

5’ - CCA GTG CAAAGA GCCCAAAC-¥
5’ - GCA CGG ACA CTCACA ATGTTIC -3’
15 at 95 °C, 15”7 at 58 °C, 30°” at 72 °C

40

40

40

40

1 Skracenice koriscene u tabeli: ND4 - ND4 subjedinica kompleksa I, Ndufa6 - Ndufa6 subjedinica
kompleksa I, COX II - subjedinica IV kompleksa citohrom c oksidaze (kompleksa II), COX IV -
subjedinica IV kompleksa citohrom ¢ oksidaze (kompleksa IV), Mfnl - mitofuzin 1, Drpl -
(engl., dynamin related proteinl), mtDNK - mitohondrijalna DNK, NOX4 - NADPH oksidaza 4,
Cit c - citohrom ¢, GAPDH - gliceraldehid-3-fosfat dehidrogenaza.

3.8. Statisticka obrada rezultata

Statisticka znacajnost dobijenih rezultata je testirana sa GraphPad

Software 3.03. Za poredenje rezultata izmedu grupa koris¢ena je ANOVA.

Statisticka znacajnost rezultata je odredivana Tukey testom. Za najniZi stepen

znacajnosti uzeta je vrednost verovatnoce p < 0.05.
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4. REZULTATI

U ovoj doktorskoj disertaciji studirane su ultrastrukturne i molekulske
promene tokom fragmentacije preimplantacioih humanih embriona u cilju
utvrdivanja veze sa zastojem u razvoju. Analizirani su nefragmentisani i
fragmentisani humani preimplantacioni embrioni na nivou svetlosne,
elektronske i konfokalne mikroskopije, imunohistohemijski i imunocitohemijski
su lokalizovani enzimi i proteini uklju¢eni u ove procese i odredivana je
ekspresija iRNK enzima OXPHOS, ATP sintaze kao i koli¢cina mDNK. U cilju
ispitivanja uloge NO, radena je kolokalizaciona studija sa mitohondrijalnim

markerom.

4.1. Rezultati posmatranja na svetlosnom mikroskopu

U skladu sa navedenim kriterijumima embrioloske laboratorije svi
embrioni iz IVF programa se ocenjuju po kvalitetu, prilikom posmatranja pod
invertnim mikroskopom. Za ovu studiju je od znacaja odredivanje relativnog
stepena zahvacenosti embriona fragmentima koje je sluzilo kao osnov za
podelu na tri grupe: embrioni su razvrstani kao morfoloski savrseni (A),
osrednjeg kvaliteta (B) i losi (C). Na ovom nivou posmatranja jos je moguce
uociti izraZzeno tamne blastomere nekroti¢nog izgleda, prisustvo vise jedara
unutar jedne blastomere, krupne vakuole, tamne celijske inkluzije i granulaciju
unutar blastomera. Time se mo¢ razlucivanja na nivou lupe u IVF laboratoriji

zavrsava.

Pregled tipova embriona koji su predmet studije, uklju¢ujuci i podelu na
klase kvaliteta, primere promena koje su od interesa za rad, kriterijumi za
isklju¢ivanje, dat je na Slikama 1-4. Slika 3 daje pregled nepravilnosti u razvoju
koje su izuzete iz ove studije, radi postizanja ujednacenosti opservacione

kohorte u pogledu predmeta posmatranja. Ovo su ekstremne nepravilnosti koje
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bi zbog svoje slozene etiologije i visezna¢nosti mogle uticati na objedinjavanje

rezultata.

Slika 1. Humani embrioni razli¢itog kvaliteta: 1a - embrion A klase; D2, 4C; 1b -
embrion A klase, D3, 4C i 8C, svi bez fragmentacije; 1c - embrioni B klase, 2 x 4C sa ~
20% fragmentacije; 1d - embrioni C klase, sa vise od 30% fragmentacije. Uvecanje: x20

orig.
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Slika 2.a. Grupa kvalitetnih IVF embriona, D3; 1 embrion u zastoju, oznacen
zvezdicom i 2 embriona sa nepravilnim deobama, oznacena strelicom, ostali su A

klasa. Uvecanje: x10, orig.

Slika 2.b. Grupa nekvalitetnih IVF embriona; D3; 4 embriona C klase sa izrazenom
fragmentacijom, zvezdicom je oznafen embrion sa nekroticnom blastomerom,
strelicom embrion u stupnju 2C sa potpuno fragmentisanom blastomerom. Uvecanje:

x10, orig.
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Slika 3. Embrioni nepogodni za transfer i iskljuceni iz studije. 3.a - centralna rana
fragmentacija, D2; 3.b - potpuna fragmentacija, D3; 3.c - rani zastoj, centralna
fragmentacija, D3; 3.d - kasni zastoj izmedu D3 i D4, izostanak kompakcije i
blastulacije u D5; 3.e - nepravilna podela sa asimetrijom embriona, D3; 3.f - kasna

prva deoba, tek u D2, zastoj, D4. Uvecanje: x20, orig.
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4.2. Rezultati posmatranja ultrastrukture embriona na TEM

Elektron-mikrografije ranih embriona koje su odvojene za prikaz u okviru
ove studije prikazuju pojedinosti na nivou ultrastrukture: stanje i raspored
organela u celijama kao i detalje iz prostora omedenog blastomerama koji su

potpuno nepristupacni pogledu na nivou svetlosne mikroskopije.

Rezultati TEM analize su bili prvi u okviru sprovedenih ispitivanja i od
znacaja za odredivanje narednih koraka u ispitivanju fragmentacije i trazenja
veze sa razvojnim kapacitetom embriona. Poseban naglasak je stavljen na

mitohondrijalnu populaciju ranog embriona i uocavanje :
— pravilnosti u rasporedu unutar blastomera
— prisustva mitohondrija u u fragmentima

— pojedinosti u sub-plazmalemalnim domenima, medublastomernom

prostoru, auto-fagozomima. ..

— opsteg izgleda, izmenjenosti grade i unutrasnjeg izgleda mitohondrija u

poredenju sa tipicnom funkcionom mitohondrijom
— odnosa sa sistemom vakuola i endoplazminog retikuluma

Sveukupnom analizom dobijenih elektron-mikrografija ranih embriona

utvrdeno je sledece:
4.2.1 Opsta zapaZanja u vezi blastomera i fragmenata

e vecina embriona pokazivala je fragmentaciju u vecoj ili manjoj meri (Slika
4)

e embrioni ocenjeni kao A, bez vidne fragmentacije uocene svetlosnim
stereomikroskomom in vivo, pokazivali su prisustvo skrivenih fragmenata
iako u manjoj meri. Oni su uoceni ve¢ na polutankim presecima, na
povrsini embriona kao i izmedu blastomera, tj.u prostoru koji je tezi za

posmatranje pod standardnom lupom (Slika 4)
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e vedina fragmenata je ogranic¢ena membranom koja je po pravilu o¢uvana,
ali su oStecenja na nivou membrana uofena na blastomerama i
fragmentima tamnijeg, amorfnijeg izgleda gde su postojali prekidi (Slika
4.bib5.c)

e velicina fragmenata je promenljiva, ali manja od promera blastomera

karakteristi¢nih za dati stupanj razvoja (Slika 4.a).

® postoje fragmenti koji su u intimnoj vezi sa blastomerom na koju su

pripojeni, kao i oni koji su odvojeni i stoje u medublastomernom prostoru

ili tik uz zonu (Slike 4.a i 4.b).

