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1.UVOD

Medicinski potpomognuta oplodnja (MPO) uvelike je definirala naSe znanje o ljudskoj
predimplantacijskoj embriologiji i genetici. Prije zacetka MPO, spoznaje o ranom razvoju
zametaka uglavnom su temeljene na Zivotinjskim modelima, koji nisu najidealniji izbor
ako Zelimo detaljno razumjeti ljudski embrionalni razvoj. Postoje brojne sli¢nosti ljudskih
i Zivotinjskih modela, ali postoje i brojne razlike, od onih vidljivih lupom i mikroskopom,
do onih koje se jedino mogu detektirati metodama molekularne biologije. Od vremena
pocetaka MPO, kada se za oplodnju iskljucivo koristila inseminacija in vitro i kada su
zametci kultivirani u nespecifi¢cnim medijima i inkubatorima, do sloZene tehnologije
danas$njice proteklo je pet desetlje¢a obiljeZenih znanstvenim i tehnoloskim napretkom.
Danas se laboratoriji diljem svijeta oslanjaju na sofisticirane i posebno dizajnirane medije,
inkubatore, mikroskope te alate sposobne za obavljanje mikrozahvata na stani¢noj i
substani¢noj razini. Nadalje, od kada je MPO uspostavila jaCu sinergiju s genetikom dobili
smo uvid u genom zametaka. Tijekom postupka MPO, danas je moguce uciniti biopsiju
zametaka te analizirati genetski potencijal zametka sa sve ve¢om precizno$¢u. Nakon
biopsije, zametci se individualno kriopohranjuju te ostaju kriopohranjeni do rezultata
genetickih analiza i prijenosa zametaka u materiste. Predimplantacijsko geneticko
testiranje za aneuploidiju (engl preimplantation genetic testing for aneuploidy; PGT-A) je
metoda kojom se analizira kromosomski status, odnosno ploidnost zametaka stvorenih u
postupcima MPO. Tehnologija sekvenciranja nove generacije NGS (engl. next-generation
sequencing) PGT-A omogucuje brzo i ucinkovito sekvenciranje cjelokupnog genoma
analiziranih stanica zametka a osim uvida u jezgrinu DNA (engl. nuclear DNA; nDNA),
omogucuje i analizu mitohondrijske DNA (engl mitochondrial DNA ;mtDNA).
Mitohondriji i mtDNA usko su povezani s proizvodnjom adenozin-trifosfata (engl
adenosine triphosphate; ATP), koji je glavni izvor energije u gotovo svim ljudskim
stanicama te je zdrava mtDNA preduvjet za optimalno funkcioniranje nasih tijela. Iako
raspolazemo Sirokim znanjem o vaznosti mtDNA u ljudskim somatskim stanicama,
istrazivanje mtDNA u ljudskim gametama i predimplantacijskim zamecima jos$ uvijek je
mlado podrudje znanstvenog interesa koje svoje prolje¢e dozivljava tek posljednja dva
desetljeca evolucijom tehnologije i metodologije koje su pratile razvoj MPO. VaZnost

mtDNA u ranim ljudskim zamecima trenutno nije u potpunosti poznata te joS uvijek ne



postoji znanstveni konsenzus o interpretaciji i mogucoj primjeni mtDNA pri selekciji
zametaka tijekom MPO postupaka. Iz navedenih razloga, fokus ovog rada usmjeren je na
vaznost mtDNA tijekom ranog razvoja ljudskih zametaka. Rezultati ovog istraZivanja
trebali bi nam omogucditi bolje shva¢anje mtDNA i njene dinamike u predimplantacijskim
zamecima. Ovi navodi ¢e se detaljnije analizirati u daljnjem tekstu te ¢e se do sada
nerazjaSnjena dinamika mtDNA tijekom predimplantacijskog razdoblja pokusati objasniti
modelima temeljenim na rezultatima ovog istraZivanja i dosada$njim znanstvenim

saznanjima.



2. LITERATURNI PREGLED

2.1. LijeCenje neplodnosti

Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji (engl. World Health Organization; WHO)
neplodnost je bolest Zenskog i muSkog reproduktivnog sustava definirana nemoguéno$c¢u
ostvarivanja trudnoce prirodnim putem nakon 12 ili viSe mjeseci redovitih nezasti¢enih
seksualnih odnosa (World Health Organization 2023). Najnovije procjene na svjetskoj
razini ukazuju da neplodnost pogada otprilike svaku Sestu odraslu osobu. Neplodnost se
moZe podijeliti na primarnu i sekundarnu. Primarna neplodnost je nemoguénost
ostvarivanja trudnoce, dok je sekundarna neplodnost definirana kao nemogucnost
trudnoce nakon prijasnjih uspje$nih trudnoc¢a odnosno rodenja jednog djeteta ili viSe
djece (Mascarenhas i sur. 2012). Ovisno o dijelu svijeta, u 20-35 % slucajeva uzrok
neplodnosti je Zenski ¢cimbenik, u 20-30 % uzrok je muski ¢cimbenik, u 25-40 % slucajeva
do trudnoce ne dolazi zbog udruZenih muskih i Zenskih ¢imbenika, dok se u 10-20 %
slucajeva uzrok neplodnosti ne moZe identificirati (Chowdhury i sur. 2017; European
Society of Human Reproduction and Embryology 2014). Lijecenje neplodnosti se
uglavnom oslanja na metode MPO, koje su ujedno najces¢i i najvazniji pristup pri lijeCenju
neplodnosti. Sinergijom znanstvenih saznanja i tehnoloskog napretka, MPO laboratoriji
usvajaju nove metode i tehnologije kao Sto su kriopohrana gameta, zametaka i
reproduktivnih tkiva, izvantjelesno dozrijevanje gameta (engl. in vitro maturation; IVM),
inkubatore sa sposobnos¢u snimanja i vizualizacije razvoja zametaka ubrzavanjem (engl.
time-lapse incubator; time-lapse inkubator), biopsiju i genetske analize zametaka te

ostale mikromanipulacijske tehnologije.

2.1.1. Medicinski potpomognuta oplodnja

MPO je visokospecijalizirana grana biomedicine kojom se lijeci ljudska neplodnost. Od
rodenja Louise Brown, prve osobe zacete in vitro proslo je 47 godina (Zhao i sur. 2011).
Od tada je viSe od 12 milijuna djece rodeno uz pomoc¢ postupaka MPO (Zhang i sur. 2019),
uz trenutni globalni porast od priblizno 700 000 djece godisnje (Kupka i sur. 2024). MPO
moZe biti homologna ili heterologna. U homolognim postupcima koriste se gamete

neplodnog para, dok se u heterolognim zahvatima koriste gamete darovateljica i



darovatelja. Metode MPO su inseminacija te izvantjelesna oplodnja (engl in vitro

fertilization; IVF).

Postupci inseminacije su jednostavnije metode MPO. Za vrijeme ovulacijskog perioda
menstrualnog ciklusa spermiji prociS¢eni iz sjemene tekucine injiciraju se unutar
maternice (intrauterina inseminacija; IUI) te se moguca oplodnja oocite i daljnji razvoj

zametka dogada unutar tijela Zene (Kop i sur. 2019).

IVF je sloZeniji nacin lijeCenja neplodnosti. Postoje dva osnovna oblika IVF-a:
konvencionalna in vitro fertilizacija (engl conventional in vitro fertilization;
konvencionalni IVF) i intracitoplazmatska spermalna injekcija (engl. intracytoplasmic
sperm injection; ICSI). Konvencionalni IVF je najranije koristeni postupak IVF-a kod kojeg
se oocite inseminiraju u in vitro uvjetima (Johnson 2019), odnosno dopusta se da spermij
samostalno oplodi oocitu. ICSI je predstavljen 1992. godine u svrhu lijecenja tezih oblika
muske neplodnosti. U postupku ICSI se mikromanipulacijom pomoc¢u mikropipeta izabire
morfoloski uredan spermij te se mehanicki injektira u citoplazmu oocite (Palermo i sur.
1992). Cilj postupaka IVF-a je ostvarivanje trudnoce stvaranjem zametaka u in vitro
uvjetima koji se zatim prenose u materisSte (engl. embryo transfer; ET). Eventualni viSak
kvalitetnih zametaka nastalih tijekom IVF postupaka se zamrzava, najceS¢e metodom
vitrifikacije te kriopohranjuje (Nagy i sur. 2020). Kriopohranjeni zameci se Cuvaju u
specijalnim laboratorijskim posudama, smjesteni u teku¢em dusiku na -196 °C (Antonouli

i sur. 2024)(Slika 1).



Slika 1. Laboratorijska posuda za kriopohranu MVE XC 34/18

Ova praksa omogucuje pacijentima koriStenje kriopohranjenih zametaka u kasnijim
prijenosima zametaka u materiSte i pokusajima trudnoce, ¢ime se smanjuje potreba za
ponovnim IVF postupkom. Ocjenjivanje zametaka na osnovi morfologije i kinetike diobe
stanica godinama je primarna metoda odabira zametaka za ET i prijenosa zametaka u
materiSte nakon postupka odmrzavanja (engl. frozen embryo transfer; FET), iako stope
trudnoCe po prenesenom zametku u vecini klinika rijetko prelaze 40 %. Temeljem
navedenog, mnogi znanstvenici traZe dijagnosticke metode koje bi mogle povecati stope

uspjesnosti IVF postupaka (Ajduk i Zernicka-Goetz 2012).

2.2. Procjena kvalitete zametaka

Procjena razvojnog potencijala IVF zametaka ukljucuje: procjenu morfologije oocita i
zigota te procjenu morfologije i kinetike dioba zametaka 2., 3., 4. te 5.1 6. dana (Slika 2).
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Slika 2. Uredni razvoj ljudskog zametka od oocite do blastociste: A) oocita u metafazi II,

B) zigota u pronuklearnom stadiju - 1. dan razvoja, C) ¢etverostani¢ni zametak - 2. dan
razvoja, D) osmostani¢ni zametak - 3. dan razvoja, E) morula - 4. dan razvoja, F)

blastocista - 5. dan razvoja

2011. godine postignut je konsenzus o ocjenjivanju zametaka (Alpha Scientists in
Reproductive and Embryology 2011). Blastociste, odnosno zametci 5. i 6. dana ocjenjuju
se i standardnim kriterijima na osnovi morfologije i kinetike diobe stanica (Gardner i
Schoolcraft 1999).

Procjena kvalitete zametaka obavlja se svakodnevno u standardiziranim vremenskim
intervalima (Tablica 1). Standardiziranje vremenskih intervala je neophodno za pravilno
praenje razvoja zametaka te se vrijeme procjene zametaka odreduje u odnosu na vrijeme
IVF inseminacije ili ICSI-ja. Procjenu zametaka vrsi klinicki embriolog, najc¢eSce na

invertnom mikroskopu, iako se u ovu svrhu koristi i pomoc¢ time-lapse inkubatora.



Tablica 1. Vrijeme procjene fertilizacije oocita i kvalitete zametaka te oCekivani razvojni

stadij (preuzeto i prilagodeno iz Alpha Scientists in Reproductive and Embryology 2011)

Vrsta Vrijeme (sati nakon Oéekivani razvojni stadij

procjene inseminacije)

Oplodnja 71 Pronuklearni stadij

Singamija 23+1 50% zigota u singamiji

Rana dioba 26 + 1 nakon ICSl-ja 50% zigota u singamiji (20% mofZe biti u 2-staniénom stadiju)

28 + 1 nakon IVF-a

Procjena kvalitete 44 +1 4-stanicni stadij
zametaka - 2.dan

Procjena kvalitete 68+1 8-stanicni stadij
zametaka - 3. dan

Procjena kvalitete 92 +2 Morula
zametaka - 4. dan

Procjena kvalitete 116 +2 Blastocista
zametaka - 5. dan

2.2.1. Procjena zrelosti i morfologije oocita

Pri procjeni oocita potrebno je utvrditi zrelost oocite (germinalna vezikula; GV, metafaza
[; MI, metafaza II; MII, atrezija; ATR). Optimalna morfologija zrele, MII oocite opisana je
sfericnim oblikom koji je obavijen zonom pellucidom, s uniformnom, prozirnom
citoplazmom bez inkluzija i vakuola te proporcionalno velikim polarnim tjeleScem.
Polarno tjeleSce je ujedno i indikator zrelosti oocite te njegova pojava oznacava zavrsetak
mejoze I. Perivitelini prostor, odnosno izvanstani¢ni prostor izmedu zone pellucide i
membrane oocite, ne smije biti preSirok (Slika 3). Kompleks kumulus-oocita (engl
cumulus-oocyte complex; COC) treba biti s rasprSenom coronom radiatom i rasprSenim
stanicama kumulusa (Alpha Scientists in Reproductive and Embryology 2011). Prisutnost
COC onemogucuje potpunu morfolosku evaluaciju i procjenu zrelosti oocite. Tek kada
denudiramo oocitu uz pomo¢ enzima hijaluronidaze, odnosno nakon mehanickog ¢iS¢enja

pipetiranjem, moZemo utvrditi morfoloSke karakteristike i zrelost oocite.



Slika 3. MorfoloSke varijacije MII oocita: A) oocita uredne morfologije, B) oocita s velikim

polarnim tijelom i tamnom granuliranom citoplazmom, C) oocita s Sirokim perivitelinim
prostorom, D) oocita ovalnog oblika, E) oocita s citoplazmatskim vakuolama i Sirokim
perivitelinim prostorom, F) oocita s centralnom vakuolom, granuliranom citoplazmom i

Sirokim perivitelinim prostorom (preuzeto i prilagodeno iz Ahmad i sur. 2024)
2.2.2. Procjena oplodnje (zigota)

Tijekom provjere oplodnje potrebno je utvrditi postojanje dva pronukleusa i dva polarna
tjeleSca (Slika 4). Osim navedenog, promatra se broj i smjeStaj nukleolarnih
prekursorskih tjeleSaca (engl nucleolar precursor bodies; NPB). Optimalna oplodena
oocita trebala bi biti sferi¢na, imati dva polarna tjelesca te dva centralno smjeStena,

medusobno priljubljena pronukleusa jednake velicine s jasno izraZzenim membranama.