Slika 4.a. Fragmentisani embrion, D3, 6-8C, polutanki presek; skriveni manji fragmenti
(fr-m) i blastomere presecene u vi$e ravni (po sredini: b-s, pri vrhu: b-v), fragment ili

blastomera (f -x). Uvecanje: x100, orig.
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Slika 4.b. Kvalitetan embrion sa manjim fragmentima: skrivenim (f - m), priljubljenim
uz blastomeru (f - bl) ili slobodnim uz ZP (f - sl). Ostecenja membrane (m - d) i

kontinuitet citoplazme izmedu viSe fragmenata i blastomere. Uvecanje: x100, orig.
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Slika 4.c. Embrion dobre morfologije, sa umerenom fragmentacijom, koji se izostavlja
iz VTO postupka zbog uocene multinukleacije (2xN). Vidljive su polocite pripojene na
ZP (PB); Bojenje propidijum jodidom za potrebe unutrasnje kontrole kvaliteta,

konfokalni presek. Uvecanje x100, orig.
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4.2.2 Prisustvo prosirenih cisterni/vakuola unutar fragmenata

Najosobeniji detalj uocen u veéini velikih fragmenata su krupne vakuole
ili cisterne prosirenog izgleda koje su ispunjene homogenim svetlijim sadrZzajem
i po svom izgledu odgovaraju izmenjenom endoplazminom retikulumu
(cisterne ER), oko kojih su ukotvljene brojne mitohondrije izmenjenog izgleda

(Slika 5, Slika 6).

Slika 5.a. Blastomera sa izmenjenim i prosirenim endoplazminim retikulumom (ER).
Veca prosirenja se mogu uociti i na nivou svetlosnog mikroskopa i oznacavaju se kao
vakuole (V). Zapaza se da je ER u klasteru sa mitohondrijama (Mt) koje se kao venac

pruzaju oko vakuola; Uvecanje x8800, orig.
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Slika 5.b. Blastomera (b) i fragment (f) sa vakuolama - prosirenim ER (V); grupisanje

mitohondrija (Mt) submembranski, na periferiji blastomere. Uvecanje x4400, orig.

Slika 5.c. Blastomera sa krupnom vakuolom (V) okruZenom mitohondrijama i klaster
mitohondrija (Mt). Uocljiv je diskontinuitet membrane (*) i tamni fragment (f) bez

vidljivih organela. Uvecanje x8800, orig.
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Slika 6.a. Oc¢uvana blastomera sa sitnijim vakuolama (V) i mitohondrijama u

klasterima (Mt, levo) i izvan blastomere (Mt, desno). Uvecanje x8800, orig.

Slika 6.b. Blastomera embriona sa izrazenom fragmentacijom; prosirene cisterne ER u

formi vakuole (V) i uvecane mitohondrije (Mt). Uvecanje x8800, orig.
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4.2.3 Prisustvo mitohondrija izmenjenog izgleda unutar fragmenata i na

obodima blastomera

e fragmenti sa krupnim vakuolama ili cisternama ER okruZeni su brojnim
mitohondrijama izmenjenog izgleda (Slika 7). Tipi¢na mitohondrija u
ovim presecima je okrugla, nabubrela, sa izuzetno malim brojem kristi
koje su skracene i nejasnih granica. Slike 7.c - 7.f detaljnije pokazuju
fizicki odnos ovih mitohondrija sa vakuolom kao i pojavu dezintegracije
spoljne membrane mitohondrije i moguceg stapanja sa prostorom vakuole

(dodatno na Slici 8.e i Slici 8.f).

e fisija mitohondrija uocena je i na obodima blastomera u neposrednoj
blizini atreticnih fragmenata (Slika 8.a), kao i na pojedinim mestima
unutar blastomera (Slika 8.d).

e uofeni su i prizori dezintegracije mitohondrija koji odgovaraju
autofagnom razlaganju (mitofagija, Slika 7.b i Slika 8.c), prisustvo
mitohondrija u medublastomernom prostoru (Slike 6.a, 8.b i 11.a) kao i

formiranje mitoptotskih tela (Slika 8.a - umetak i 8.b).
4.2.4. Neposredna veza mitohondrija izmenjenog izgleda sa jedrom

e jedra su na dostupnim presecima uocena izuzetno retko.

e jedarni materijal nije uocen u fragmentima uz ogradu da je trajanje
interfaze u toku ranog brazdanja dosta skraceno i time teze uocljivo. Neke
od osobenosti uocene na jedrima ranih embriona prikazane su na Slici 9 i
Slici 10. Neki od detalja zapaZenih unutar jedra nisu rastumaceni citoloski
(Slika 10.a).

e na nekoliko mikrografija uocena je bliska veza izmedu jedra i
mitohondrija izmenjenog izgleda (Slika 9.b, Slika 10.a i Slika 10.b) kao i
strukture koje podsecaju na mitohondrije stopljene sa unutrasnjim

sadrZzajem jedra (Slika 9.b, oznaceno zvezdicom).
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500 nm

500 nm 500 nm

Slika 7. Burne promene izgleda i rasporeda mitohondrija fragmentisanih embriona:
izmenjene spoljasnja i unutrasnja membrana, gubitak kristi, izmenjeni izgled krista,
bubrenje i stapanje Mt sa vakuolama ER. Mini-autofagija mitohondrija od strane
vakuole (7c) i formiranje autofagne vakuole (7b). (Uvecanje: 7.a x15000, orig; 7.b -7.f

x40000, orig., serija sa drugim embrionom).
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500 nm

500 nm " P asoonm

Slika 8. Dinamika mitohondrijalne populacije: procesi fisije (A, 8.a, 8.c., 8.d),
dezintegracije u kontaktu s minijaturnim kanalima ER (de) i dezintegracije tipa
mitofagije (de?); Mitoptoza sa formiranjem mitoptotskih tela (strelice); Mestimi¢no
nalaZenje mitohondrija van blastomera (ex); Mogu¢i scenario resorpcije fragmenta sa
o¢uvanim mitohondrijama oko cisterne ER (R); Uvecanje: x2650, orig. i umetak x8800;

8.b x7100, 8.c x15000; 8.d - 8.f x40000.
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Slika 9. Presek blastomera u nivou jedra (N). 9.a. Tipi¢no jedro o¢uvane blastomere,
okruglastog oblika, euhromatsko, sa dobro izrazenim jedarcetom. 9.b. Izduzeno jedro
izmenjene blastomere, neuobifajen diskontinuitet jedrovog ovoja sa zahvadenim
strukturama koje podsecaju na mitohondrije (zvezdice); Prisustvo lamelarnih struktura

uz jedrov ovoj (A); Uvecanje: x5600, orig.
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Slika 10.a. Prisustvo lamelarnih struktura uz jedrov ovoj (A); neuobicajen
diskontinuitet jedrovog ovoja sa zahvadenim strukturama koje podsecaju na

mitohondrije (zvezdice); Uvecéanje: x25000, orig.

Slika 10.b. Jedro obuhvata grupu mitohondrija (N+Mt); uocavaju se i blisko priblizene

vakuole endoplazminog retikuluma. Uvecanje: x15000, orig.
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4.2.5. Analiza sadrZaja medublastomernog prostora - vise od detritusa, manje

od jasne uloge

U prostoru koji je omeden blastomerama, ili fragmentima uocava se
medublastomerni materijal promenljivog izgleda. Cak i embrioni A klase sa
spolja neuocljivim fragmentima, na polutankim presecima pokazali su
prisutnost sicusnih fragmenata i debrisa. Ovaj prostor je detaljno ispitan na

vedim uvecanjima, pomoc¢u TEM mikroskopije.

e Na polutankim presecima (Slika 4) uocljive su, za D3, tipicne okrugle
blastomere, fragmenti razli¢ite veli¢ine i promenljiva koli¢ina medu-
blastomernog materijala koji izgledom ne odgovara fragmentima.

e U sredisnjem delu embriona, u prostoru koji je omeden blastomerama
postoji promenljiva i amorfna koli¢ina materijala koji podseca na
vancelijski debris. Koli¢cina ovog materijala bila je znatno veéa u
embrionima loseg kvaliteta (Slika 11.b).

e Na veéim TEM uvecanjima u ovom materijalu uocljiva su telasca
promenljivog izgleda, obavijena viSeslojnom membranom i sitne vezikule
unutar njih. Po izgledu ove strukture odgovaraju multivezikularnim
telima (MVBs) i egzozomima. Prikazane su i opisane na Slici 11.c i 11.d.

e Ispitivanjem embriona koji je u potpunosti pokazao nekroti¢an izgled i
gubitak celijskog kontinuiteta utvrdeno je da su jedine preostale o¢uvane
membrane bile membrane MVBs koje su okruzivale vezikule tipa

egzozoma u nastajanju (Slika 11.b, 11.c i 11.d).

4.2.6 Pojava multivezikularnih telasaca i otkrice egzozoma kod ranih

embriona

Prostoru koji je omeden blastomerama, ili fragmentima je detaljno ispitan
na veéim uvecanjima, pomoc¢u TEM mikroskopije.

Uvecenja od 2600 do 40000 pokazala su prisustvo multivezikularnih tela
(Slika 11., oznaka MVB). Unutar MVB uocena su telasca tipa egzozoma, ¢ija je

srednja veli¢ina promera 160nm+0.5 nm u proseku, ta¢no odgovarala do sada
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objavljenim opisima egzozoma. Uocena su i nesto veca telasca, izgleda
nabubrelog egzozoma, jednako wuspostavljena membranom i ispunjena
sadrzajem promenljivog kontrasta (Slika 11.b i 11.d). Na istim presecima
uoceni su i slobodni egzozomi medu blastomerama, u neposrednoj blizini

c¢elijskih membrana (Slika 12.a). Dodatno, uoceni su i u trenucima fuzije sa

membranama blastomera (Slika 12.c) i fragmenata (12.b).

Slika 11. Dve blastomere (b) o¢uvanog embriona (11.a) sa promenljivim meducelijskim
materijalom. Za razliku od njih, medublastomerni debris atreticnog embriona (11.b)

ispunjen je membranoznim strukturama. Uvecanje: 11.a x2650; 11.b x11500, orig.

500 nm

Slika 11. Tamna blastomera (b), sa vise multivezikularnih tela (MVBs) prisutnih u
submembranskom delu citoplazme (11.c). Na vedem uvecanju jasno se uocavaju
egzozomalne vezikule i membranozne strukture nepoznatog porekla (11.d). Uvecanje:

11.a.x8800; 11.b x40000, orig.
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Slika 12. Slobodni egzozomi u medublastomernom prostoru atreti¢cnog embriona (12.a,
zvezdica) i ostatak multivezikularnog tela (MVB); moguce preuzimanje egzozoma od
strane fragmenta (f) (12.b, A), i moguci niz endocitotskog preuzimanja egzozoma (12.c,
A) gde se vide ukupno 3 egzozoma van blastomere i jedan internalizovan od strane

blastomere (b) o¢uvanog embriona. Uvecanje: x19500, orig.
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Naglaseno vece prisustvo egzozoma bilo je u fragmentisanim embrionima.
Kod embriona koji su najveéim delom bili fragmentisani sredi$nji prostor
embriona bio je ispunjen obilatim debrisom, apoptotskim telima kao i
znacajnom koli¢inom multivezikularnih tela i egzozoma. Koli¢ina, izgled i
slojevitost ovih membranoznih struktura varirali su u fragmentisanim
embrionima, dok su egzozomi pokazivali relativnu uniformnost.

I blastomere i fragmenti su pokazivali sposobnost fuzije sa egzozomima,
uz ogradu da na ovom nivou nije potpuno izvesno da li je u pitanju uzimanje ili
oslobadanje pojedina¢nog egzozoma.

U predelu grupisanja MVB uz membranu su uocene i prosirene cisterne

ER kao i mitohondrije.

4.3. Rezultati posmatranja celih embriona na konfokalnom

mikroskopu - raspored i meduodnos mitohondrija i NO

4.3.1. Prisustvo i raspored mitohondrija unutar embriona razlicitog kvaliteta

Raspored mitohondrija nije ujednacen medu blastomerama embriona, kao
i unutar jedne blastomere. Embrioni pokazuju jaku obojenost Mitotrackerom,

bez obzira na postojece razlike u rasporedu.

Slika 13.a pokazuje kako se i u naprednom embrionu A klase raspored
mitohondrija, kao i kolokalizacija NO i mitohondrija razlikuju. Kod D3
embriona uocljivo je povlacenje fluorescencije mitohondrija sa oboda
blastomera i postojanje agregacija mitohondrija, koje nisu uvek kolokalizovane

sa “vrelim” NO mestima.

Mitohondrije su prisutne u fragmentima embriona gde pokazuju jaku
obojenost na pojedinim nestima unutar fragmenata, ukazujué¢i na moguce
grupisanje oko prosvetljenih vakuola. Slican nacin grupisanja moZze se uocitiiu
pojedinim delovima blastomera. Neretko na jednoj strani blastomere postoje

jac¢a obojenja u neposrednoj blizini membrane celije.
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Embrioni zahvaceni fragmentacijom pokazuju sve neujednaceniji raspored
mitohondrija, pogotovu u embriona veoma zahvacenih fragmentacijom. Slika

13.b daje pregled razlika koje postoje u 4C embrionima sve tri klase.

4.3.2. Prisustvo i lokalizacija NO unutar embriona razlic¢itog kvaliteta

NO oksid nije ujednaceno prisutan u posmatranim embrionima. Embrioni
A klase pokazuju relativno jednaku obojenost blastomera Daf2-DA probom, uz
ogradu da unutar svih embriona pojedina mesta pokazuju izuzetno visok
intenzitet boje, a smestena su cesto i izvan blastomera (Slika 13.b, embrioni B i
C klase) kao i neposredno uz jedro (“vrele tacke”), sto se vidi na Slici 13.a,

konfokalni presek na desnoj strani.

Embrioni zahvaceni fragmentacijom pokazuju sve neujadnaceniji raspored
NO, pogotovu u slu¢aju veoma pogodenih embriona. Slika 13.b daje pregled

razlika koje postoje u 4C embrionima sve tri klase.

Znacaj razlika u bioenergetskom statusu pojedinih delova embriona dobro
je prikazan na Slici 14, sa uocljivo nejednakim prisustvom NO, medu oc¢uvanim

blastomerama istog promera (b1 i b2), kao i medu brojnim fragmentima.

4.3.3. Kolokalizacija mitohondrija i mesta gde je prisutan NO

Kolokalizacija mitohondrija i NO u embrionima pokazala je jasnu
korelaciju sa stepenom zahvacenosti embriona fragmentima odnosno sa
kvalitetom embriona. Relativna mera poklapanja ova dva bojenja, prikazana je
uporednim postavljanjem konfokalnih preseka iste ravni sa uklju¢enim
filterima za: raspored mitohondrija (crveno, MitoTracker orange), prisustvo
NO (zeleno, Daf2-DA) i njihovu kolokalizaciju (zuto). Slika 13.a prikazuje dva
razli¢ita preseka kvalitetnog embriona, sa uocljivom distribucijom NO,
mitohondrija i ostalih organela u. Slika 13.b pokazuje D2 embrione klase A, B i
C uporedno, sa uocljivom redistribucijom NO i mitohondrija. Snimci pokazuju
najmanje poklapanje u C klasi embriona, i najvece poklapanje u embrionima

dobrog kvaliteta.
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DAF-A

MitoTracker

DAF + MT

Slika 13.a. Embrion A klase, D3 i 8C stupanj, sa fluorescentno obelezenim NO (zeleno),
mitohondrijama (crveno) i njihovom kolokalizacijom (zuto). Data su dva od serije

konfokalnih preseka. Uvecanje: x63, orig.
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DAF-A

MitoTracker

DAF + MT

Slika 13.b. Embrioni A, B i C klase, D2 i 4C stupanj, sa obelezenim NO (zeleno),
mitohondrijama (crveno) i njihovom kolokalizacijom (zuto). Sa vis$im stepenom
fragmentacije, produkcija NO se povecava, kao i neravnomerna kolokalizacija sa
mitohondrijama. Za razliku od embriona A klase gde se NO u najvecoj meri produkuje
u mitohondrijama zdravih blastomera, u klasi B najveéi stepen kolokalizacije je u
fragmentima, dok je kod embriona klase C gotovo u potpunosti izgubljena
kolokalizacija i svedena samo na venac klastera mitohondrija oko vakuole u jednom od
fragmenta. Takode se uocava postepeno opadanje aktivne mitohondrijalne populacije

sa stepenom fragmentacije. Uvecanje: x63, orig.
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Slika 14. D3, ~6C fragmentisani embrion, fluorescentno obelezenog NO.