Slika 4. Uredno oplodena oocita (2pn) s dva pronukleusa i dva polarna tjeleSca - zigota

(preuzeto i prilagodeno iz Magli i sur. 2010)

Pronukleusi bi trebali sadrZavati jednak broj (5-7) i velicinu NPB-ova, koji su idealno
centralno orijentirani i poravnani duz preklapanja membrana. Razmaknuti pronukleusi
te pronukleusi i NPB-ovi razlicite veli¢ine prediktori su loSijeg razvoja zametaka (Alpha

Scientists in Reproductive and Embryology 2011; Scott 2003; Scott i sur. 2000)(Slika 5).
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Slika 5. Graficki prikaz sustava ocjenjivanja zigote (Z) koji se temelji na broju i raspodjeli
nukleolarnih prekursorskih tjeleSaca (NPB) unutar pronukleusa (PN). Z1 oznacava
jednak broj NPB-ova (izmedu 3 i 7) centralno orijentiranih i poravnanih duz preklapanja
membrana PN-a. Z2 prikazuje nejednak broj NPB-ova iste veli€ine, rasprSenih unutar PN-
a. Z3 oznacava NPB-ove nejednake velic¢ine i brojnosti, jedan PN moze imati NPB-ove
poravnate duZ preklapanja membrana, dok su u drugom NPB-ovi rasprseni. Z4 se definira
razmakom izmedu PN-a ili nejednakom veli¢inom PN-a, pri ¢emu su NPB-ovi rasprseni

unutar PN-a (preuzeto i prilagodeno iz Khalili i sur. 2008)



2.2.3. Procjena kvalitete zametaka u stani¢cnom stadiju (2. i 3. dan)

Promatrani parametri u ocjenjivanju zametaka 2. i 3. dana su stani¢nost zametaka
odnosno broj i velicina blastomera, stupanj fragmentacije te eventualno postojanje
multinukleacije (Tablica 2).

U zametke stani¢nog stadija ubrajamo raspon zametaka od dvostani¢nog stadija do
zametaka u kojima zapocinje kompakcija. Istanbulskim konsenzusom (Alpha Scientists in
Reproductive and Embryology 2011) je utvrdeno da je ocekivani broj blastomera na
drugom danu razvoja od dvije do Cetiri, dok je za tre¢i dan razvoja ocekivani broj
blastomera od Sest do osam. Zameci kojima je brzina dioba brZa ili sporija od ocCekivane
vjerojatno imaju smanjeni implantacijski potencijal. U dvostani¢nim, ¢etverostani¢nim i
osmostani¢nim stadijima blastomere trebaju biti jednake veliCine, dok se za sve druge
stani¢nosti ocekuje razlika u velic¢ini blastomera buduci da dioba svih blastomera jos nije
zavrSena (Alpha Scientists in Reproductive and Embryology 2011).

Fragment se definira kao dio citoplazme koji je okruZen stanicnom membranom te je
manji od 45 pm u dvodnevnim zamecima ili 40 pm u trodnevnim zamecima. Stupanj
fragmentacije moze biti blagi (< 10 %), umjereni (10 - 25 %) ili teski (= 25 %). U
Cetverostanicnom zametku stupanj fragmentacije od 25 % odgovara veliCini jedne
blastomere. Lokalizacija fragmentacije se pri ocjenjivanju ne uzima u obzir bududi da je
fragmentacija dinamican fenomen te se fragmenti mogu kretati unutar zametka.
Definicija multinukleacije je prisutnost viSe od jedne jezgre (nukleusa) u blastomeri,
ukljuc¢ujuc¢i i mikrojezgre (mikronukleuse). Procjena multinukleacije se vrsi kod
dvodnevnih zametaka, konsenzusom je odredeno da bi odredivanje multinukleacije u
trodnevnim zamecima bilo oteZano zbog manje velic¢ine blastomera i kao takvo ne bi bilo
pouzdano. Ukoliko se multinukleacija utvrdi u samo jednoj blastomeri smatra se da
zametak ima smanjen implantacijski potencijal. Multinukleacija se povezuje s
kromosomskim poremecajima, odnosno povec¢anim rizikom za spontani pobacaj (Alpha

Scientists in Reproductive and Embryology 2011).
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Tablica 2. Ocjenjivanje stani¢nih stadija zametaka prema Istanbulskom konsenzusu

(preuzeto i prilagodeno iz Alpha Scientists in Reproductive and Embryology 2011)

Ocjena Opis ocjene
1 + <10% fragmentacije (blagi stupanj fragmentacije)
+ Razvojno-specifiéna velifina i brojnost blastomera
+ Bez multinukleacije
2 + 10-25% fragmentacije (umjereni stupanj fragmentacije)
+ Razvojno-specifiéna veliina vecine blastomera
« Bez multinukleacije

3 + »25% fragmentacije (teski stupanj fragmentacije)

-

Velicina blastomera nije razvojno-specifitna

+ Postojanje multinukleacije

2.2.4. Procjena kvalitete zametaka u stadiju morule (4. dan)

Kod cetverodnevnih zametaka ocjenjuje se stupanj kompakcije zametka (Tablica 3).
Kompakcija zametka mozZe zapoceti ve¢ u osmostani¢cnom stadiju, a obiljeZena je
nestajanjem jasnih granica izmedu blastomera. Optimalni razvoj zametka u
Cetverodnevnom stadiju karakteriziran je kompakcijom zametka ¢ije stanice prolaze kroz
Cetvrtu stanicnu diobu. Kompakcija treba zahvacati citavi zametak, a ukoliko je iz
kompakcije iskljuteno viSe od pola stanica smatra se da zametak ima smanjen

reproduktivni potencijal (Alpha Scientists in Reproductive and Embryology 2011).
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Tablica 3. Ocjenjivanje stani¢nih stadija zametaka prema Istanbulskom konsenzusu

(preuzeto i prilagodeno iz Alpha Scientists in Reproductive and Embryology 2011)

Ocjena Opis ocjene
1 + Stanice zametka su zapocele ¢etvrtu stani¢nu diobu
« Kompakcija u kojoj je ukljucen cijeli volumen zametka
2 + Stanice zametka su zapocele Cetvrtu stani¢nu diobu
+ Kompakcija u koju je ukljuc¢en gotovo cijeli volumen zametka

3 + Neproporcionalna kompakcija koja zahva¢a manje od pola volumena zametka

2.2.5. Procjena kvalitete zametaka u stadiju blastociste (5. i 6. dan)

Izmedu 4. i 5. dana razvoja u moruli zapocinje akumulacija teku¢ine izmedu stanica te
zapocinje kavitacija zametka ili proces stvaranja blastocela (sredi$nja Supljina ispunjena
teku¢inom). Blastocista je definirana trofoektodermom (engl. trophectoderm; TE) -
slojem vanjskih stanica koje okruzuju blastocel te embrioblastom (engl. embryoblast ili
inner cell mass; ICM) - maloj nakupini stanica koja je okruZena trofoektodermom. Iz
embrioblasta se kasnije formira fetus, dok od trofoektoderma nastaje posteljica. Sirenjem
blastocela uz istovremenu diobu stanica rana blastocista se ekspandira (engl. expansion),
zona pellucida se istanjuje te se blastocisti povecava volumen. Napredovanjem stani¢nih
dioba i povecanjem volumena blastocela dolazi do daljnje ekspanzije blastociste.
Posljedi¢no, zona pellucida se istanjuje do kriti¢ne razine i na kraju puca te omogucuje
izlijeganje (engl hatching) blastociste koja se na kraju u potpunosti oslobada zone
pellucide.

Pri ocjenjivanu blastociste uzimamo u obzir stupanj ekspanzije blastociste te stani¢nost i
kvalitetu embrioblasta i trofoektoderma (Slika 6).

Stupanj ekspanzije blastocista se obiljeZava brojevima od 1 do 6. Stupanj ekspanzije 1
odgovara ranoj blastocisti, u kojoj blastocel zauzima manje od pola volumena blastociste.
Stupanj ekspanzije 2 karakterizira blastocel koji zauzima pola ili viSe od pola volumena
blastociste. U stupnju ekspanzije 3 blastocel zauzima vecinu volumena blastociste, ali
blastocista ima moguc¢nost daljnje ekspanzije te se zona pellucida moze dodatno stanjiti.
Stupanj ekspanzije 4 odgovara ekspandiranoj odnosno potpuno ekspandiranoj blastocisti

u kojoj je blastocel veceg volumena od ishodiSnog volumena zametka te se zona pellucida
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istanjuje do kriti¢ne razine. U stupnju ekspanzije 5 zapocela je hernijacija trofoektoderma
i embrioblasta kroz pukotinu zone pellucide, odnosno blastocista je u procesu izlijeganja.
U stupnju ekspanzije 6, blastocista se u potpunosti izlegla i odvojila od zone pellucide.
Kvaliteta embrioblasta se ocjenjuje sa A, B ili C. Ocjenom A opisujemo visokokvalitetan
embrioblast koji je izgraden od brojnih gusto zbijenih stanica koje ¢ine jasno definiranu
¢vorastu strukturu. Ocjenom B se opisuje embrioblast koji ima manje stanica, stanice
izgraduju manju ¢vorastu strukturu te su slabije povezane. Kod ocjene C embrioblast je
niske kvalitete, loSe definiran i izgraden od malog broja slabo povezanih stanica.
Kvaliteta trofoektoderma se takoder ocjenjuje sa A, B i C. Ocjenom A opisujemo
visokokvalitetan trofoektoderm koji je izgraden od mnogobrojnih, zbijenih stanica,
uniformne veliine koje formiraju pravilno rasporedeni kohezivni epitel. Ocjena B
odgovara trofoektodermu koji je izgraden od manjeg broja slabije povezanih stanica koje
imaju manju razinu uniformnosti te formiraju nepravilnije rasporeden epitel. Kod ocjene
C trofoektoderm je niske kvalitete, izgraden je od malobrojnih stanica nejednake veliine
koje su slabo povezane u epitel koji je Cesto proZet prazninama (Gardner i Schoolcraft

1999).
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Slika 6. Blastociste sa razli¢itim stupnjem ekspanzije blastocela i razli¢itom ocjenom

kvalitete embrioblasta i trofoektoderma (preuzeto i prilagodeno iz Kirkegaard 2023)
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2.3. Biopsija zametaka i predimplantacijsko geneticko testiranje

Tijekom postupka MPO, danas je moguce uciniti biopsiju zametaka te detaljno analizirati

genetski odnosno razvojni potencijal zametka sa sve vecom precizno$¢u (Cimadomo i sur.

2020). Nakon biopsije zametaka, zameci se individualno kriopohranjuju te ostaju

kriopohranjeni do rezultata genetickih analiza odnosno do FET-a (Healy i sur. 2010;

I[shihara i sur. 2011) (Slika 7).

Stimulacija
jajnika

l

Aspiracija
folikula

Izdvajanje
oocita

- [me] «
!

1. dan kultivacije
Provjera oplodnje
(17 # 1 sati nakon IVF/ICSI)

\)

lzdvajanije i
koncentriranje
spermija

‘ Prikupljanje

ejakulata

2. dan kultivacije
Procjena morfologije zametaka
(44 + 1 sata nakon IVF/ICSI)

l

3. dan kultivacije
Procjena morfologije zametaka
(68 * 1 sati nakon IVF/ICSI)

\)

4. dan kultivacije
Procjena morfologije zametaka
(92 + 2 sata nakon IVF/ICSI)

l

5. dan kultivacije
Procjena morfologije zametaka
(116 * 2 sati nakon IVF/ICSI)

A 4

—_ I Biopsija h!astocistel —_— | PGT-A |

2

I Kriopohrana blastociste |

6. dan kultivacije
Procjena morfologije zametaka
(140 + 2 sati nakon IVF/ICSI)

) | PGT-A |

P I Biopsija blastociste |

v

| Kriopohrana blastociste I

Slika 7. Shematski prikaz postupka medicinski potpomognute oplodnje s biopsijom i

predimplantacijskim genetickim testiranjem u stadiju blastociste
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Prema podacima ESHRE-a (engl. European Society for Reproductive Medicine) i ASRM-a
(engl. American Society for Reproductive Medicine), najces¢e koriStena tehnologija pri
izvodenju biopsija zametaka je laserski potpomognuto otvaranje zone pellucide (Moutou
i sur. 2014). Tijekom postupka, uz pomo¢ invertnog mikroskopa s ugradenim laserom i
sustavom za mikromanipulaciju, zona pellucida se otvara pulsirajué¢im laserskim zrakama
snage od 20 do 400 mW. Nastali otvor omogucava pristup stanicama zametka kako bi se

mogli uzeti uzorci za analizu.

Predimplantacijsko geneticko testiranje (engl. preimplantation genetic testing; PGT) je
revolucionarna tehnologija koja je razvijena sinergijskim napretkom IVF-a i genetike. PGT
omogucuje odabir i prijenos zdravih IVF zametaka u materiSte, smanjujuci rizik
aneuploidije i genetskih bolesti. Glavne dijagnosticke moguénosti PGT-a su
predimplantacijsko geneticko testiranje monogenskih bolesti (engl preimplantation
genetic testing for monogenic disorders; PGT-M) i PGT-A. Svrha PGT-M je otkrivanje
nasljednih mutacija na razini gena i sprjeCavanje prijenosa nasljednih monogenetskih
bolesti na potomstvo (Giuliano i sur. 2023). PGT-A je metoda kojom se analiziraju i
procjenjuju 23 para kromosoma iz bioptiranih stanica, odnosno metoda kojom se
identificiraju kromosomski poremecaji u zamecima. Svrha PGT-A je smanjenje

aneuploidnih trudnoc¢a kod pacijentica koje prolaze kroz IVF postupak.

2.3.1. Pristupi biopsiji zametaka tijekom IVF postupka

Postoje tri razlicita pristupa biopsiji u IVF-u: biopsija polarnog tjelesca (engl. polar body
biopsy), biopsija blastomera (zametak u stanicnom stadiju, tre¢i dan razvoja, engl
cleavage-stage biopsy) i biopsija trofoektoderma (blastociste petog ili Sestog dana razvoja,

engl. blastocyst biopsy).

Biopsija polarnog tjelesca razlikuje se od biopsija u stani¢nom stadiju i stadiju blastociste
jer se njom ne bioptiraju diploidne embrionalne stanice ve¢ polarna tjelesca (Slika 8A).
Polarna tjelesca su haploidne stanice s malim citoplazmatskim volumenom koje nastaju
tijekom oogeneze. Biopsija polarnog tjelesSca je prva metoda koja se koristila pri analizi
genetskog potencijala oocita i IVF zametaka. Inicijalna primjena metode bila je pri
identifikaciji predisponirajucih alela (engl. susceptibility allele) u oocitama Zena koje su
heterozigotne, odnosno nositeljice razliCitih tipova nasljednih poremecaja. Polarna

tjeleSca su nusproizvodi mejoze 1 i Il te se mogu bioptirati jedno po jedno ili istovremeno
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nakon oplodnje. Prednosti biopsije polarnog tjeleSca su manja invazivnost u usporedbi s
drugim pristupima IVF biopsija te Siri vremenski okvir za analizu genetskog materijala
prilikom svjezih prijenosa zametaka u materiSte. Nedostaci leZe u Cinjenici da se polarna
tjeleSca ne mogu Kkoristiti za evaluaciju ocinskih kromosoma ili mitotski vezanih
aneuploidija te je biopsija polarnih tjeleSaca ogranicena na detekciju mejotskih
nepravilnosti i strukturnih razmjestanja majc¢inog podrijetla. Takoder, zbog moguénosti
brze fragmentacije polarnog tjeleSca, odgoda u biopsiji moZe rezultirati pogreSnom

dijagnozom ili nedostatkom rezultata (Griffin i Harton 2020; Montag i sur. 2013).