Uvecanje: x63, orig.
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Promenljiv stepen kolokalizaciie NO i mitohondrija u embrionima
razli¢itog kvaliteta (A, B i C klasa) potvrden je kvantitativnom softverskom

analizom niza konfokalnih preseka i prikazan je u Tabeli 3 i Grafikonu 1.
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Grafikon 1: Stepen kolokalizacije NO i mitohondrija u embrionima A, B i C klase

Tabela 3. Vrednosti stepena korelacije po pojedina¢nim odabranim regionima od

interesa (ROI) konfokalnih preseka embriona A, Bi C klase.

A klasa B klasa C klasa
0.899 0.778 0.605
0.924 0.742 0.680
0.827 0.733 0.667
0.808 0.719 0.673
0.798 0.697 0.678
0.756 0.678 0.675
0.679 0.654 0.691
0.888 0.735 0.695
0.900 0.870 0.688
0.878 0.869 0.649
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4.4. Rezultati imunohistohemijskog obeleZavanja izoformi NO

sintaze (iNOS, eNOS, nNOS) na polutankim presecima

Lokalizacija NO sintaza prikazana je na Slici 15. za svaku od izoformi
pojedina¢no, na polutankim presecima istog embriona. Sve izoforme NOS
opaZene su preteZzno u citoplazmi (blastomera oznacena zvezdicom). Najjace
vezivanje imuno-kompleksa primeceno je u sluc¢aju endotelijalne NOS (eNOS,
Slika 15.a) koja je prisutna i u ZP, u vidu krupnijih nepravilno rasporedenih
tacaka (strelice), u vancelijskom detritusu (trougao) i na povrsini membrana
blastomera okrenutih ka ZP. Uocena je jaka kolokalizacija mitohondrija i nNOS
izoforme (15.b, strelica). iNOS je slabo prisutna u embrionu, izuzev u nekim

delovima jedra (15.c, strelica).

Slika 15. Imunohistohemijska lokalizacija izoformi NO sintaze (15.a-eNOS, 15.b-nNOS
115.¢-iNOS). Uvecanje: x100 orig

53



4.5. Rezultati imunocitohemijskog obeleZavanja ATP sintaze na

tankim presecima

Imunocitohemijska analiza prisustva i distrubucije ATP sintaze tokom
fragmentacije pokazala je izrazitu imunogold pozitivnost, kako u
mitohondrijalnoj populaciji, u nivou kristi, tako i u citoplazmi (Slika 16).

Takode, zapaZa se da je samo u slucaju B i C klase embriona ATP sintaza

prisutna i u vakuolama (16.c i 16.b).

Slika 16. Imunocitohemijska lokalizacija ATP sintaze (16.a - A klasa, 16.b - B klasa,
16.c-C klasa). Uvecanje: x15000.
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4.6. Rezultati molekulskih ispitivanja embriona na nivou ekspresije

gena koji su od znacaja za redoks ravnotezu

4.6.1. Genska ekspresija eNOS - rezultati poredenja na nivou stepena

fragmentacije embriona

Kako je imunohistohemijska analiza pokazala da je preovladujuca
izoforma azot-oksid sintaze u ranom ljudskom embrionu eNOS, slede¢i korak je
bilo ispitivanje aktivnosti gena koji kodira ovaj protein kod normalnih i manje

ili vise fragmentisanih embriona (Histogram 1)
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Histogram 1. Sadrzaj eNOS iRNK

Ekspresija eNOS gena je u odnosu na A embrione (kontrola) povisena u
embrionima B klase i izuzetno povisena u visokofragmentisanim C
embrionima.

Stepen prepisivanja gena koji kodira protein koji stvara NO pokazuje

izravnu pozitivnu korelaciju sa stepenom zahvacenosti embriona fragmentima.
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4.6.2. Promene ekspresije gena koji kodiraju komponente respiratornog lanca -

rezultati poredenja na nivou stepena fragmentacije embriona
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Histogram 2.(2.a -2.f) Razlike u ekspresiji gena za ND4, NDUFA6, COX II, COX 1V, cit

b i ATP sintazu u odnosu na kvalitet embriona (A,B, C klasa)
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Histogram 2.g. Genska ekspresija citohroma c u embrionima A, B i C klase

Nivo iRNK svih ispitivanih komponenti repiratornog lanca, koje kodira
mitohondrijalni genom - ND4 kompoentu kompleksa I, subjedinicu II citohrom
c oksidaze (COX II), kao i citohrom b, bio je znacajno smanjen kod nisko-
fragmentisanih embriona, u odnosu na kontrolne, kao i visoko fragmentisane

embrione (p<0.001).

Sa duge strane, ekspresija subjedinica kompleksa I i IV, NDUFA6 i COX
IV kodiranih nukleusnim genomom je povecana u poredenju sa kontrolnim,

embrionima A klase (Histogram 2.b i 2.d).

Genska ekspresija citohroma c (Histogram 2.g) znacajno je smanjena u
embrionima blago zahvadenim fragmentacijom, i u odnosu na istu kod
kvalitetnih embriona, a posebno u odnosu na ekspresiju citohroma c u
visokofragmentisanim embrionima, koja je znac¢ajno povisena u odnosu na A i

B grupu embriona.

Genska ekspresija ATP sintaze (Histogram 2.f) je znacajno povecana u obe
klase fragmentisanih embriona u odnosu na kontrolne embrione A klase
(p<0.001). Medutim, ovaj nivo je veéi kod nisko-fragmentisanih u odnosu na

visoko-fragmentisane embrione (p<0.001).
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4.6.3. Ukupan sadrZaj mitohondrijalne DNK kod embriona razlic¢itog kvaliteta

NajniZi sadrzaj Mt DNK imaju embrioni ocenjeni kao B, tj. u manjoj meri
pogodeni fragmentacijom. Morfoloski savrSeni embrioni imaju veéi sadrzaj
mitohondrijalne DNK u poredenju sa B embrionima, ali je koli¢ina Mt DNK u
poredenju sa obe ove grupe daleko veca kod embriona koji su imaju visok

stepen fragmentacije (C klasa).
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Histogram 3. Ukupan sadrZaj mitohondrijalne DNK u embrionima A, Bi C klase

4.6.4. Ekspresija gena koji regulisu remodeliranje mitohondrija (proteini
regulatori fuzije i fisije mitohondrija)

Ekspresija mitofuzina 1 (Mfn 1, Histogram 4, levo) je znacajno povecana
u embrionima kod kojih je fragmentacija zastupljena u manjoj meri (B klasa)
dok je istovremeno kod ovih embriona ekspresija gena koji regulise fisiju
mitohondrija, Drp 1 izuzetno smanjena.