Biopsija blastomera u stani¢nom stadiju zametka izvodi se kod trodnevnih zametaka koji
imaju najmanje Sest blastomera. Nakon otvaranja zone pellucide, biopsijom se izdvajaju
jedna ili dvije blastomere (Slika 8B), koje, ukoliko se pokazu aneuploidnim, klasificiraju
cijeli zametak kao aneuploidan. Tijekom stani¢nog razvoja, primijecene su visoke stope
mozaicizma ploidije medu blastomerama istog zametka te rezultati genetske analize
jedne ili dvije blastomere Cesto odstupaju od realne ploidije zametka (Cimadomo i sur.
2016; Esfandiari i sur. 2016). Uzastopnim biopsijama zametaka dokazano je znatno
odstupanje u ploidiji trodnevnih zametaka i zametaka u stadiju blastociste te je samo kod
23 % analiziranih zametaka ustanovljena identicna ploidija u oba razvojna stadija
(Rabinowitz i sur. 2011). Nadalje, bioptiranjem jedne blastomere osmostani¢nog
zametaka uklanja se 12,5 % ukupnog genetskog materijala zametka, dok se pri biopsiji
dvije blastomere uklanja ¢ak 25 %. Zbog nepovoljnih utjecaja biopsije blastomera na
daljnji razvoj zametka te znacajnog smanjenja reproduktivnog potencijala i stope
implantacije u usporedbi sa biopsijama trofoektoderma ili prijenosima ne-bioptiranih
zametaka (Scott i sur. 2013) sve viSe laboratorija izbjegava biopsije trodnevnih zametaka

i iskljucivo izvode biopsije u stadiju blastociste (Takeuchi 2020).

17



Slika 8. A) Biopsija polarnog tjeleSca i B) Biopsija blastomere osmostani¢nog zametka

(preuzeto i prilagodeno iz Greco i sur. 2015)

Biopsija stanica trofoektoderma provodi se kod blastocista petog ili Sestog dana razvoja,
iako se u iznimnim slucajevima, kod spororastuc¢ih zametaka, moze uciniti i u sedmom
danu razvoja. Tijekom biopsije potpomognute laserom 5-10 stanica trofoektoderma se
odvaja od blastociste, odnosno bioptira uz pomo¢ mikropipeta i pulsiraju¢ih laserskih

zraka (Aoyama i Kato 2020; Herndndez i sur. 2018).

Postoje dva osnovna pristupa biopsiji blastociste potpomognutoj laserom. Pri prvom
pristupu zona pellucida se otvara pulsiraju¢im laserskim zrakama (engl. laser assisted
hatching; LAH) u 3,, 4, 5., ili 6., danu razvoja zametka te se zametak nastavlja kultivirati
do pocetka izlijeganja blastociste. Nastali otvor u zoni pellucidi rezultira prijevremenim
izlijeganjem blastociste te omogucava klinickom embriologu laksi pristup stanicama
trofoektoderma (Slika 9). Negativna strana LAH pristupa tijekom 3. ili 4. dana razvoja je
mogucnost pocetka izlijeganja blastociste stanicama embrioblasta. Ukoliko izlijeganje,
odnosno hernijacija zapo¢ne od embrioblasta, postoji moguénost oStecenja ili gubitka
embrioblasta tijekom biopsije Sto uvelike moZe smanjiti reproduktivni potencijal
zametka. Tijekom ranijih stadija blastociste, lokacija embrioblasta unutar blastociste
postaje vidljiva te se zona pellucida otvara nasuprot embrioblasta. Navedeno otklanja
rizik poCetka hernijacije embrioblastom i osigurava pocetak hernijacije trofoektodermom

(Aoyama i Kato 2020).
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Slika 9. Biopsija stanica trofoektoderma blastociste nakon LAH-a. Zona pellucida nije

istanjena te su stanice blastociste malobrojnije i veCe jer otvor nastao LAH-om omogucuje

prijevremeno izlijeganje blastociste (preuzeto i prilagodeno iz Dickson i sur. 2024)

Drugi pristup ne koristi LAH te se biopsija provodi od stadija ekspandirane blastociste do
stadija blastociste u procesu izlijeganja. Kod ekspandirane blastociste zona pellucida se
otvara neposredno prije biopsije pomocu pulsiraju¢ih laserskih zraka nasuprot
embrioblasta, a nastali otvor omogucuje pristup stanicama trofoektoderma koje se zatim
bioptiraju (Slika 10). Kod blastociste u procesu izlijeganja bioptiraju se prirodno izlegnute
stanice trofoektoderma. Tijekom prirodnog izlijeganja blastociste takoder postoji rizik
pocetka izlijeganja stanicama embrioblasta, Sto uvelike moZe oteZati biopsiju. Prednost
pristupa biopsije u stadiju ekspandirane blastociste ili blastociste u procesu izlijeganja
nad LAH pristupom je veca brojnost stanica blastociste u trenutku biopsije. LAH pristup
uvjetuje prijevremeno izlijeganje, odnosno izlijeganje u ranijim stadijima razvoja
blastociste. Raniji stadiji blastocista Cesto sadrze manji broj stanica u odnosu na kasnije
stadije, odnosno ekspandirane blastociste i blastociste u procesu izlijeganja. Omjer broja
bioptiranih stanica i ukupnog broja stanica poistovjeCuje se sa stupnjem invazivnosti
biopsije, dok biopsija blastocista u kasnijim stadijima, kada blastociste imaju vecu

stani¢nost moZe smanjiti invazivnost biopsije. Nadalje, kultivacija do kasnijih stadija
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moZe imati dodatne prednosti pri procjeni morfoloske ocjene blastociste (Aoyama i Kato

2020; Iwasawa i sur. 2019).

Slika 10. Biopsija stanica trofoektoderma ekspandirane blastociste potpomognuta
laserom, zona pellucida je istanjena povecanjem volumena blastocela i povecanjem
brojnosti stanica trofoektoderma. Crvenkasti odsjaj predstavlja lasersku zraku (preuzeto

i prilagodeno od Embryotools 2025)

[zdvajanje viSe stanica iz podrucja trofoektoderma u stadiju blastociste, rezultira
znacajno preciznijim rezultatima genetickih testiranja u odnosu na ostale biopsije
zametaka te su biopsije blastocista postale zlatni standard u laboratorijima diljem svijeta.
[strazivanja ukazuju da biopsija blastociste potpomognuta laserom nema negativan
utjecaj na daljnji razvoj zametka, kao i kasniji rast fetusa te da ne utjeCe na tezinu
novorodenceta (Eldar-Geva i sur. 2014; Esfandiari i sur. 2016; Scott i sur. 2013; Taylor i

sur. 2010).
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2.3.2. Predimplantacijsko geneticko testiranje za aneuploidiju

PGT-A metodom otkrivaju se euploidni zameci, koji ¢e rezultirati viSim stopama trudnoc¢a
te smanjenim stopama pobacaja nakon prijenosa zametaka stvorenih IVF postupcima. U
svrhu utvrdivanja ploidnosti zametka koriste se razli¢ite molekularno bioloSke metode:
fluorescentna in situ hibridizacija (engl fluorescence in situ hybridization; FISH),
komparativna genomska hibridizacija na mikropostroju (engl array CGH; aCGH),
jednonukleotidni polimorfizmi na mikropostroju (engl. single-nucleotide polymorphism
microarray; SNP microarray), kvantitativa lanCana reakcija polimerazom (engl
quantitative polymerase chain reaction; qPCR) i NGS. Od navedenih, metoda NGS PGT-A
postaje sve zastupljenija zbog svoje osjetljivosti, preciznosti i brzine (Brezina i sur. 2013;

Brezina i sur. 2016).

NGS tehnologija obuhvaca sljedec¢e korake: priprema DNA KknjiZnice (stvaranje ili
kreiranje fragmenata za sekvenciranje), imobilizacija fragmenata knjiZnice na solidnu
fazu, umnoZavanje fragmenata, masivno paralelno sekvenciranje fragmenata i
bioinformaticku analizu rezultata. Pristupi sekvenciranja kratkih ocitanja (engl. short-
read sequencing) podijeljeni su u dvije kategorije: sekvenciranje ligacijom (engl
sequencing by ligation; SBL) i sekvenciranje sintezom (engl. sequencing by synthesis;
SBS). Kod SBL pristupa, sekvencija probe vezane za fluorofor najprije se hibridizira s DNA
fragmentom te zatim ligira za susjedni oligonukleotid da bi se omogucio postupak
skeniranja. Emisijski spektar fluorofora otkriva vrstu baze ili viSe baza komplementarnih
specificnim pozicijama unutar probe. Kod SBS pristupa primjenjuje se polimeraza i signal
(poput fluorofora ili promjene u koncentraciji iona) koji prepoznaje dodavanje nukleotida
u lanac koji se produZuje (elongira). U vec¢ini SBL i SBS pristupa klonsko amplificiranje
DNA izvodi se na ¢vrstoj podlozi. Nekoliko tisu¢a kopija fragmenata smjeStenih na to¢no
odredenim mjestima osigurava emitiranje ili proizvodnju dovoljno jakog signala koji se

moze jasno razlikovati od pozadinskog $uma (Stimac i Martinkovi¢ 2021).

0Od 2013. godine, nakon prve uspjeSne primjene NGS tehnologije pri odabiru IVF
zametaka, brojna istraZivanja ukazuju na ucinkovitost i pouzdanost NGS-a. Visoka
osjetljivost NGS PGT-A omogucuje detekciju 98 % genetskih poremecaja koje
pronalazimo kod ljudi te je metoda do 100 % osjetljiva i specificna pri detekciji

numerickih kromosomskih aberacija (engl. whole chromosome aneuploidy) i strukturnih
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poremecaja kromosoma (engl. segmental aneuploidy) (Garcia-Pascual i sur. 2020). U
usporedbi s ostalim, Cesto koriStenim metodama PGT-A (aCGH, SNP microarray), NGS
PGT-A ima mogucnost prepoznavanja manjih kromosomskih poremecaja, mozaicnih
oblika i parcijalnih aneuploidija. Posljedi¢no, prijenosi zametaka analiziranih NGS PGT-A
imaju znacajno viSe stope urednih trudnocéa te trudnoce rezultiraju viSim stopama
rodenja zdrave novorodencadi (Alyafee i sur. 2021; Friedenthal i sur. 2016; Russo i sur.

2014).

Unato¢ tome Sto je poznato da su kromosomski poremecaji vodeci uzrok neuspjesSnog
ishoda ET odnosno ranog gubitka trudnoce, treba istaknuti da 40-50 % prijenosa
euploidnih zametaka u stadiju blastociste isto tako ne rezultira ostvarenim trudno¢ama
(Kim i sur. 2010; Yang i sur. 2016). Navedeno upucuje da euploidija sama po sebi ne
uvjetuje vijabilnost zametka (Luo i sur. 2023) te znanstvenici jo$ uvijek traze nove
pristupe koji bi povecali uspjeSnost IVF postupaka. Uz analizu ploidnosti, PGT-A
omogucuje i kvantifikaciju mtDNA zametka, ¢ime mtDNA postaje moguéi dodatni

biomarker tijekom IVF postupka.

2.4. Mitohondriji i mitohondrijska DNA
2.4.1. Struktura i funkcija mitohondrija

Mitohondriji su stani¢ni organeli koji reguliraju razlicite sloZzene stanic¢ne procese i sluze
kao generatori energije u gotovo svim eukariotskim stanicama. Procesom oksidativne
fosforilacije generiraju energiju u obliku ATP-a, koji je ujedno primarni izvor stani¢ne
energije. Mitohondriji su sfericnog oblika i omedeni su dvjema membranama, unutarnjom
i vanjskom membranom. Vanjska membrana sadrZi transmembranske proteine porine
koji omogucuju prolaz molekulama manjim od 5 kilodaltona (kDa) te vece
multiproteinske translokazne komplekse koji prepoznaju signalne sekvence na veéim
proteinima i omogucuju im prolazak. Unutarnja membrana je proZeta kristama, odnosno
naborima membrane koja povecavaju njenu povrSinu te sadrzi sve komponente potrebne
za lanac prijenosa elektrona i sintezu ATP-a. Izmedu vanjske i unutarnje membrane nalazi
se medumembranski prostor, dok se unutar unutarnje membrane nalazi matriks

mitohondrija (Chial i Craig 2008; Podolak i sur. 2022) (Slika 11).
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Mitohondrijska DNA

Ribosom edumembranski prostor

Slika 11. Grafic¢ki prikaz strukture mitohondrija (preuzeto i prilagodeno od CORDIS
2016)

U usporedbi sa citoplazmom stanice, matriks mitohondrija je viSe viskozan te sadrZzi
mtDNA, ribosome, enzime, male organske molekule, nukleotidne kofaktore i anorganske
ione. Enzimi matriksa omogucuju reakcije potrebne za proizvodnju ATP-a: Krebsov ciklus
odnosno ciklus limunske kiseline, oksidativnu fosforilaciju, oksidaciju piruvata i beta-

oksidaciju masnih kiselina (Voet i sur. 2013) (Slika 12).
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Slika 12. Graficki prikaz oksidativne fosforilacije (preuzeto i prilagodeno od

Fvasconcellos 2007)

Ovisno o velicini i energetskim potrebama, stanice se uvelike razlikuju u odnosu na
ukupan broj mitohondrija i koli¢ini mtDNA. Somatske stanice sisavaca imaju Siroki raspon
broja mitohondija po stanici, od ~80 pa do ~2000 (Cole 2016). Mitohondriji somatskih
stanica u prosjeku sadrzavaju od 5 do 10 kopija mtDNA (He i sur. 2010; Zhang i sur. 2015).