Genska ekspresija Drp 1 je izrazito povecana u visoko-fragmentisaim
embrionima, dok je u istim embrionima ekspresija mitofuzina 1 izrazito

smanjena, u odnosu na kontrolne, embrione bez fragmentacije (A klasa).
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Histogram 4. Ekspresija gena za mitofuzin (Mfnl) i Drpl kod embriona
razli¢itog kvaliteta (A, B i C klase)

4.6.5. Ekspresija gena NADPH oksidaze (NOX4)

Aktivnost gena NOX4 koji kodira protein iz porodice NADPH oksidaza,
koje prikupljaju¢i elektrone stvaraju reaktivne vrste kiseonika (ROS), tac¢nije
superoksid anjon radikal, prikazana je kod normalnih i manje ili vise
fragmentisanih embriona (Histogram 5). Ekspresija gena NOX je znacajno
povisena unutar embriona B klase (niskofragmentisani), dok je izuzetno snizena
u visoko fragmentisanim embrionima (C klasa). Korelacija je u ovom slucaju

obrnuto zavisna od stepena pogodenosti embriona.
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Histogram 5. Ekspresija gena za NOX kod embriona razli¢itog kvaliteta (A, B i C klase)
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5. DISKUSUA

5.1. Diskusija kljucnih rezultata

Embrioni su posmatrani na vise istrazivackih razina u cilju rasvetljavanja
fragmentacije kao razvojne pojave: ultrastrukturnom, na nivou funkcionosti
organela i komponenti embrionovog redoks sistema. Mali broj dostupnih
radova koji opisuju pojedinosti fine grade preimplantacionih embriona, na
pocetku ovog istrazivanja predstavljalo je veliki izazov, ali i teSkocu sa
tehnoloske strane - nalazili smo se na metodoloski nedovoljno pokrivenom
polju. Promene utvrdene svetlosnom mikroskopijom potvrdene su i na
strukturnom nivou, na polutankim presecima i na ultratankim presecima, pre
ostalog uocena je reorganizacija organela - njihovo razmestanje i grupisanje na
odredeni nacin. Po prvi put, koliko je nama poznato, opisana je pojava izuzetno
krupnih vakuola okruzenih prisno pozicioniranim mitohondrijama.
Ultrastrukturno, pokazali smo da vecina fragmenata sadrzi mitohondrije, ¢esto
izmenjenog izgleda, uvecane i takode blisko povezane sa prosirenim
endoplazminim retikulumom, $to je u suprotnosti sa podacima o fragmentima
bez ikakvih organela (Van Blerkom i sar., 2001).

Brojni publikovani opisi fragmentisanih embriona naglasavali su pre
svega patologiju procesa fragmentacije. Prva istrazivanja su ovu slozenu pojavu
sagledavala sa mehanicke i patoloske strane, tako je pored brojnih radova o vezi
fragmentacije i apoptoze, kao u Jurisicova i sar. (1996.), Chi i sar. (2011.), dosta
paznje posveceno sistematici i opisivanju tipova grupisanja fragmenata (Alikani
i sar., 1999.). U tom periodu su ucinjeni napori da se razvojni potencijal
fragmentisanih embriona popravi vestackim uklanjanjem fragmenata
isisavanjem iz embriona, ali je praksa pokazala da ovaj mehanicki pristup nije
dao ocekivane rezultate, te da je fragmentacija mnogo sloZenija od pukog

»raspadanja” celija na sitne delove.
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Iako je pokazano je da su fragmentacija i apoptoza bile prisutne u istim
embrionima, one ne stoje u nedvosmislenom odnosu uzroka i posljedice. Naime
apoptoza je cesta u morfoloski savrSenim IVF embrionima kao prirodan
regulator prekobrojnih celija tokom formiranja blastociste, sto je istakla Hardy
(1997.), dok je fragmentacija, kao izuzetno dinami¢an razvojni sled, ponekad, ali
ne po pravilu pra¢ena apoptozom pojedinih blastomera (Fabian i sar., 2005.,
Schatten, 2004.). Nasi rezultati kontrolne provere apoptotoze bojenjem
propidijum jodidom tokom fragmentacije nisu ukazali na sustinsku vaznost
ovog procesa, naprotiv, pokazali su da je embrion spreman da vise puta izade
iz programa smrti koristeci razli¢ite organele i molekulske mehanizme, od kojih
su neki prvi put opisani kod ranih embriona.

Naime, istrazivanja su pokazala da su upravo mitohondrije embriona
sabirno mesto vise signalnih puteva, koje omogucavaju dvojaki ishod u sudbini
embriona: put apoptoze (sa oslobadanjem citohroma c i okidanjem kaspaza-
zavisne programirane Ccelijske smrti) ili alternativni put posredovan
oslobadanjem dodatnih proteina i signala, koji sa selektivhom mitoptozom
(Lyamzaev, 2008.) i putem “anti-apoptoze” celiju odvode na put oporavka
(Arnoult, 2007., Ulivieri, 2010., Sheridan i Martin, 2010.). Slozena koordinacija
tisije, fuzije i prerasporedivanja mitohondrija u ¢elijama, kao i veze ovih pojava
i oStecenja mitohondrija sa razvojem mnogih bolesti nije novost (Palmer i sar.,
2011). Rezultati ovog istrazivanja koji potkrepljuju ovakav scenario unutar
ranih embriona bi¢e pomenuti i delu sa molekularnim potvrdama aktivacije
puta mitoptoze i fisije mitohondrija.

Kako je TEM-om ukazano na znacaj mitohondrija u fragmentaciji sledeci
istraZzivacki korak bilo je njihovo ispitivanje na funkcionom i bioenergetskom
nivou, u cilju prepoznavanja procesa koji su znacajni za oporavak embriona i
postavljanje zdrave energetske platforme za buduéi opstanak u materici i
implantaciju. Cinjenica da se mnogi embrioni logeg izgleda i sa dosta

fragmenata uspesno oporave i usade - ne moze se zanemariti.
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Unutar embriona je wuoceno sortiranje mitohondrija: promenljivo
razdeljivanje u fragmente i blastomere i njihovo grupisanje u klastere. Poznato
je da se mitohondrije u ¢elijama krec¢u aktivno, pomoc¢u motornih proteina, ida
su u neposrednom kontaktu sa ER, pogotovu u medusobnoj razmeni
kalcijumovih struja, koje su neophodne u aktivaciji mitohondrija tokom
fertilizacije oocite (Dalton i Carroll, 2013., Lawrence i Mandato, 2013.)

Vise istrazivanja potvrdilo je znacaj bliske veze mitohondrija i sER
sistema, te redoks-ravnoteznog i signalnog uticaja jona kalcijuma za proces
dozrevanja oocita, fertilizacije i ranog embrionalnog razvoja. Ipak, aktivna
ravnotezna uloga mitohondrija u rukovanju zalihama Ca** nije u potpunosti
jasna i predmetom je istrazivanja. Novi podaci govore da mitohondrije uspesno
prate brzu razmenu Ccelijskih Ca** signala posredstvom posebnih
makromolekulskih kompleksa stvorenih zajedno sa jonskim kanalima ER
cisterni (Romagnoli, 2007.). Time mitohondrije i ER stvaraju posebnu 3D mrezu
koja je osnova odrzanju homeostaze celije. Novi literaturni podaci samo
potvrduju znacdaj ove signalne mreze u pitanjima zivota i smrti: postojanje
posebnih “hot spots” za preuzimanje i oslobadanje vecih koli¢ina kalcijuma koji
stoje u neposrednoj blizini ER kanala za kalcijum, time i mogucnosti brzog ili
produzenog odgovora na nivou Ccelijske membrane (Rzzuto i sar., 2004.). U
svetlu svega recenog potvrdivanje strukturne bliskosti mitohondrija i ER, u
ovom radu, je vazan detalj i u smislu remodelovanja/reorganizacije
mitohondprijalne populacije.

Prva velika reorganizacija mitohondrija deSava se u vreme formiranja
deobnog vretena nezrele oocite, a druga u vreme formiranja prve polocite, kada
se one aktivno udaljavaju od mesta deobe (Dalton i Carrol, 2013., Coticchio i
sar.,, 2013.) Proizvodnja ATP u to vreme je promenljiva, i pod uticajem
neposrednog okruzenja, celija kumulusa kao i prethodne Zivotne istorije:
majc¢inog metaboli¢kog statusa i nacina ishrane (Dalton i Carroll, 2013.). Sada je

pokazano da se mitohondrije na slican, aktivan nacéin ponasaju i u ranim
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embrionima, bez obzira na ¢injenicu da u ovom periodu jo$ nisu dosegle svoju
“punu funkcionost” (Ramalho-Santos i sar., 2009., Nagy i sar., 2012.).