Regulacija funkcije mitohondrija ostvaruje se pomocu specificnih mitohondrijskih
transkripcijskih ¢imbenika kodiranih u nDNA i dostupno$¢u prekursora adenozin-
difosfata (engl. adenosine diphosphate; ADP) i NADPH-a (engl nicotinamide adenine
dinucleotide phosphate; NADPH), supstrata nuznih za sintezu ATP-a. S padom razine

NADPH-a, proizvodi se manje ATP-a. Na taj se nacin funkcija mitohondrija uskladuje s
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dostupnosS¢éu supstrata, i vrlo specifichom medusobnom komunikacijom izmedu

mitohondrijskog i jezgrinog genoma (Chappel 2013).

Osim sinteze ATP-a, mitohondriji reguliraju Siroki spektar metabolickih procesa i
signalnih puteva u stanicama, ukljuceni su u sintezu kisikovih slobodnih radikala (engl
reactive oxygen species; ROS) (Liisur.2013), Caz* homeostazu odnosno Caz*signalizaciju,
termogenezu (Kuznetsov i sur. 2016), regulaciju proliferacije, programiranu stani¢nu
smrt (Antico Arciuch i sur. 2012), regulaciju stanicnog metabolizma (Rossi i sur. 2019),
sintezu hema (Oh-hama 1997), sintezu steroida (Rossier 2006), hormonsku i imunolo$ku

signalizaciju (Breda i sur. 2019; Klinge 2008).

2.4.2. Mitohondrijska DNA

Pretpostavlja se da evolucijski korijeni mitohondrija seZu dvije milijarde godina u
proslost, kada je a-proteobakterija fuzionirala s prekursorom eukariotske stanice (Lane i
Martin 2010). Iako su mitohondriji zadrzali dvomembranski karakter svojih predaka,
njihov oblik i ustroj se drasticno izmijenio te su s vremenom stekli mnostvo funkcija
vaznih za Zivot eukariotskih stanica. U procesu stjecanja novih funkcija tijekom evolucije,
vecina genskog materijala a-proteobakterije se ili izgubila ili prenijela u jezgrinu DNA
(Gabaldén i Huynen 2004). Genetski materijal koji je preostao u matriksu mitohondrija je

danas$nja mtDNA.

Ljudska mtDNA je prvi znacajniji dio ljudskog genoma koji je u potpunosti sekvenciran.
Ona je kruzna dvolan¢ana molekula koja je sastavljena od 16,569 baznih parova (bp).
Kodira 13 proteina, 22 transportne RNA (tRNA) i 2 ribosomalne DNA (rRNA). Lanci
mtDNA nazivaju se teSki lanac (engl. heavy strand; H-strand) i laki lanac (engl light
strand; L-strand). Teski lanac je bogat guaninom i kodira 12 proteina, 2 rRNA (12Si 16S)
i 14 tRNA. Laki lanac je bogat citozinom i kodira 1 protein i 8 tRNA (Anderson i sur. 1981)

vecoj stopi mutacija u usporedbi s nDNA (Zhang i sur. 2015).
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Slika 13. Graficki prikaz genoma ljudske mitohondrijske DNA (preuzeto i prilagodeno iz
Letchuman 2018)

MtDNA nije gola molekula ve¢ je pakirana u vec¢e nukleoproteinske komplekse koje se
nazivaju nukleoidi. Promjer nukleoida je pribliZzno 100 nm te ukljucuje jednu ili vise
molekula mtDNA po nukleoidu. Proteini koji veZu DNA u nukleoidu uklju¢eni su u
odrzavanje i transkripciju mitohondrijskog genoma te u druge funkcije kao Sto su
regulacija mitohondrijskog metabolizma, biogeneze, apoptoze i retrogradne mitohondrij-
jezgra signalizacije. Glavna strukturna proteinska komponenta nukleoida je protein-
mitohondrijski transkripcijski faktor A (engl mitochondrial transcription factor A;
TFAM), koji je prisutan u omjeru 1 podjedinica TFAM po 16-17 bp mtDNA (Falkenberg
2018; Gilkerson i sur. 2013).
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Replikacija mtDNA odvija se pomo¢u mitohondrijske DNA polimeraze y (pol y), mtDNA
helikaze (TWINKLE) i mtSSB proteina (engl mitochondrial single-stranded DNA-binding
protein). TWINKLE odmotava kratke dsDNA u smjeru od 5’- 3’ te je stimulirana mtSSB
proteinom Kkoji pospjeSuje odmotavanje lanaca (Sen i sur. 2012). DNA polimeraza y je
heterotrimer Kkoji se sastoji od kataliticke podjedinice pol YA mase 139 kDa kodirane
POLG genom i dvije podjedinice pol yB mase 53 kDa kodirane POLG2 genom. Pol YA spada
u obitelj A DNA-polimeraza i posjeduje odvojene domene sa polimeraznom i 3’-5’
egzonukleaznom aktivno$¢u, dok pol yB pospjeSuje vezanje DNA, stimulira polimeraznu i
egzonukleaznu aktivnost te stimulira sintezu DNA (Yakubovskaya i sur. 2006). DNA-
usmjerena RNA polimeraza (engl. DNA-directed RNA polymerase, mitochondrial;
POLRMT) je odgovorna za stvaranje RNA pocetnica odnosno za inicijaciju replikacije
mitohondijskog genoma. Nakon replikacije mtDNA, sestrinske molekule su mehanicki
povezane kao katenani, odnosno hemikatenani - dvolancane molekule DNA zajedno
povezane jednolaCanom vezom. Za odvajanje sestrinskih molekula mtDNA potrebna je

dekatenacija za koju je zaduZen enzim topoizomeraza 3« (Top3a) (Falkenberg 2018).

Slicno prokariotima, mitohondriji imaju sposobnost fuzije i fisije. Membrana aktivnih
mitohondrija je polarizirana i moZe fuzionirati s drugim mitohondrijima. Fuzija
mitohondrijima omoguéuje izmjenu komponenti i odrzavanje stani¢cne kvalitete,
poboljSava funkciju mitohondrija s manjim nedostatcima te odrzava integritet mtDNA i
Stiti je od mutacija. Ako su mitohondriji nefunkcionalni i ako je njihova membrana
depolarizirana, oni nece fuzionirati s aktivnim mitohondrijima i ciljano ¢e se ukloniti. Ovi
procesi sprjeCavaju mijeSanje oSteCenih i nefunkcionalnih mitohondrija s onim vise
kvalitete te tako odrZavaju razinu kvalitete mitohondrija i mitohondrijskog genoma (Chen

i sur. 2010; Mouli i sur. 2009).

2.4.3. Mitohondriji i mitohondrijska DNA oocita

Oocite u metafazi mejoze II (MII oocite) imaju promjer od 110 do 120um i najvece su
stanice u ljudskom organizmu (Farsi i sur. 2013; Zhang i sur. 2017). Osim Sto su najvece
volumenom, imaju i najve¢i broj mitohondrija (Zhang i sur. 2017). Broj mitohondrija
unutar stanica cesto je indikator aktivnosti stanice. Visoko aktivne stanice poput neurona,
miSi¢nih stanica i oocita imaju viSe mitohondrija i kopija mtDNA u usporedbi s ostalim

vrstama stanica. Ovisno o energetskim potrebama, oocite imaju sposobnost podeSavanja
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mitohondrijske gustoce u razli¢itim unutarstani¢nim regijama (Slika 14). Primijecena je i
redistribucija mitohondrija u podrucja oko diobenih vretena i centara za organiziranje
mikrotubula. Sinteza ATP-a neophodna je za sazrijevanje citoplazme i jezgre odnosno
pripremu oocite za oplodnju i zavrSetak mejoze II (Assou i sur. 2006; May-Panloup i sur.
2021; St John i sur. 2010; Yu i sur. 2010). Regulacija broja kopija mtDNA je esencijalna za
normalnu stani¢nu funkciju te se mtDNA neprekidno replicira dok oocita sazrijeva.
Tijekom sazrijevanja, nezrele oocite su transkripcijski i bioenergetski tiSe, odnosno imaju
smanjenu proizvodnju ATP-a. Vjeruje se da ove, evolucijski konzervirane osobine imaju
izuzetnu vaznost u zastiti mtDNA od mutacija koje bi se kasnije mogle prenijeti na
zametak (Zhang i sur. 2017). Tisu¢e mitohondrija u oocitama nastaju od nekoliko stotina
mitohondrija prisutnih u primordijalnim zametnim stanicama (engl. primordial germ
cells; PGC). Iako replikacija mitohondrija zapocinje u PGC i nastavlja se tijekom rane
oogeneze, najve¢i skok u broju mitohondrija dogada se tijekom kasnijih stadija
folikulogeneze (Babayev i Seli 2015). Kako oocita sazrijeva potrebno joj je sve viSe
energije, a energetske potrebe su najvece tijekom ovulacije. Pomak od glikolize do
oksidativne fosorilacije opskrbiti ¢e oocitu potrebnom energijom i omoguciti njeno
sazrijevanje (Cotterill i sur. 2013). Nakon Sto oocite sazriju i dosegnu MII stadij,
replikacija mitohondrija se zaustavlja i broj kopija mtDNA ostaje postojan (Zhang i sur.
2017). Nakon oplodnje, oocite zahtijevaju znacajnu energiju kako bi omogucile klju¢ne
procese poput formiranja diobenog vretena, odvajanja kromatida i diobe stanica. Zrele
MII oocite sadrze priblizno 100 000 mitohondrija (Babayev i Seli 2015), s velikim
varijacijama u broju kopija mtDNA, koje se kre¢u od 20 000 do 1 500 000 po stanici
(Monnot i sur. 2013; Reynier i sur. 2001). Oocite s nedovoljnim razinama mtDNA, unato¢
normalnim spermijima, podloZnije su neuspjeSnoj oplodnji (Reynier i sur. 2001).
Smanjena koli¢ina mtDNA u oocitama povezuje se s ovarijskom insufijencijom, odnosno
smanjenom kvalitetom oocita i starijom dobi majke (Chappel 2013). Dok oocite dobre
kvalitete, koje sadrze optimalan broj mitohondrija i proizvode dovoljne kolicine ATP-a,
demonstriraju veci reproduktivni potencijal (Mertens i sur. 2022). Ucestalost replikacije
i manjak efikasnih mehanizama popravka DNA u mitohondrijima uvjetuju vecu
osjetljivost mtDNA na oStecenja, te ona ima visestruko vecée stope mutacija u usporedbi s
nDNA. Veca podloZnost mtDNA mutacijama moZze rezultirati postojanjem viSe varijanti
mtDNA u oociti, odnosno heteroplazmijom (Biisur. 2023; Zhang i sur. 2015). Nakupljanje

mutacija u mtDNA moze ograniciti proizvodnju energije. Posljedi¢no, dolazi do smanjene
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sposobnosti odrZavanja homeostaze stanice, koja se moZe odraziti nepravilnom
segregacijom kromosoma tijekom stani¢nih dioba. Opisane su brojne razliCite delecije i
mutacije mtDNA. NajceS¢a medu njima je 4.977 bp delecija (engl. base pair; bp), koja
zapocinje na poziciji 8470 i zavrSava na poziciji 13459 mtDNA. Znacajno povecana

ucestalost ove delecije zabiljeZena u oocitama Zena starijih od 34 godine te se nakupljanje

navedene delecije smatra biljegom starenja (Chan i sur. 2005; Chappel 2013).

Slika 14. Raspodjela mitohondrija pra¢ena konfokalnom mikroskopijom vizualizirana
MitoTracker Green FM bojenjem, zelena boja predstavlja mitohondrije: A) Germinalna
vezikula s dominantnom raspodjelom mitohondrija u perifernom dijelu citoplazme
oocite, B) MII oocita nakon in vitro sazrijevanja s podjednako rasporedenim
mitohondrijima u citoplazmi, C) MII oocita nakon in vivo sazrijevanja s mitohondrijima
rasporedenim Kroz citoplazmu i izraZenijim centralnim nakupljanjem mitohondrija

(preuzeto i prilagodeno iz Liu i sur. 2010)

2.4.4. Mitohondriji i mitohondrijska DNA predimplantacijskih zametaka

Maternalno nasljedivanje mitohondrija i mtDNA uobicajen je nacin nasljedivanja
mitohondrijskog genoma kod ljudi te je prijenos maj¢inog mitohondrijskog genoma na
potomstvo od iznimne vaznosti. Tijekom oplodnje, mitohondriji spermija uneseni u oocitu
podlijeZu ubikvitinaciji te se razgraduju uz pomo¢ proteosoma. Time se osigurava
iskljuc¢ivo majcinsko nasljedivanje mtDNA (homoplazmija) (Chappel 2013). Kada su u
oociti prisutne dvije ili viSe varijanti mtDNA, odnosno kada oocita sadrzi razli¢ite
haplotipove mtDNA koji opstaju nakon oplodnje dolazi do heteroplazmije mtDNA
maternalnog podrijetla. Ukoliko heteroplazmija mtDNA opstane nakon oplodnje, moZe se
zadrZati tijekom embrionalnog razvoja i pratiti pojedinca kroz Citav Zivotni vijek (Mertens

i sur. 2022). U iznimno rijetkim slucajevima zabiljeZeno je postojanje biparentalnog
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nasljedivanja mtDNA, odnosno heteroplazmija mtDNA uzrokovana prijenosom ocinske
mtDNA (Luo i sur. 2018), iako se ovi nalazi i mogu¢i mehanizmi nasljedivanja oc¢inske
mtDNA trebaju potvrditi budu¢im istrazivanjima (Hu i sur. 2025). Nakon oplodnje raste
potreba za ATP-om, a zametak u potpunosti ovisi o funkcionalnosti mitohondrija i mtDNA
naslijedenih iz oocite. Broj kopija mtDNA po stanici se smanjuje kako se stanice zametka
dijele, odnosno kako zigota stani¢nim diobama napreduje prema stadiju blastociste.
Smanjenje koli¢ine mtDNA po stanici dogada se zbog raspodjele postojecih mitohondrija

izmedu sestrinskih stanica i odsutnosti replikacije mtDNA, koja se nastavlja kada

embrionalne stanice iniciraju diferencijaciju (Chappel 2013; Mertens i sur. 2022; St John

i sur.2010; St John 2014, Thundathil i sur. 2005) (Slika 15).

Slika 15. Ljudski zameci donirani za istrazivanje (sa zastojem u razvoju, visokog stupnja
fragmentacije ili loSe kvalitete), in vivo i in vitro oplodeni mi$ji zameci obojeni lipofilnom
kationskom bojom JC-1 koja ulazi u matriks mitohondrija u monomernom obliku tijekom
polarizacije mitohondrijske membrane, vizualizirani dekonvolucijskim mikroskopom. In
vitro ljudski zameci: A) zigota, B) dvostani¢ni zametak, C) petostani¢ni zametak D)
osmostani¢ni zametak, E) morula, F) blastocista. In vivo oplodeni misji zameci: G) zigota,
H) dvostanicni zametak, I) Cetverostanicni zametak, ) osmostani¢ni zametak K) morula,
L) blastocista. In vitro miSji zameci: M) zigota, N) dvostani¢ni zametak, O) ¢etverostanicni
zametak, P) osmostani¢ni zametak, R) morula, S) blastocista (preuzeto i prilagodeno iz

Acton i sur. 2004)
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Tijekom ranog embrionalnog razvoja, mitohondriji naslijedeni iz oocite trebaju osigurati
dovoljnu sintezu ATP-a i zadovoljiti energetske potrebe zametaka (Lin i sur. 2004). Osim
zadovoljavanja energetskih potreba, mitohondriji imaju ulogu i u vezivanju kalcija. Porast
kalcijevih iona u citoplazmi je esencijalan za aktivaciju oocita i razvoj zametaka nakon
oplodnje. Oscilacije kalcijevih iona dogadaju se nakon S$to spermiji fuzioniraju sa
membranom oocite ili nakon $to su injektirani u citoplazmu oocite u postupku ICSI-ja.
Povecanje protoka kalcija unutar stanice inducira ekspresiju enzima lanca prijenosa
elektrona koji ¢e oksidativnom fosforilacijom povecati proizvodnju ATP-a (Dumollard i

sur. 2004; Van Blerkom 2004).

2.5. Metabolizam predimplantacijskih zametaka

Dosadas$nja znanstvena saznanja ukazuju da oboje, aerobno i anaerobno disanje pomazu
zadovoljiti energetske potrebe ranih zametaka. Zbog nedovoljne efikasnosti anaerobnog
disanja, proizvodnja ATP-a oksidativnom fosforilacijom je vaZan izvor energije u razvoju
predimplantacijskih zametaka brojnih vrsta ukljucujué¢i i ljude (Chappel 2013; El
Shourbagy i sur. 2015; May-Panloup i sur. 2005; Spikings i sur. 2007; Thouas i sur. 2005)
(Slika 16).

Zigota Dvostani¢ni  Trostani¢ni Osmostani¢ni  Morula Blastocista
zametak zametak zametak

Y

Izvor energije  Piruvat Glukoza

Metabolizam Oksidativna fosforilacija Glikoliza

Slika 16. Graficki prikaz metabolizma tijekom razvoja zametka. Zigota i stani¢ni stadiji
zametaka u velikoj mjeri ovise o piruvatu kao izvoru energije i ugljika. Tijekom
kompakecije i stadija morule povecava se kapacitet iskoriStavanja glukoze kao izvora
energije, dok se blastociste okrecu glukozi i primarno je koriste kao izvor energije putem

glikolize (preuzeto i prilagodeno iz Gou i Zhang 2023)
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Tiha embrionalna hipoteza (engl Quiet embryo hypothesis) pretpostavila je da “tiha“
odnosno niza metabolicka aktivnost predstavlja vecu vijabilnost predimplantacijskih
zametaka (Leese 2002). Medutim, novija istraZivanja ukazuju da je vijabilnost povezana s
aktivnijim metabolizmom (Gardner i Wale 2013), gdje je porast metabolicke aktivnosti

izraZen tijekom razdoblja kada zametak povecava unos glukoze (Gardner i sur. 2011).
2.5.1. Razlike metabolizma stanicnih stadija zametka, morule i blastociste

Predimplantacijski zameci proizvode energiju anaerobnom i aerobnom glikolizom.
Tijekom prva tri dana razvoja, metabolizam zametaka uglavnom ovisi o anaerobnoj
glikolizi. U ovom vremenskom razdoblju piruvat je klju¢ni izvor energije, on se pretvara u
acetil-CoA, koji zatim ulazi u ciklus trikarboksilnih kiselina (Krebsov ciklus), oslobadajuci
elektrone potrebne za oksidativnu fosforilaciju. Nasuprot tome, koriStenje glukoze
svedeno je na minimum. Zameci stani¢nog stadija imaju visok omjer ATP-a i ADP-a koji ¢e
inhibirati fosfofrukto-kinazu. Fosfofrukto-kinaza ograni¢ava protok glukoze kroz
glikoliticki put, sve do kompakcije zametka. Stani¢na faza zametka odlikuje se
replikacijom DNA i stani¢nim diobama te odsustvom porasta stani¢nog volumena, $to
posljedicno rezultira smanjenim energetskim zahtjevima. Za vrijeme kompakcije,
odnosno stadija morule povecava se kapacitet zametka za iskoriStavanja glukoze kao
izvora energije. Zametak troSi viSe kisika, a zamije¢ena potrosSnja je najvjerojatnije
povezana s viSim energetskim potrebama koje su posljedica formacije blastociste, rasta i
ekspanzije blastocela. Dolazi do smanjenja omjera ATP-a i ADP-a te porasta razine
adenozin-monofosfata (engl. adenosine monophosphate; AMP). Aktivnosti fosfofrukto-
kinaze se povecava, a shodno tome povecava se i protoka glukoze kroz proces glikolize.
lako blastocista koristi glukozu kao glavni izvor energije, slicno tumorskim stanicama,
oksidira otprilike 50 % glukoze dok ostatak pretvara u laktat. Ova pojava je vjerojatno
prilagodba proliferaciji, diferencijaciji embrionalnih stanica i skoroj implantaciji, koja ce
biti okarakterizirana anoksi¢nim uvjetima (da Fonseca Junior i sur. 2023; Gardner i Wale

2013; Gou i Zhang 2023; May-Panloup i sur. 2021).

32



3. MATERIJALI ] METODE

[strazivanje je provedeno u ustanovi Pacific Fertility Institute (Saipan,
Sjevernomarijansko otocje, Sjedinjene Americke Drzave) od prosinca 2015. do travnja
2020. godine. Studija je odobrena od strane Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta
u Zagrebu (Ur. Broj: 380-59-10106-20-111/58; Klasa: 641-01/20-02/01) te Etickog
povjerenstva (engl. Institutional Review Board; IRB) Pacific Fertility Institute (DTD: 01-
31-2020). Za potrebe istrazivanja koristili su se bioinformaticki podaci ispitanika koji su
prosli IVF postupak. Svi ispitanici su detaljno upoznati o istraZivanju i usuglasili da se
njihovi podaci koriste u istraZivanju te su potpisali za to predviden obrazac informiranog
pristanka. Svi podaci ispitanika vodeni su pod identifikacijskim brojevima kako bi se
osigurala anonimnost i sigurnost ispitanika. Istrazivanje se temelji na Helsinskoj
deklaraciji o etickim postavkama medicinskih istrazivanja na ljudima (World Medical
Association 2013) te je u skladu sa zakonima Republike Hrvatske, Sjevenomarijanskih

otoka i Sjedinjenih Americkih DrZava.

3.1. Ispitanici

U istrazivanje su ukljuceni ispitanici azijskog podrijetla nastanjeni na podrucju Kine.
Kriteriji za uklju¢enje bioinformati¢kih podataka ispitanika u istrazivanje bili su: dob
pacijentice u trenutku postupka MPO manja od 35 godina, uredni testovi na infektivne
bolesti, uredni nalazi hormona za oba partnera, uvjet da su u IVF postupku koristene
homologne gamete partnera te uredna oplodnja morfoloski optimalnih oocita. Pri izboru
ispitanika uzeli su se u obzir i razlozi odluke za NGS PGT-A testiranje zametaka te su
iskljuceni svi ispitanici kod kojih je jedan od roditelja nositelj strukturnog razmjestanja s
visokim rizikom dobivanja nebalansiranog potomstva. Iz istraZivanja su se iskljucili
ispitanici koji su imali viSe od dva neuspjela IVF postupka, ispitanici s autoimunim i
kroni¢nim bolestima te ispitanice s indeksom tjelesne mase (engl. body mass indeks; BMI)

> 25 kg/m?2.
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3.2. Bioinformaticki i morfokinetski podatci te kriteriji za razvrstavanje blastocista

po skupinama

[straZivanje je obuhvatilo bioinformaticke i morfokinetske podatke 159 zametaka
odnosno blastocista. Podatke o morfokinetici zametaka prikupio sam embrioloskim
pra¢enjem razvoja zametaka, dok su bioinformaticki podaci prikupljeni dijagnostickim
postupkom NGS PGT-A. Blastociste sam razvrstao u pet skupina koje su definirane
ploidijom i morfoloskim ocjenama blastocista. Navedene skupine ukljuc¢ivale su
visokokvalitetne euploidne blastociste formirane u petom danu (skupina V5) i Sestom
danu razvoja (skupina V6), kao i niskokvalitetne euploidne blastociste formirane u petom
danu (skupina N5) i Sestom danu razvoja (skupina N6). Peta skupina ukljucivala je
aneuploidne blastociste formirane u petom danu i Sestom danu razvoja (skupina A;

Tablica 4).

Visokokvalitetne blastociste su one kojima su embrioblast i trofoektoderm ocjenjeni s A
ili B (ili kombinacijom A i B). Niskokvalitetne blastociste su one kojima su embrioblast ili
trofoektoderm ocjenjeni sa C (ili kombinacijom B i C). Stupanj ekspanzije blastocela svih
blastocista ukljucenih u istraZivanje bio je 4. Blastociste koje su stupanj ekspanzije 4
postigle nakon pet dana in vitro kultivacije su dan-5 blastociste, odnosno dan-6 blastociste
ako im je za isto trebalo Sest dana. Blastociste koje su imale uredne nalaze NGS PGT-A su
kategorizirane kao euploidne, dok su blastociste kojima je NGS PGT-A metodom

detektirana aneuploidija kategorizirane kao aneuploidne.
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Tablica 4. Vrste aneuploidije, zahvaceni kromosomi i regije kromosoma zahvacene

aneuploidijom kod blastocista u skupini A. Svaki redak odgovara jednoj blastocisti

Zahvacéeni kromosom/i

Zahvacéena regija kromosoma

Vrsta aneuploidije

16

14

1
12,22

22
15

16
17
18

14

22

13

16
15,18
4,16
4,12
7,X

16
13
15
13
14
20
16,19
14,18
15,21

Cijeli kromosom
Cijeli kromosom
Cijeli kromosom
Cijeli kromosomi
Cijeli kromosom
Cijeli kromosom
Cijeli kromosom
Cijeli kromosom
Cijeli kromosom
Cijeli kromosom
Cijeli kromosom
Cijeli kromosom
Cijeli kromosom
Cijeli kromosom
Cijeli kromosom
Cijeli kromosom
Cijeli kromosom
Cijeli kromosom
Cijeli kromosom
Cijeli kromosomi
Cijeli kromosomi
Cijeli kromosomi
Cijeli kromosomi
Cijeli kromosom
Cijeli kromosom
Cijeli kromosom
Cijeli kromosom
Cijeli kromosom
Cijeli kromosom
Cijeli kromosom
Cijeli kromosom
Cijeli kromosomi
Cijeli kromosomi

Cijeli kromosomi

Trisomija
Monosomija

Trisomija

Trisomija, trisomija

Trisomija
Trisomija
Trisomija
Trisomija
Monosomija
Monosomija
Monosomija
Monosomija
Monosomija
Monosomija
Monosomija
Monosomija
Monosomija
Trisomija

Trisomija

Monosomija, trisomija
Trisomija, trisomija
Monosomija, trisomija

Trisomija, monosomija

Trisomija

Monosomija
Trisomija

Monosomija
Monosomija
Monosomija
Monosomija
Monosomija
Monosomija
Monosomija

Trisomija
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3.3. Uvjeti kultivacije zametaka

Zameci su kultivirani u kultivacijskom mediju (Continuous Single Culture, Irvine
Scientific, Sjedinjene Americke Drzave) uz dodatak 5 % humanog seruma albumina
(Human Serum Albumin; HSA, Irvine Scientific, Sjedinjene Americke DrZave). U Petrijevim
posudicama veli¢ine 60 x 15 mm (Falcon, USA) kapljice kultivacijskog medija s HSA,
volumena 50 pL, prekrivene su s 11 ml mineralnog ulja (Oil for Embryo Culture, Irvine

Scientific, USA).

Za kultivaciju zametaka koriSteni su inkubatori PLANER BT37 (Origio, Denmark) (Slika
17), u kojima se kultivacija provodila pri temperaturi od 37 °C i relativnoj vlaZnosti = 90

%. Inkubator PLANER BT37 Koristi mjesavinu plinova (5 % Oz, 6 % COz2, 89 % N2).

olgle/le

Slika 17. Origio BT37 inkubator

Pripremljene kultivacijske posudice smo inkubirali 12 sati prije pocetka kultivacije
zametaka kako bi se pH medija stabilizirao na zadanim parametrima (5 % Oz, 6 % COz, 37

°C). Zameci su kultivirani zasebno po principu jedan zametak po mikrokapljici.
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Laboratorijski dio IVF postupka odvijao se u cistoj sobi, odnosno u laboratorijskom
prostoru sa zasebnom filtracijom, klimatizacijom i kontroliranim kruZenjem zraka, u
kojem zrak ima pozitivan tlak u odnosu na okolne prostorije. Temperatura zraka (u
rasponu od 23°C do 24°C), relativna vlaznost zraka (40 - 50 %), razina osvjetljenja, buke
i vibracija u Cistoj sobi strogo su svakodnevno kontrolirani i odrZavani. Svi laboratorijski
IVF koraci izuzev ICSI-a, procjene morfologije zametaka i biopsije blastocista radeni su
unutar IVF komore Origio IVF CHAMBER (6 % COz; Origio, Danska) i besprasne komore
[VFtech Sterile 180cm (IVFtech, Denmark) s ugradenom grijanom plo¢om (37°C) (Slika

18). ICSI, procjenu morfologije zametaka i biopsije blastocista radio sam na invertnom

mikroskopu Nikon Eclipse Ti-S (Nikon, Japan) s grijanom plocom (Tokai Hit, Japan) pri
37°C.