Poznato je da mitohondrije u ogromnom broju pristizu u oocitu putem
citoplazmatskih mostova tokom oogeneze. A takve pojave imamo i u tkivima
odraslih, kada se Ccelije srca oporavljaju posle ishemi¢nog Soka, putem
neposrednog meducelijskog priliva respiratorno oc¢uvanih mitohondrija iz
susednih presadenih kardiomioblasta (Pankotai i sar., 2012.).

Na strukturnom nivou unutar blastomera utvrdena je bliska veza izmedu
membrana ER i mitohondrije, karakteristicna izmenjenost izgleda mitohondrija
koje grade agregacije oko cisterni ER. Pokazan je i scenario mitoptotske
eliminacije o$tecenih mitohondrija, pored klasi¢ne autofagije/mitofagije
posredstvom lizosomskog sistema. U fragmentima je izgled mitohondrija bio
naglaseno izmenjen u odnosu na tipi¢nu organelu kakva odlikuje oocite.

Pored toga je ukupna koli¢ina MtDNK varirala u embrionima zavisno od
njihovog kvaliteta, odnosno stepena fragmentacije. Visok broj kopija MtDNA u
zreloj oociti (40.000 - 50.000) bi trebalo da kao zaliha premosti potrebe do novog
ciklusa replikacije mitohondrijalnih DNA odnosno biogeneze novih
mitohondrija (Wai i sar., 2010.) U periodu kada embrion trpi velike promene, a
brazdanje bude praceno fragmentacijom - ova zaliha moze biti od znacaja za
opstanak i odrzavanje kvalitetne mitohondrijalne zajednice. Znacaj ukupne Mt
DNK u ranoj embriogenezi je prepoznat od vise autora: Carling i sar. (2011.) ih
pominju kao moguci marker vijabilnosti embriona; Chiaratti i Meirelles (2010.)
podvlace da nove sinteze nema do perioda implantacije!

Nase ispitivanje broja kopija MtDNK govori da je u visokofragmentisanim
embrionima prisutna znatno povisena koli¢ina MtDNK, u odnosu na ukupan
sadrzaj MtDNK A klase embriona, dok se u ranim fazama fragmentacije broj
ovih kopija gubi (Otasevi¢ i sar., 2014.). Ovakav rezultat govori u prilog
slozenoj i usaglasenoj reakciji embriona i na nivou replikacije MtDNK,
mogucem aktivnom uklanjanju ostecenih kopija, i upucuje na istrazivanja i

mogucu reviziju dogme o odlozenoj sintezi MtDNK u ranim embrionima.
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Dalji uvid u stanje mitohondrijalne populacije dalo je pracenje ekspresije
kljuénih proteina koji posreduju u njihovoj fuziji odnosno fisiji. Ova dva
prividno suprotstavljena procesa deo su urodenog i evolutivno konzerviranog
sistema odrZanja kvaliteta i brojnosti mitohondrija unutar ¢elija. Rezultati su
pokazali da su blago fragmentisani embrioni (B klasa) imali povisenu ekspresiju
mitofuzina 1 i istovremeno sniZenu ekspresiju Drp 1. Suprotno tome embrioni
C klase, sa najvise fragmenata, imali su snizenu ekspresiju Mfnl i znatno
povisenu ekspresiju Drp 1 proteina. Ove promene govore u prilog vec¢ih Sansi
za oporavak B embriona, i znacaju suradnje i razmene delova membrana i
matriksa kod ovih organela u odrzanju mitohondrijalne populacije.
Istovremeno stiSana aktivnost posrednika fisije kao i smanjena koli¢ina Mt DNK
kod niskofragmentisanih embriona pokazuje dodatnu ,ekonomicnost”.
Molekulski pokazatelji koji su ukazali na promenljiv odnos fuzije i fisije u ranim
fazama fragmentacije i mikroskopski dokazi preraspodele mitohondrija unutar
ranih embrionima su samo dva odraza istog procesa samoodrzanja.

Prvi rezultati su pokazali da je u ranim embrionima na delu znacajna i
brza preraspodela i promene izgleda mitohondrija, ali ne i $ta je sa njihovom
funkcionos¢u? Na molekulskom nivou ona se ocituje u stanju enzimskih
kompleksa koji su nosioci transportnog lanca elektrona i procesa oksidativne
fosforilacije. Pokazano je da su upravo ovi proteinski kompleksi pogodeni u
ranom razviéu, i to u skladu sa stepenom pogodenosti embriona
fragmentacijom (Otasevi¢ i sar., 2014.). Pokazatelji stanja kompleksa OXPHOS
govore da je svaka ,neregularna” transkripciona (in)aktivacija mitohondijalno
kodiranih komponenti respiratornog lanca povezana sa fragmentacijom
embriona. Naime, rezultati genske ekspresije OXPHOS ukazuju na vezu
funkcionosti mitohondrija i obima fragmentacije. U odnosu na “idealne”
embrione date mitohondrijalno kodirane komponente respiratornog lanca
pokazale su “stisani” odnosno “pojac¢ani” metabolicki odjek. Nasuprot tome,

transkripcija ATP sintaze bila je povisena i u B i C klasi embriona, u odnosu na
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“tihe” A embrione, i moguce je da ukazuje na vece potrebe za energijom i
povecanjem prometa ATP tokom procesa fragmentacije.

S druge strane, promene transkripcije subjedinica kompleksa I i 1V,
kodiranih jedarnim genomom, kod embrona sa razli¢itim stepenom
fragmentacije ukazale su da ,modulatorni“uticaj jedra pokazuje drugaciju
vremensku (rana ili odmakla fragmentacija) i prostornu (mesto intervencije
unutar respiratornog lanca) Semu delovanja. COX se smatra klju¢nim
regulatornim faktorom respiratornog lanca, tj. prepoznat je kao klju¢ni faktor
prezivljavanja, steciste vise signalnih puteva uklju¢ujudi i regulaciju od strane
jedra (Arnold, 2012.). U nasem radu je citohrom ¢ pokazao stisanu transkripciju u
blago fragmentisanim embrionima, i u poredenju sa kvalitetnim, a pogotovu sa
visokofragmentisamim embrionima. Kako je masovno otpustanje citohroma c
okida¢ puta apoptoze, nije bez znacaja $to je u embrionima najlosijeg izgleda
izmerena najveca prisutnost citohroma c. Ako se koli¢ina citohroma c u A klasi
embriona smatra fizioloski optimalnom, B embrioni su pokazivali vidnu
»stiSanost” u ovom pogledu, $to ukazuje na moguce delovanje mehanizama koji
¢e aktivno spreciti put u programiranu celijsku smrt, dok su na delu ostali
procesi oporavka. Ovi rezultati ukazuju da je nivo respiracije u ranim
embrionima pod stalnim nadzorom kontrolnih sistema i da je krajnji scenario
oksidativne smrti pokrenut kada celije vise nisu u stanju da podesavaju svoj
redoks status. Put apoptoze ili put unutrasnje reorganizacije, uklanjanja losih
mitohondrija mitoptozom, njihovog remodeliranja putem fisije ili fuzije - stoje u
nekoj vrsti vitalne raskrsnice. Nasi rezultati ukazuju na to da su: fragmentacija
delova blastomera, sortiranje mitohondrija i znacajne razlike u sadrzaju Drpl i
Mitofuzin 1 proteina - upravo znacajke koje ¢ine tu raskrsnicu. Rezultati su u
skladu sa radovima koji su potvrdili znacaj koordinacije fisije/fuzije,
preraspodele, kretanja i promene izgleda mitohondrija u nastanku mnogih
bolesti i povezanos$c¢u ove dinamike s apoptozom (Palmer i sar. 2011., Sheridan i

Martin, 2010., Skulachev, 2006.).
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Ostaje sustinsko pitanje kako brazdajuéi embrion odrzava svoju
energetsku ravnotezu i razvojni plan raspolazudi: ,polu-funkcionalnim”
mitohondrijama, isklju¢ivo maternalnim DNK prepisima i pri tom boraveci u
promenjljivoj i epigenetski ,stranoj” sredini, bilo da je to jajovod ili petri Solja?