Slika 18. Besprasna komora IVFtech Sterile 180cm s trinokularnim stereomikroskopom

Nikon SMZ-U

3.4. Procjena morfologije, kinetike diobe stanica i ocjenjivanje zametaka

Procjenu morfologije i kinetike diobe stanica zametaka u svim fazama razvoja radio sam

na invertnom mikroskopu Nikon Eclipse Ti-S (Nikon, Japan) s grijanom plo¢om Tokai Hit
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Thermo Plate (Tokai Hit, Japan) pri 37 °C i povec¢anju od 200 puta te sam odmah nakon

ocjenjivanja zametaka kultivacijske posudice sa zamecima vrac¢ao u inkubator.
3.4.1. Procjena oplodnje oocita (1. dan kultivacije)

Provjeru i ocjenu oplodnje radio sam 17 + 1 sati nakon inseminacije oocita (Alpha
Scientists in Reproductive and Embryology 2011). Ukoliko su oocite bile inseminirane
metodom IVF, prije provjere oplodnje ostatci stanica granuloze odstranjeni su uz pomo¢
mikropipete promjera 135 um. Proces denudacije oocita ucinjen je u besprasnoj komori
[VFtech Sterile 180cm s grijanom plo¢om (IVFtech, Denmark), pomoc¢u stereomikroskopa
Nikon SMZ-U (Nikon, Japan). Pravilno oplodene oocite su one s dva pronukleusa i bez

popratnih morfoloskih nepravilnosti.
3.4.2. Procjena morfologije zametaka (2. i 3. dan kultivacije)

Procjenu morfologije zametaka u drugom i treCem danu razvoja radio sam prema
prilagodenom Istanbulskom konsenzusu (Alpha Scientists in Reproductive and
Embryology 2011), gdje je ocjena 1 predstavljala najviSu kvalitetu. Ocjenjivanje sam
prilagodio dodavanjem meduocjena u svrhu preciznijeg opisivanja zametaka koji su imali
grani¢ne morfoloSke vrijednosti. Na primjer, ukoliko je kvaliteta zametka bila izmedu
ocjena 11 2, ocjena je zabiljeZena kao 1 - 2 (ili 1,5). Sli¢no, prilagodio sam i procjenu
stupnja fragmentacije zametaka: odsustvo fragmentacija zabiljeZio sam kao 0, 0 - 5 %
fragmentacije zabiljeZio sam kao 0,5, 5 - 10 % fragmentacije kao 1, 10 - 25 % fragmentacije

kao 2, dok sam = 25 % fragmentacije zabiljezio kao 3.
3.4.3. Procjena morfologije zametaka (4. dan kultivacije)

Procjena morfologije zametaka u cetvrtom danu razvoja ucinjena je po prilagodenom
Istanbulskom konsenzusu (Alpha Scientists in Reproductive and Embryology 2011).
Zametke koji su u potpunosti kompaktirali ocijenio sam sa 1, zametke koji su zapoceli
kompaktiranje ali nisu u potpunosti kompaktirali ocijenio sam sa 0,5, dok sam ocjenu

zametaka koji jo$ nisu zapoceli proces kompaktiranja zabiljeZio kao 0.
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3.4.4. Procjena morfologije zametaka (5. i 6. dan kultivacije)

Zameci u petom i Sestom danu razvoja, odnosno blastociste, ocijenio sam prema
standardnim kriterijima na osnovi morfologije i kinetike diobe stanica (Gardner i

Schoolcraft 1999).

3.5. Biopsija blastocista

Bioptirao sam blastociste ukljuc¢ene u studiju, gdje je pristup bioptiranja od strane jednog
klinickog embriologa odabran u svrhu postizanja veée konzistentnosti pri odredivanju
trenutka biopsije i broju bioptiranih stanica. Posebna pozornost je pridodana odredivanju
trenutka biopsije koji je bio ovisan o stupnju ekspanzije blastocela i stani¢nosti
blastocista. Sve biopsije su ucinjene pri stupnju ekspanzije blastocela 4, bez prethodnog

LAH-a (Slika 19).

Slika 19. Blastocista stupnja ekspanzije blastocela 4 neposredno pred biopsiju.

Mikropipeta za pridrzavanja je na lijevoj strani slike, dok je mikropipeta za biopsiju na
desnoj strani slike. Embrioblast je orijentiran prema mikropipeti za pridrzavanje.
Mikropipeta za pridrzavanje fiksira blastocistu tijekom biopsije, dok se uz pomo¢
mikropipete za biopsiju i pulsiraju¢ih laserskih zraka, nakon otvaranja zone pellucide,

bioptira pet to deset stanica trofoektoderma koje su nasuprot embrioblasta

39



Neposredno prije biopsije, blastociste su prebacene iz kultivacijskog medija u
preinkubirane (37 °C) posudice sa mikrokapljicama Multipurpose Handling Medium
(Irvine Scientific, Sjedinjene Americke Drzave) uz dodatak 5 % HSA (Human Serum
Albumin, Irvine Scientific, Sjedinjene Ameri¢ke DrZave) i prekrivene mineralnim uljem
(Oil for Embryo Culture, Irvine Scientific, Sjedinjene Americke DrZave). Biopsije su radene
pri povecanju od 400 puta uz pomo¢ invertnog mikroskopa Ti-S (Nikon, Japan) s grijanom
plo¢om Thermo Plate (Tokai Hit, Japan) pri 37°C, kamerom WAT-221S (Watec, Japan),
laserskim sustavom Saturn Laser System (Research Instruments, United Kingdom),
sustavom za mikromanipulaciju NT-88-V3 (Nikon Narishige, Japan) te mikropipetama za
pridrzavanje MPH-MED-30 (Origio, Sjedinjene Americke Drzave) i biopsiju zametaka

MBB-FP-M-30 (Origio, Sjedinjene Americke Drzave) (Slika 20).

Slika 20. Invertni mikroskop Nikon Eclipse Ti-S opremljen s kamerom Watec WAT-221S,

grijanom plo¢om Tokai Hit Thermo Plate, laserom Research Instruments Saturn Laser

System, i sustavom za mikromanipulaciju Nikon Narishige NT-88-V3

Nakon biopsije pet do deset stanica trofoektoderma, bioptirane stanice su isprane u

puferu za ispiranje stanica (Genetics Generation Advancement Corp., Tajvan) i prebacene
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u mikrotubice s liziraju¢im puferom (Genetics Generation Advancement Corp., Tajvan) te
kriopohranjene do NGS PGT-A. Odmah nakon biopsije, blastociste su prebacene u
kultivacijske posudice te su nakon reekspanzije blastocela kriopohranjene uz pomo¢

vitrifikacijskog medija (Vit Kit-Freeze, Irvine Scientific, Sjedinjene Americke DrZave).

3.6. Predimplantacijsko geneticko testiranje za aneuploidiju tehnologijom

sekvenciranja nove generacije

NGS PGT-A analiza provedena je uz pomo¢ VeriSeq PGS kita (Illumina, Sjedinjene
Americke Drzave) i uredaja MiSeq System (Illumina, Sjedinjene Americke DrZave) koji
koriste NGS tehnologiju te omogucéuju opseznu i preciznu obradu sva 24 ljudska
kromosoma (Fiorentino i sur. 2014). Cjelogenomsko umnazanje (engl Whole Genome
Amplification; WGA) se provelo uz pomo¢ Sureplex DNA Amplification System kita po
uputama proizvodaca. Sureplex DNA Amplification System se koristi u svrhu stvaranja
kopija nativne DNA iz jednostani¢nih ili viSestani¢nih uzoraka. UmnoZavanje DNA
SurePlex DNA Amplification kitom se temelji na nasumic¢noj fragmentaciji genomske DNA
te daljnjim umnoZavanjem DNA uz pomo¢ lanCane reakcije polimerazom (engl.
polimerase chain reaction; PCR). Nakon uspjeSnog umnozavanja DNA uslijedilo je NGS
sekvenciranje umnoZenih uzoraka sa VeriSeq DNA Library Kit-PGS i MiSeq Reagent Kit
v3-PGS na uredaju MiSeq System po uputama proizvodaca. MiSeq Reagent Kit v3-PGS kit
sadrZzi reagense potrebne za sekvenciranje, dok se uz pomoc¢ VeriSeq DNA Library Kit-PGS
kita pripremaju SRL (engl. sequencing-ready libraries) od uzoraka umnoZenih SurePlex
DNA kitom. Uz pomo¢ programa MiSeq Reporter Software, podatci dobiveni pri koraku
sekvenciranja usporedili su se s referentnim ljudskim genomom GRCh37 (engl. genome
reference consortium human build 37; GRCh37) (Genome Reference Consortium 2009).
ZavrSna obrada bioinformatickih podataka nakon NGS-a, njihova vizualizacija te
identifikacija aneuploidije odnosno euploidije sprovela se s programom BlueFuse Multi

Analysis Software (Illumina, San Diego, Sjedinjene Americke Drzave) (Slika 21).
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Slika 21. Vizualizacija podataka predimplantacijskog genetickog testiranja za
aneuploidiju. A) euploidna XX blastocista, B) euploidna XY blastocista, C) aneuploidna XX
blastocista (monosomija 6), D) aneuploidna XY blastocista (trisomija 16), E) aneuploidna
X0 blastocista (trisomija 7, monosomija X), F) aneuploidna XY blastocista (monosomija 4,
trisomija 12). Blastociste A i B su primjeri vizualizacije podataka predimplantacijskog
genetickog testiranja za aneuploidiju iz skupine V5, dok su C, D, E i F primjeri vizualizacije
iz skupine A
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3.7. Odredivanje omjera mitohondrijske i jezgrine DNA

Odredivanje omjera mtDNA (mncs) provedeno je prema protokolu opisanom od strane
Victora i sur. (2017). Bioinformaticke datoteke u formatima BAM i FASTQ dobivene NGS
PGT-A obradom uzoraka programom MiSeq Reporter Software, su se ucitale u program
Geneious R9 (Biomatters, Novi Zeland) u svrhu odredivanja vrijednosti rm i rn. Vrijednost
rm predstavlja broj ocitanih kopija mitohondrijske DNA, dok rn predstavlja broj o¢itanih
kopija jezgrine DNA. Omjer vrijednosti rm i rn pomnoZio se s faktorom korekcije Fnas
odnosno omjer mitohondijske DNA izracunao se po formuli: mnGs = rm / rn X Fnas. Fnas
uzima u obzir dva parametra neophodna za izraCunavanje mngs. Prvi parametar je spol
zametaka dok je drugi parametar ploidija zametaka. S obzirom na GRCh37 (Genome
Reference Consortium 2009), izracunato je da se Zenski genom sastoji od 6 072 607 692
baznih parova, dok se muski genom sastoji od 5 976 710 698 baznih parova (razlika od
1,58 %). Bez faktora korekcije, rezultati za sve muske zametke bili bi lazno uvecani za
navedenu razliku. Fnes za sve muske zametke je 0,9842. Slicno tome, aneuploidni zameci
imaju manje ili viSe genetskog materijala u odnosu na euploidne zametke. Ovisno o
kromosomskom statusu zametka, za svaki zametak se izracunao zaseban faktor korekcije
(Tablica 5). Vrijednost mncs svakog zametka se pomnoZzila s faktorom korekcije

prilagodenim njegovom kromosomskom statusu (Victor i sur. 2017).
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Tablica 5. Faktori korekcije za precizno izra¢unavanje kolicine mtDNA kod aneuploidnih

zametaka temeljeni na referentnom ljudskom genomu GRCh37 (prilagodeno iz Victor i

sur. 2017)
Kromosom Broj parova baza Faktor korekcije za monosomiju  Faktor korekeije za disomiju  Faktor korekcije za trisomiju
1 249,250,621 0.958954928 1 1.041045072
2 243,199,373 0.95995141 1 1.04004859
3 198,022,430 0.967390874 1 1.032609126
4 191,154,276 0.96852188 1 1.03147812
5 180,915,260 0.970207978 1 1.029792022
6 171,115,067 0.971821814 1 1.028178186
7 159,138,663 0.973794016 1 1.026205984
8 146,364,022 0.975897665 1 1.024102335
9 141,213,431 0.976745833 1 1.023254167
10 135,534,747 0.977680964 1 1.022319036
11 135,006,516 0.97776795 1 1.02223205
12 133,851,895 0.977958086 1 1.022041914
13 115,169,878 0.981034527 1 1.018965473
14 107,349,540 0.982322332 1 1.017677668
15 102,531,392 0.983115756 1 1.016884244
16 90,354,753 0.98512093 1 1.01487907
17 81,195,210 0.986629268 1 1.013370732
18 78,077,248 0.987142715 1 1.012857285
19 59,128,983 0.990263 1 1.009737
20 63,025,520 0.989621342 1 1.010378658
21 48,129,895 0.992074262 1 1.007925738
22 51,304,566 0.991551477 1 1.008448523
X 155,270,560 0.974430991 1 1.025569009
Y 59,373,566 0.990222723 1 1.009777277

3.8. Statisticka analiza

Numericke varijable prikazane su medijanom i interkvartilnim rasponom, dok su
kategorijske varijable izraZene brojem i postotkom. Normalnost distribucije numerickih

varijabli procijenjena je graficki i Shapiro-Wilkovim testom.

Sve numericke varijable bile su neparametrijski distribuirane i usporedene Mann-
Whitney U testom u slucaju usporedbi dvaju skupina ili Kruskal-Wallisovim testom u

slucaju usporedbe viSe od dvaju skupina.

Dunnov test s Benjamini-Hochbergovom korekcijom koriSten je za parne usporedbe
poslije provodenja Kruskal-Wallisova testa. Ovisnost kategorijskih i numerickih varijabli
graficki je prikazana pravokutnim dijagramom (engl. boxplot). Pritom, horizontalna crna
linija oznacava medijan raspodjele, pravokutnici se protezu od prvog do treceg kvartila
raspodjele, a vertikalna linija oznacCava raspon od -2 do 2 interkvartina raspona od

medijana raspodjele.
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Korelacija izmedu numerickih varijabli izraZena je Spearmanovim korelacijskim
koeficijentom i analizirana korelacijskim testom. Ovisnost dvaju numerickih varijabli
prikazana je tocCkastim dijagramom (engl. dotplot) s pravcem Cciji je nagib izraCunat
metodom najmanjih kvadrata. Ovisnost kategorijskih varijabli ispitana je hi-kvadrat
testom ili Fisherovim egzaktnim testom u slucaju nedostatnih vrijednosti ocekivanih

frekvencija usporedivanih kategorija.

Binarna logisticka regresija koriStena je za klasifikaciju zametaka s obzirom na kvalitetu,
gdje je pri izboru najboljeg modela koriStena metoda najboljeg podskupa.

Preciznost modela izracunata je peterostrukom kros-validacijom. Krivulja ROC (engl
reciever operating characteristic) izradena je pomoc¢u mjera senzitivnosti i specifi¢nosti
izraCunatih kros-validacijom. Intervali pouzdanosti za povrsinu ispod krivulje (engl. area
under the curve; AUC) izracunati su DeLong-ovom metodom. Najbolje grani¢ne
vrijednosti prediktora izracunate su pomocu kriterija najve¢eg Youdenova indeksa. Svi
statisticki testovi bili su dvostrani s razinom znacajnosti postavljenom na 95 %. Podaci su
analizirani u programu R (verzija 4.4.1.) pomoc¢u paketa ggplot2 (verzija 2.3.3.) i ggpubr
(verzija 0.4.0.).

3.9. Cilj i hipoteze istrazivanja

Cilj rada je istraziti povezanost koli¢ine, odnosno omjera mitohondrijske i jezgrine DNA s
ploidijom blastocista, morfoloskim karakteristikama blastocista, morfokinetskom
kvalitetom razvojnih stadija zametaka koji su prethodili stadiju blastocista, danom

nastanka blastocista, spolom zametaka te dobi majke u trenutku MPO zahvata.
Omjer mitohondrijske i jezgrine DNA je mogu¢i dodatni biomarker procjene uspjeha

razvoja zametka nastalih u postupcima izvantjelesne oplodnje te je koli¢ina mtDNA

povezana sa ploidijom zametka i morfokinetskim osobinama zametka.
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4. REZULTATI

4.1. Osnovne karakteristike analiziranih blastocista

U ovo istrazivanje ukljuCeno je 159 zametaka podijeljenih u pet skupina definiranih
kvalitetom blastociste, danom formiranja potpuno ekspandirane blastociste i ploidijom
blastociste (Tablica 6). Navedene skupine ukljucivale su visokokvalitetne euploidne
blastociste formirane u petom danu (V5, n = 32) i Sestom danu razvoja (V6, n = 30), kao i
niskokvalitetne euploidne blastociste formirane u petom danu (N5, n = 32) i Sestom danu
razvoja (N6, n = 31). Peta skupina ukljucivala je aneuploidne blastociste (A, n = 34, od
kojih je 15 (44.1 %) bilo formirano u petom danu razvoja, a 19 (55,9 %) u Sestom danu
razvoja. Od svih analiziranih blastocista, njih 82 (51,6 %) je imalo spolne kromosome XX,
dok je 77 (49,4 %) blastocista imalo kromosome XY. Samo u skupini N5 dominirale su
blastociste Zenskoga spola (XX kromosomi) (OR = 4,38, 95 % CI 1,68 - 12,91, p < 0,001),
dok kod ostalih skupina nije utvrdena znacajna razlika u udjelu blastocista s obzirom na
spol (p = 0,481). Nadalje, nije pronadena znacajna ovisnost izmedu spolnih kromosoma i
kvalitete blastociste (skupine V5 + V6 vs. N5 + N6, p = 0,101), kao ni izmedu spolnih
kromosoma i dana razvitka blastociste (V5 + N5 vs. V6 + N6, p = 0,153). Takoder, nije

pronadena znacajna ovisnost izmedu spola blastociste i ploidije (p = 0,572).

Dob majke nije se razlikovala izmedu analiziranih skupina (p = 0,183), pri ¢emu takoder
nije uoCena znacajna ovisnost izmedu dobi majke i kvalitete blastociste (p = 0,729), dobi
majke i dana razvoja blastociste (p = 0,650), ili dobi majke i ploidije blastociste (p = 0,102).
U analiziranim skupinama usporedeni su i razvojni parametri zametka. UocCena je
znacajna razlika izmedu broja stanica u drugom danu razvoja zametka u analiziranim
skupinama (p = 0,011), pri ¢emu su zameci skupine N6 imali znacajno veci broj stanica u
drugom danu od ostalih zametaka (medijani 5 i 4, p = 0,004). Nije pronadena znacajna
razlika u broju stanica u drugom danu razvoja zametka izmedu ostalih analiziranih
skupina (p = 0,186). Takoder, nije pronadena razlika u broju stanica u tre¢em danu
razvoja zametka izmedu analiziranih skupina (p = 0,737). Skupine blastocista nisu se
znacajno razlikovale u stupnju fragmentacije zametka u drugom danu razvoja (p = 0,760),

niti u stupnju fragmentacije zametka u tre¢em danu razvoja (p = 0,1194).
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Kada su se usporedile morfokinetske ocjene zametaka prema danima razvoja, skupine se
nisu znacajno razlikovale u ocjeni zametka u drugom danu razvoja (p = 0,295). Medutim,
pronadena je znacajna razlika izmedu analiziranih skupina u ocjeni zametka u tre¢em
danu razvoja (p = 0,012), pri ¢emu su niskokvalitetne blastociste imale znacajno nizu
ocjenu tre¢eg dana razvoja od visokokvalitetnih blastocista (skupine N5 + N6 vs. V5 + V6,
medijani 1,51 2, p = 0,011). Nadalje, pronadena je znacajna razlika u kompaktnosti
zametka u Cetvrtom danu izmedu analiziranih skupina, pri ¢emu su zameci koji su se
razvili u blastocistu u petom danu pokazivali znacajno ve¢u kompaktnost od zametaka
koji su se razvili u blastocistu u Sestom danu (V5 + N5 vs. V6 + N6, medijani 11 0,5, p <
0,001). Aneuploidni zameci nisu imali znacajno razli¢itu ocjenu zametka u trecem danu
razvoja od euploidnih zametaka (p = 0,705), kao ni znacajno razli¢itu kompaktnost od

euplodnih zametaka (p = 0,133).
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Tablica 6. Osnovne karakteristike svih 159 analiziranih blastocista, razvrstanih u pet skupina (V5, N5, V6, N6 i A) s obzirom na ploidiju i
morfoloSke ocjene blastocista (n = broj analiziranih blastocista u skupini, BS = broj stanica zametka, F = stupanj fragmentacije zametka, O

= ocjena zametka, K = kompaktnost zametka)

Medijan (interkvartilni raspon)

Skupina Dob majke Dan-2 Dan-3 Dan-2 Dan-3 Dan-2 Dan-3 Dan-4
Opis XX n (%) XY n (%)

(n) (godine) BS BS F F 0 0 K

V5 Visoka kvaliteta, 31 4 8 0 0 1,5 1,5 1
14 (43,8%) 18(56,2%)

(n=32) dan-5, euploidija (27-33) (4-5) (8-10) (0-1) (0-0,75) (1-2) (1-2) (1-1)

N5 Niska kvaliteta, 29 4 8 0,25 0,25 1,75 2 1
25 (78,1 %) 7 (21,9 %)

(n=32) dan-5, euploidija (24-33) (4-5) (8-10) (0-1) (0-0,5) (1-2) (1,5-2) (1-1)

19 Visoka kvaliteta, 30 4 8 0 0 1,5 1,5 0,5
15(50,0%) 15(50,0 %)

(n=30) dan-6, euploidija (23-33) (4-4) (7-10) (0-1) (0-0,5) (1-2) (1-2) (0,5-0,5)

N6 Niska kvaliteta, 31 5 8 0 0 1,5 2 0,5
14 (452 %) 17 (54,8 %)

(n=31) dan-6, euploidija (28-34) (4-6) (7-10) (0-2) (0-0,5) (1-2) (1,5-2) (0,5-0,5)

A dan-5/dan-6, 32 4 8 0 0,25 1,25 1,5 0,5
14 (41,2%) 20(58,8%)

(n=34) aneuploidija (27,5-34) (4-4) (8-10) (0-0,5) (0-0,75) (1-2) (1,25-2) (0,5-1)

Ukupno 31 4 8 0 0,5 1,5 1,5 1

Sve blastociste 82 (51,6 %) 77 (49,4 %)
(N=159) (25-34) (4-5) (8-10) (0-0,5) (0-1) (1-2) (1,5-2) (0,5-1)
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4.2. Ovisnost razine mitohondrijske DNA, ploidije blastociste, morfologije

blastociste i dana razvoja potpuno ekspandirane blastociste

S obzirom da je glavni cilj ovog istrazivanja bio je ispitati korelaciju izmedu razina mtDNA
blastociste, ploidije blastociste, morfoloske kvalitete blastociste i dana razvoja potpuno
ekspandirane blastociste, na Slici 22 prikazane su razine mtDNA blastocista podijeljenih
u pet skupina definiranih prema morfoloskoj kvaliteti blastociste, danu razvoja
blastociste i ploidiji. Uo¢ena je znacajna razlika u razini mtDNA u analiziranim skupinama
(p = 0,016). Preciznije, skupina N6 pokazala je znacajno niZu razinu mtDNA od skupina
V5 (medijani 0,0010 i 0,0018, p = 0,006), N5 (medijani 0,0010 i 0,0017, p = 0,008), V6
(medijani 0,00101i 0,0016, p = 0,003) i skupine A (medijani 0,0010i 0,0017, p =0,012).
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Slika 22. Razina mitohondrijske DNA u analiziranim skupinama blastocista. Horizontalna
crna linija predstavlja medijan raspodjele, a pravokutnici se proteZu od prvog do treceg
kvartila raspodjele. TocCkice oznacavaju individualne blastociste. V5 = visokokvalitetne
euploidne blastociste formirane u petom danu razvoja, N5 = niskokvalitetne euploidne
blastociste formirane u petom danu razvoja, V6 = visokokvalitetne euploidne blastociste
formirane u Sestom danu razvoja, N6 = niskokvalitetne euploidne blastociste formirane u

Sestom danu razvoja, A = aneuploidne blastociste
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Na Slici 23 prikazana je usporedba razina mtDNA izmedu visokokvalitetnih i
niskokvalitetnih blastocista (N5 + N6 vs. V5 + V6; Slika 23A), blastocista formiranih u
petom i Sestom danu razvoja (N5 + V5 vs. N6 + V6; Slika 23B) te euploidnih i aneuploidnih
blastocista (Slika 23C). Visokokvalitetne blastociste imale su viSu razinu mtDNA od
niskokvalitetnih blastocista (medijani 0,0017 i 0,0012, p = 0,049). Sli¢no, blastociste
formirane u petom danu razvoja pokazivale su znacajno vece razine mtDNA od blastocista
formiranih u Sestom danu razvoja (medijani 0,0018 i 0,0013, p = 0,009). S druge strane,
nije pronadena znacajna razlika u razinama mtDNA u euploidnim i aneuploidnim

blastocistama (p = 0,710).
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Slika 23. Razina mitohondrijske DNA s obzirom na A) kvalitetu blastocista, B) dana
razvoja potpuno ekspandirane blastociste i C) ploidiju blastocista. Horizontalna crna linija
predstavlja medijan raspodjele, a pravokutnici se protezu od prvog do treceg kvartila
raspodjele. Tockice oznacCavaju individualne blastociste. **: p < 0,01, *: p < 0,05, ns (nije

znacajan, engl. non-significant): p > 0,05

Naposljetku, usporedena je i razina mtDNA kod aneuploidnih blastocista formiranih u
petom i Sestom danu (Slika 24), pri ¢emu nije pronadena znacajna razlika u razini mtDNA

u navedenim skupinama (medijani 0,0018 i 0,0015, p =0,110).
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Slika 24. Razina mitohondrijske DNA aneuploidnih blastocista s obzirom na dan razvoja
potpuno ekspandirane blastociste. Horizontalna crna linija predstavlja medijan

raspodjele, a pravokutnici se protezu od prvog do treceg kvartila raspodjele. Tockice

oznacavaju individualne blastociste. ns (nije znacajan): p > 0,05

4.3. Ovisnost razine mitohondrijske DNA blastociste o spolnim kromosomima

zametka

U ovom istrazivanju analizirali smo i potencijalnu ovisnost razine mtDNA blastociste i
spolnih kromosoma zametka (Slika 25). Promatrajuci sve zametke zajedno, nije utvrdena
znacajna razlika u razinama mtDNA kod zametaka s kromosomima XX i XY (p = 0,974,

Slika 25).
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Slika 25. Razina mitohondrijske DNA blastocista s obzirom na spolne kromosome.
Horizontalna crna linija predstavlja medijan raspodjele, a pravokutnici se proteZu od
prvog do treceg kvartila raspodjele. Tockice oznacavaju individualne blastociste. ns (nije

znacajan): p > 0,05

Promatrajuci skupine blastocista pojedinacno (Slika 26), nije utvrdena znacajna razlika u
razinama mtDNA u zamecima s kromosomima XX i XY ni u jednoj od analiziranih skupina
(V5: p =0,235, N5: p = 0,370, V6: p = 0,838, N6: p = 0,992, A: p = 0,306). Blastociste s
kromosomima XX i XY nisu pokazale znacajnu razliku u razini mtDNA kod
visokokvalitetnih blastocista (skupina V5 + V6, p = 0,585), niskokvalitetnih blastocista
(N5 + N6, p =0,710), blastocista formiranih u petom danu razvoja (V5 + N5, p = 0,131) ni

kod blastocista formiranih u Sestom danu razvoja (V6 + N6, p = 0,780).
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Slika 26. Razina mitohondrijske DNA blastocista s obzirom na spolne kromosome
zametka u skupinama blastocista definiranim kvalitetom, danom razvoja potpuno
ekspandirane blastociste i ploidijom. Horizontalna crna linija predstavlja medijan
raspodjele, a pravokutnici se protezu od prvog do treceg kvartila raspodjele. Tockice
oznacavaju individualne blastociste. ns (nije znacajan): p > 0,05. V5 = visokokvalitetne
euploidne blastociste formirane u petom danu razvoja, N5 = niskokvalitetne euploidne
blastociste formirane u petom danu razvoja, V6 = visokokvalitetne euploidne blastociste
formirane u Sestom danu razvoja, N6 = niskokvalitetne euploidne blastociste formirane u