Imajuci na umu da se ove promene u stvarnom vremenu odvijaju izuzetno
brzo (i fragmenti se pomeraju unutar embriona i nestaju i pupe u samo par
minuta) tada i klju¢ni faktori koji povezuju strukturu i odgovor na nivou
fiziologije/funkcije - moraju biti jednako ,dinami¢ni” i brzi.

Takav kandidat pronaden je u azot oksidu (NO), signalnom molekulu u
okviru zivih sistema. Znacaj NO kao ,efektora”apoptoze, koji zavisno od
dodatnih pokazatelja zdravlja celije, moze da podstakne ili zaustavi apoptozu,
prepoznat je jos 90-tih godina (Brune i sar., 1999.) Ova vrsta ,modulatornog”
uticaja NO u fiziologiji ranih embriona je donekle ocekivana i predmetom je
naucnih ispitivanja, ali je jo$ daleko od potpunog razjasnjavanja ( Gouge i sar.,
1998., Manser i Houghton, 2006., Gallinelli i sar. 2009.)

Fluoroscentno bojenje embriona pokazalo je snazno prisustvo NO u ranim
embrionima, njegov neujednacen raspored unutar embriona, i medu
blastomerama i fragmentima. Pokazana je i znacajna kolokalizacija NO i
mitohondrija, a gubitak ove kolokalizacie u skladu je sa stepenom
fragmentacije embriona. Odgovor na pitanje koja je od poznatih izoformi NOS
prisutna u ranim embrionima dalo je imunohistohemijsko obelezavanje, gde je
potvrdeno prisustvo sve tri izoforme NOS, nesto veca kolokalizacija nNOS sa
mitohondrijama, ali i prisustvo imunokompleksa van embriona u podrucju ZP,
koje ukazuje na moguce tragove NOS iz prethodnog okruzenja, tj. folikula kao
mesta egzogenog doprinosa NO regulaciji tokom rasta i dozrevanja oocita.

Relativna ujednacenost prisustva NO u kvalitetnim embrionima moze
ukazivati na relativnu stabilnost signalnih puteva i postojanje privremene
ravnoteze kod ,idealnog” razvojnog toka. Kako su i morfoloski savrseni
embrioni imali ,vrela NO mesta” i pokazali neujednacen raspored NO kroz

seriju konfokalnih preseka, dok su osrednji i pogotovu losi embrioni pokazali
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progresivno sve veée neujednacenosti rasporeda NO - tako se i proizvodnja NO
ubraja u red znacajnih razvojnih ¢inioca. Prekomerna ili znatno utiSana
aktivnost NOS ukazuje na lokalne energetske poremecaje. Visoko prisustvo NO
znak je oksidativnog stresa i puta ka NO-posredovanoj celijskoj smrti dok je
potpuna utiSanost odraz metabolickog gaSenja i umiranja na drugi nacin.
Znacaj reaktivnih kiseonikovih vrsta u ovom radu je samo dotaknut,
ispitivanjem enzima koji produkuje ROS i takoder pokazuje gensku ekspresiju
zavisnu od stepena fragmentacije.

Zbog svoje visoke reaktivnosti i prodornosti kroz celije NO predstavlja
molekul na granici energetske pojavnosti, i zavreduje posebnu istrazivacku
paznju. Kao sli¢na istrazivackoj platformi u ovom radu, istice se studija
Martinoa i sar, 2013. kojom je ispitivana bezbednost vitrifikacije embriona, tj.
post-krio ostecenja na nivou populacije mitohondrija, produkcije NO i statusa
hromozoma, nedvojbeno pokazavsi da su razli¢iti razvojni stupnjevi: rani
brazdaju¢i embrion, morula i blastocista imali znacajno razli¢itu osetljivost i
stepen krio-os$tecenja svakog od ova tri posmatrana sistema.

Zastoj embriona i prestanak deoba u toku preimplantacionog razvoja je
pre svega bioloski opravdana, samoregulatorna razvojna pojava. Neki podaci
govore i da 50% embriona zastane u prvoj nedelji razvoja kao i da svega trecina
D3 embriona dosegne stupanj blastociste u IVF kulturi. (Leese i sar., 1993.) Rani
zastoj razviéa se ispituje pre svega na genetickom, ali i metabolickom i
matematic¢ko-konceptualnom nivou (Hardy i sar., 2001.). Izmedu ostalih, Betts i
Madan (2008.) ponudili su podsticajan koncept koji se delom slaze i sa nasim
rezultatima. U njihovom radu je podvuceno kako su jedro i mitohondrije u
posebno bliskoj vezi tokom ranog razviéa i da je uloga reaktivnih vrsta
poreklom iz mitohondprija izutetno znacajna za jednu od alternativnih sudbina -
apoptoza ili embrionov zastoj. Autori navode da 15% embriona ima zastoj u
stupnju od 2C-4C, bez znakova apoptoze, ali pokazuju metabolicku aktivnost i

povisSene nivoe ROS.
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Tehnike PGS/PGD ponudile su nove uvide u hromozomski status sporih i
nepravilno razvijanih embriona, odbacenih po standardnim morfoloskim
kriterjjumima. Unutar euploidne grupe, i ovakvi embrioni su pokazali
oc¢uvanost razvojnog potencijala, te bili krioprezervirani i naknadno vracani.
Njihov lo$ izgled nije bio presudan za implantacioni potencijal (Capalbo i sar.,
2014.). Krupne opravke na nivou genoma, pokazane tokom eksperimentalne
kulture embriona do D13, tima Dekel-Naftali i sar. (2013.), sa smanjenjem broja
aneuploidnih celija unutar pojedinacnog embriona i znacajnom povecanju
proporcije normalnih embriona tokom produzenog gajenja govore da je

razvojni potencijal veoma promenljiva kategorija.

Povezivanje zastoja embriona sa ve¢ diskutovanim rezultatima nije
potpuno bez istraZivanja na posebnoj kohorti - embrionima u ranom zastoju.
Tako bi saznanja o ultrastrukturnim i molekularnim promenama, dobijena
unutar ove studije bila uporedena sa istim pristupom embrionima koji su
prestali sa deobama na stupnju zigota, 2C itd. U tom smislu, ovaj rad je
ponudio uvid u osnovne ultrastrukturne i metabolicke pokazatelje vitalnosti
onih embriona koji na krupnom planu razvijaju fragmente kao znak borbe, dok

embrionalni zastoj kao pojava zahteva jos 8iri i sveobuhvatniji pristup.
5.2. Klinicki i patofizioloski znacaj rezultata rada

Sve uocene i diskutovane promene na embrionima: stanje mitohondrijalne
zajednice, odrzanja redoks ravnoteze, mehanizama apoptoze, mitoptoze,
prometa MVB i egzozoma uveliko se proucavaju na svim poljima
patofiziologije 1 geneze bolesti, izmedu ostalih neurodegenerativnih,
autoimunskih oboljenja, mehanizama tumorogeneze itd. Na taj nac¢in saznanja o
istim pojavama koja su pracena kod preimplantacionih embriona, dakle u
najranijem periodu razvoja, doprinose izgradnji osnovne platforme na kojoj se

procesi kako normogeneze tako i patogeneze objedinjuju i tumace.
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Primera radi, gojaznost kao stanje koje negativno utice na ishode IVF
postupaka, Kklini¢arima predstavlja tesko¢u zbog nemogucnosti kontrole
odgovora na zadatu stimulaciju jajnika, i neretko od pacijentkinja ocekuju
smanjenje tezine pre nastavka lecenja. Medutim, ovoj skupini pacijenata je i
kvalitet dobijenih oocita pogoden, sto nadalje kumulativno remeti normalan
razvoj. Smatra se da su oste¢enja nakupljena upravo na nivou mitohondrija
(Igosheva i sar., 2010.). O dugotrajnom dometu molekulskog nasleda oocite
govore i studije gde je pracen odgovor na stimulaciju kod pacijentkinja koje su
dijetom snizile teZinu, i uprkos sto je kod njih dobijeno vise MII oocita, do
pomaka u pogledu klinic¢kih ishoda nije doslo (Chavarro i sar., 2012.). Studije na
misSevima su potvrdile sa su gojazne jedinke imale povisen mitohondrijalni
membranski potencijal, povec¢anu produkciju ROS u ¢elijama embriona, kao i
nejednaku raspodelu mitohondrija unutar oocite i medu blastomerama
(Igosheva i sar., 2010.). Starost pacijentkinja se ve¢ dugo smatra znacajnim
¢iniocem kod prera¢unavanja Sansi za uspeh IVF postupka, uvek u smislu
negativnog uticaja odmaklih godina, ali je odskora pruzen i uvid u
reproduktivni potencijal grupe najmladih pacijentkinja, gde je mlada uzrasna
grupa imala niZe stope fertilizacije, manju proporciju kvalitetnih embriona i
veéu stopu pobacaja, uprkos slicnim stopama implantacije (Nazemian i

sar.2011.).

Ovde su izdvojene gojaznost ili starost kao primeri, ali se i ostale
osobenosti nacina zivota i to kod oba partnera trebaju uzimati u obzir. One
mogu dovesti do viSestrukih i subcelijskih promena, koje se nakupljaju i

odrazavaju na kvalitet gametogeneze, a potom i embriogeneze.
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6. ZAKLJUCAK

Na osnovu rezultata ispitivanja ultrastrukturnih i molekulskih promena
tokom fragmentacije ranih embriona, zaklju¢ujemo da je zastoj u razviéu
posledica koordinisanih i usko povezanih poremecaja strukture, funkcije i
energetskog balansa preimplantacionih humanih embriona.

Jednako kako svi homeostatski bioloski sistemi deluju usaglaseno i brzo,
krupne i brze strukturne promene unutar fragmentisanih embriona pracene su
brzim odgovorom na nivou metabolizma. Naizmeni¢no stiSavanje i aktiviranje
bioenergetskih procesa u skladu sa potrebama embriona je imperativ razvica u
kriticnom, preimplantacionom periodu (opravke, ,nevidljive” G1/G2 i
naglasene smene S i M faze, aktivacija embrionovog genoma, prelaz sa jednog
energetskog supstrata na drugi). Dok je u viSecelijskom okruZzenju cena
apoptoze nekoliko ¢elija mala i donosi benefit celom organizmu - cena apoptoze
nekoliko blastomera tek nastalog embriona ¢ini razliku izmedu zivota i smrti
individue. Stoga i mehanizmi odrZanja koji na u ovom periodu deluju nemaju
iste prioritete.

Dogma o ,idealnom tihom embrionu” i ,quietness” na nivou dinamike
fragmenata, kretanja mitohondrija, rada protonskih pumpi i pretvaranja
energije - zapravo ne postoji. Cak i morfologki savrieni embrioni, sa niskim
stepenom respiracije i potrosnje kiseonika nisu ,tihi”. U isto vreme, fragmenti
ostaju ,noc¢na mora” embriologa i dogmatsko slaganje po pitanju sustinskih

uzroka fragmentacije i zastoja embriona je van naseg dometa.

S tim u skladu izdvojeno je nekoliko zaklju¢aka:

. Strukturne promene uocene svetlosnom, a potom i elektronskom
mikroskopijom pokazuju visoku promenljivost populacije fragmenata u funkciji
vremena, kao ireverzibilnost u pogledu obima i vezu ove pojave sa nastavkom
razvoja.

. Mitohondrije ranih embriona su znacajan ¢inilac u dinamici fragmentacije:

mehanizmi njihovog aktivnog sortiranja, uklanjanja, promene izgleda i
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uspostavljanja posebnih veza sa ER potvrdeni su na nivou TEM i u korelaciji su
sa stepenom fragmentacije.

. Mehanizmi remodeliranja mitohondrija aktivni su unutar ranih embriona i
pokazuju visoku podesenost sistema fisije i fuzije mitohondrija u zavisnosti od
stepena fragmentiranosti embriona.

. Mitoptoza kao osoben put kontrole kvaliteta mitohondrijalne populacije (brzo i
delotvorno uklanjanje visoke proporcije oste¢enih mitohondrija u cilju opstanka
¢elije), jednako kao i u drugim bioloskim sistemima pokazana je i na TEM
mikrografijama ranih embriona.

. Rani embrioni pokazuju visoku plasti¢nost redoks sistema: ona se ocituje u
osobenim nacinima ekspresije gena OXPHOS i ATP sintaze u zavisnosti od
kvaliteta embriona. Sve ispitane komponente pokazale su ovu ,podesivost”
aktivnosti iako mitohondrije preimplantacionih embriona slove za ,nepotpuno
funkcionalne®.

. NO, kao potvrden i vazan nosilac celijskih signalnih i puteva prezivljavanja, u
ranim preimplantacionim embrionima je pokazao visoku opstu prisutnost,
promenljivu produkciju unutar embriona i nedvojbenu vezu stepena
fragmentacije sa dinamikom njegove proizvodnje i kolokalizacije sa
populacijom embrionovih mitohondrija.

. Pokazano je, po nasim saznanjima prvi put, da se u ranom ljudskom embrionu,
dakle na izuzetno ranom stupnju razvoja - oslobadaju egzozomi, i od strane
blastomera i fragmenata. Njihov znac¢aj u meducelijskoj komunikaciji potvrden
je u brojnim organskim sistemima.

. Sumirani rezultati ispitivanja ultrastrukture embriona, funkcionosti i
remodeliranja mitohondrija, distribucije i aktivnosti enzima redoks ravnoteze,
ukazuju na to da je embrion u ovom periodu izloZen visokom pritisku i da
ocekivano pribegava reSenjima koja, u poredenju sa ,obi¢nim” Celijama

izgledaju ekstremno.
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Moderni merni instrumenti i analiticki softverski alati u buduéim
istrazivanjima bi trebalo da doprinesu integrisanom povezivanju strukture i
funkcije, pre svega promatranjem sve finijih bioenergetskih pojava, po svojoj
fizi¢koj prirodi teSko uhvatljivih, promenljivih, sto predstavlja ne samo tehnicki
ve¢ i konceptualni izazov! Sagledavanje fragmentacije sa svega nekoliko
standardnih metoda pokazalo je znacaj sintetickog pristupa u sagledavanju
energetike i dinamike razviéa. Umesto da se svaki put kada uocimo
fragmentaciju embriona zapitamo ,$ta smo uradili pogresno” ili ,5ta je poslo
naopako” - moZe li promena fokusa biti od koristi ART prakti¢arima? Uvodenje
novih lekova, dodataka medijumima, unapredenje protokola ,kontrolisane”
stimulacije - oslonjeni su na tehnologiju staru ne vise od pola stole¢a. Kako su
sva poboljSanja ucinjena u cilju unapredenja uslova gajenja embriona i
povecanja kontrole tih uslova (eng. quality control, QC) ne treba nikada
zaboraviti sledece: razvojno polje i program oocite kao pocetne fizicke osnove
embriona pode$avan je milionima godina po najstrozijim principima , kontrole
kvaliteta”. Sprovedena je i prirodna selekcija gameta, koja se nastavlja u
kohabitaciju zigota i embriona sa neposrednim fizicko-energetskim
okruzenjem. Drugim re¢ima, sva uocena i joS neotkrivena ,reSenja” i
mehanizmi opravke su nastali i provereni tokom evolutivne istorije Zivog sveta

i deluju unutar zivih sistema u skladu sa prirodnim zakonima.
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