Sestom danu razvoja, A = aneuploidne blastociste

4.4. Ovisnost razine mitohondrijske DNA blastociste i dobi majke

Analizirana je potencijalna ovisnost razine mtDNA blastociste i dobi majke (19 - 34
godina). Uzimaju¢i u obzir sve zametke, nije pronadena znacajna korelacija izmedu

mtDNA i dobi majke (R =-0,01, p=0,217, Slika 27).
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Slika 27. Korelacija razine mitohondrijske DNA blastociste s dobi majke. R = Spearmanov

korelacijski koeficijent

Promatrajuci skupine blastocista zasebno (Slika 28), nije utvrdena znacajna korelacija
izmedu dobi majke i razina mtDNA blastociste ni u jednoj od analiziranih skupina (V5: R
=-0,22,p=0,22,N5: R=-0,22,p =0,224,V6: R=0,03,p = 0,858, N6: R=0,19, p = 0,296,
A: R = -0,06, p = 0,729). Znacajna korelacija izmedu razina mtDNA i dobi majke nije
pronadena ni kada se zajedno promatraju blastociste formirane u petom danu razvoja
(skupina V5 + N5, R =-0,21, p = 0,097), blastociste formirane u Sestom danu razvoja (V6
+ N6, R = 0,06, p = 0,674), visokokvalitetne blastociste (V5 + V6, R = -0,12, p = 0,369) ni
niskokvalitetne blastociste (N5 + N6, R =-0,10, p = 0,437).
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Slika 28. Korelacija razine mitohondrijske DNA blastociste s dobi majke u skupinama

blastocista definiranim kvalitetom blastociste, danom razvoja potpuno ekspandirane

blastociste i ploidijom blastociste. R = Spearmanov korelacijski koeficijent. V5

visokokvalitetne euploidne blastociste formirane u petom danu razvoja, N5

niskokvalitetne euploidne blastociste formirane u petom danu razvoja, V6

visokokvalitetne euploidne blastociste formirane u Sestom danu razvoja, N6
niskokvalitetne euploidne blastociste formirane u Sestom danu razvoja, A = aneuploidne

blastociste

4.5. Ovisnost razine mitohondrijske DNA blastociste o broju stanica stani¢nih

stadija zametka

U sljede¢em dijelu istraZivanja analizirana je korelacija izmedu razine mtDNA blastociste
i broja stanica u ranijim fazama razvoja zametka. Pri analizi svih blastocista (Slika 29),
utvrdena je slaba negativna korelacija izmedu razina mtDNA blastociste i broja stanica

zametka u drugom danu razvoja (R = -0,13, p = 0,008). S druge strane, nije utvrdena
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znacajna korelacija izmedu razina mtDNA blastociste i broja stanica zametka u trecem

danu razvoja (R =-0,03, p =0,609).
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Slika 29. Korelacija razine mitohondrijske DNA blastociste s brojem stanica zametka u

drugom i treCem danu. R = Spearmanov korelacijski koeficijent

Promatrajuci skupine blastocista pojedinacno, nekoliko skupina pokazalo je znacajnu
negativnu korelaciju razina mtDNA s brojem stanica u drugom danu razvoja (Slika 30).
Navedene skupine ukljucuju skupinu N6 (R =-0,37, p = 0,038), dan-6 blastocista (skupina
V6 + N6, R =-0,31, p = 0,015) i niskokvalitetne blastociste (N5 + N6, R =-0,30, p = 0,019).
U ostalim analiziranim skupinama nije pronadena znacajna korelacija izmedu razina
mtDNA i broja stanica zametka u drugom danu razvoja (V5: R=0,16, p = 0,396, N5: R = -
0,16, p = 0,382, V6: R =-0,03, p = 0,859, A: R =-0,02, p = 0,896, V5 + N5: R =-0,03, p =
0,817iV5+V6: R=0,10p =0,427).
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Slika 30. Korelacija razine mitohondrijske DNA blastociste s brojem stanica zametka u
drugom danu razvoja u skupinama blastocista definiranim kvalitetom, danom razvitka i
ploidijom. R = Spearmanov korelacijski koeficijent. V5 = visokokvalitetne euploidne
blastociste formirane u petom danu razvoja, N5 = niskokvalitetne euploidne blastociste
formirane u petom danu razvoja, V6 = visokokvalitetne euploidne blastociste formirane u
Sestom danu razvoja, N6 = niskokvalitetne euploidne blastociste formirane u Sestom danu

razvoja, A = aneuploidne blastociste

S druge strane, nijedna od analiziranih skupina nije pokazala znacajnu korelaciju izmedu
razina mtDNA i broja stanica zametka u tre¢em danu razvoja (Slika 31) (V5: R=-0,03,p =
0,857, N5: R =-0,09, p = 0,713, V6: R =-0,04, p = 0,816, N6: R=-0,02, p = 0,928, A: R =
0,14, p = 0,418). Znacajna korelacija izmedu razina mtDNA i broja stanica zametka u
tre¢em danu razvoja nije pronadena u blastocistama formiranim u petom danu (skupina
V5 + N5, R =-0,06, p = 0,649), blastocistama formiranim u Sestom danu (V6 + N6, R = -
0,07, p = 0,852), visokokvalitetnim blastocistama (V5 + V6, R = - 0,01, p = 0,958) ni u
niskokvalitetnim blastocistama (N5 + N6, R =-0,05, p = 0,702).
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Slika 31. Korelacija razine mitohondrijske DNA blastociste s brojem stanica zametka u
tre¢em danu razvoja u skupinama blastocista definiranim kvalitetom blastociste, danom
razvoja potpuno ekspandirane blastociste i ploidijom blastociste. R = Spearmanov
korelacijski koeficijent. V5 = visokokvalitetne euploidne blastociste formirane u petom
danu razvoja, N5 = niskokvalitetne euploidne blastociste formirane u petom danu razvoja,
V6 = visokokvalitetne euploidne blastociste formirane u Sestom danu razvoja, N6 =
niskokvalitetne euploidne blastociste formirane u Sestom danu razvoja, A = aneuploidne

blastociste

4.6. Ovisnost razine mitohondrijske DNA blastociste o stupnju fragmentacije

zametka

Analizirana je ovisnost razina mtDNA blastociste o stupnju fragmentacije ranih zametka
u drugom i treem danu razvoja. Nije utvrdena znacajna razlika u razinama mtDNA
blastociste u zamecima sa stupnjevima fragmentacije 0, 0,5 i 1 u drugom danu razvoja (p

= 0,232) ni u tre¢em danu razvoja (p = 0,145, Slika 32).
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Slika 32. Usporedba razina mitohondrijske DNA blastociste kod zametaka s razli¢itim
stupnjem fragmentacije u drugom danu (lijevo) i tretem danu razvoja (desno).
Horizontalna crna linija predstavlja medijan raspodjele, a pravokutnici se proteZu od

prvog do treceg kvartila raspodjele. Tockice oznacavaju individualne blastociste

Promatrajuci skupine blastocista zasebno (Slika 33), blastociste skupine V5 pokazale su
znacajno vece razine mtDNA kod nefragmentiranih zametaka u usporedbi s
fragmentiranim zamecima u drugom danu razvoja (medijani 0,0019 i 0,0015, p = 0,040).
Ostale skupine nisu pokazale spomenutu razliku (N5: p = 0,187, V6: p = 0,455, N6: p =
0,662, A: p = 0,310). Blastociste formirane u petom danu razvoja takoder su pokazale
znacajno vece razine mtDNA kod fragmentiranih ranih zametaka u drugom danu razvoja
(skupina V5 + N5, medijani 0,0020 i 0,0014, p = 0,038). Navedena razlika nije pronadena
u blastocistama formiranim Sesti dan (V6 + N6, p = 0,976), visokokvalitetnim

blastocistama (V5 + V6, p = 0,462) ni niskokvalitetnim blastocistama (N5 + N6, p =0,302).
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Slika 33. Usporedba razine mitohondrijske DNA kod zametaka s razli¢itim stupnjem
fragmentacije u drugom danu u skupinama blastocista definiranim kvalitetom blastociste,
danom razvoja potpuno ekspandirane blastociste i ploidijom blastociste. Horizontalna
crna linija predstavlja medijan raspodjele, a pravokutnici se protezu od prvog do treceg
kvartila raspodjele. Tockice oznacavaju individualne blastociste. *: p < 0,05, ns (nije
znacajan): p > 0,05. V5 = visokokvalitetne euploidne blastociste formirane u petom danu
razvoja, N5 = niskokvalitetne euploidne blastociste formirane u petom danu razvoja, V6 =
visokokvalitetne euploidne blastociste formirane u Sestom danu razvoja, N6 =
niskokvalitetne euploidne blastociste formirane u Sestom danu razvoja, A = aneuploidne

blastociste

S druge strane, nijedna od analiziranih skupina blastocista nije pokazala znacaju razliku
u razinama mtDNA kod fragmentiranih i nefragmentiranih zametaka u tre¢em danu
razvoja (Slika 34). Navedeno vrijedi za skupinu V5 (p = 0,053), V6 (p = 0,460), N5 (p =
0,618),N6 (p=0,123)i A (p=0,912). Spomenuta razlika nije pronadena ni kod blastocista
formiranim u petom danu razvoja (skupina V5 + N5, p = 0,138), blastocista formiranim u
Sestom danu razvoja (V6 + N6, p = 0,304), visokokvalitetnim blastocistama (V5 + V6, p =
0,338) ni u niskokvalitetnim blastocistama (N5 + N6, p = 0,113).
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Slika 34. Usporedba razine mitohondrijske DNA kod zametaka s razli¢itim stupnjem
fragmentacije u treCem danu razvoja u skupinama blastocista definiranim kvalitetom,
danom razvitka i ploidijom. Horizontalna crna linija predstavlja medijan raspodjele, a
pravokutnici se protezu od prvog do treceg kvartila raspodjele. Tockice oznacavaju
individualne blastociste. ns (nije znacajan): p > 0,05. V5 = visokokvalitetne euploidne
blastociste formirane u petom danu razvoja, N5 = niskokvalitetne euploidne blastociste
formirane u petom danu razvoja, V6 = visokokvalitetne euploidne blastociste formirane u
Sestom danu razvoja, N6 = niskokvalitetne euploidne blastociste formirane u Sestom danu

razvoja, A = aneuploidne blastociste

4.7. Ovisnost razine mitohondrijske DNA blastociste o morfoloskoj ocjeni stani¢nih

stadija zametka

U ovom istrazivanju analizirana je i ovisnost razina mtDNA blastociste o morfoloskoj
ocjeni zametka u drugom i tre¢em danu razvoja. Promatraju¢i sve zametke, nije
pronadena znacajna razlika u razinama mtDNA blastociste kod zametaka s ocjenama 1,
1,5, 21 2,5 udrugom danu razvoja (p > 0,05). S druge strane, zameci s ocjenom 2,5 ili 3 u
treCem danu razvoja pokazivali su niZe razine mtDNA blastociste od zametaka s manjom

ocjenom (medijani 0,000101 0,0016, p < 0,001) (Slika 35).
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Slika 35. Usporedba razina mitohondrijske DNA blastociste kod zametaka s razlic¢itim
morfoloskim ocjenama u drugom danu (lijevo) i treem danu razvoja (desno).
Horizontalna crna linija predstavlja medijan raspodjele, a pravokutnici se proteZu od

prvog do treéeg kvartila raspodjele. Tockice oznacavaju individualne blastociste

Nadalje, nijedna od analiziranih skupina blastocista nije pokazivala znacajnu ovisnost
izmedu razina mtDNA blastociste i morfoloSke ocjene zametka u drugom danu razvoja
(Slika 36). Navedeno ukljucuje skupine V5 (p = 0,359), N6 (p = 0,471), V6 (p = 0,690), N6
(p =0329)i A (p = 0,279). Blastociste formirane u petom danu razvoja takoder nisu
pokazale znacajnu ovisnost razina mtDNA i morfoloske ocjene zametka u drugom danu
razvoja (skupina V5 + N5, p = 0,229). Navedeno vrijedi i za blastociste formirane u Sestom
danu razvoja (V6 + N6, p = 0,723), visokokvalitetne blastociste (V5 + V6, p = 0,488) te
niskokvalitetne blastociste (N5 + N6, p = 0,371).
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Slika 36. Usporedba razina mitohondrijske DNA blastociste kod zametaka s razlic¢itim
morfoloskim ocjenama u drugom danu razvoja u skupinama blastocista definiranim
kvalitetom blastociste, danom razvoja potpuno ekspandirane blastociste i ploidijom
blastociste. Horizontalna crna linija predstavlja medijan raspodjele, a pravokutnici se
protezu od prvog do treeg kvartila raspodjele. Tockice oznacavaju individualne
blastociste. ns (nije znacajan): p > 0,05. V5 = visokokvalitetne euploidne blastociste
formirane u petom danu razvoja, N5 = niskokvalitetne euploidne blastociste formirane u
petom danu razvoja, V6 = visokokvalitetne euploidne blastociste formirane u §estom danu
razvoja, N6 = niskokvalitetne euploidne blastociste formirane u Sestom danu razvoja, A =

aneuploidne blastociste

Sli¢no, nijedna od zasebnih skupina blastocista nije pokazala znacajnu ovisnost izmedu
razina mtDNA i morfoloskih ocjena zametka u tre¢em danu razvoja (Slika 37). Navedeno
ukljucuje skupine V5 (p = 0,138), N5 (p = 0,320), V6 (p = 0,844), N6 (p = 0,120)i A (p =
0,112). S druge strane, blastociste formirane u Sestom danu razvoja pokazivale su
znacajne razlike u razinama mtDNA s obzirom na morfolosku ocjenu zametka u trecem
danu razvoja. Konkretno, niskokvalitetne blastociste s morfoloSkom ocjenom vecom ili
jednakom 2,5 imale su znacajno niZe razine mtDNA od ostalih niskokvalitetnih blastocista
(skupina N5+N6, medijani 0,00091 0,0016, p = 0,006). Navedena ovisnost nije pronadena
kod visokokvalitetnih blastocista (V5 + V6, p = 0,268), blastocista formiranih peti dan (V5
+ N5, p = 0,068) i blastocista formiranih Sesti dan (V6 + N6, p = 0,268).
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Slika 37. Usporedba razina mitohondrijske DNA blastociste kod zametaka s razlic¢itim
morfoloskim ocjenama u tre¢em danu razvoja u skupinama blastocista definiranim
kvalitetom blastociste, danom razvoja potpuno ekspandirane blastociste i ploidijom
blastociste. Horizontalna crna linija predstavlja medijan raspodjele, a pravokutnici se
protezu od prvog do treeg kvartila raspodjele. Tockice oznacavaju individualne
blastociste. *: p < 0,05, **: p < 0,01, ns (nije znacajan): p > 0,05. V5 = visokokvalitetne
euploidne blastociste formirane u petom danu razvoja, N5 = niskokvalitetne euploidne
blastociste formirane u petom danu razvoja, V6 = visokokvalitetne euploidne blastociste
formirane u Sestom danu razvoja, N6 = niskokvalitetne euploidne blastociste formirane u

Sestom danu razvoja, A = aneuploidne blastociste

4.8. Ovisnost razine mitohondrijske DNA blastociste o stupnju kompakcije zametka

U ovom istraZivanju ispitana je i ovisnost razina mtDNA blastociste o stupnju kompakcije
zametka u ¢etvrtom danu razvoja. Blastociste s ocjenom kompaktnosti 0 u ¢etvrtom danu
razvoja imale su znacajno niZe razine mtDNA od ostalih blastocista (medijani 0,0007 i
0,0016, p = 0,036). S druge strane, nije pronadena znacajna razlika u razinama mtDNA
kod blastocista s ocjenom kompaktnosti 0,51 1 u Cetvrtom danu razvoja (p = 0,138; Slika

38).

64



0.007 4

0.006

0.005 A

< 0.004 - ~
5 . :
= L
e o
0.003 4 5 & *Y
L] L ] 1° .
L] [] ’
.: % Ll
0.002 v . .“
#.% o *
® e Y .
L)
= o
0.001 Rl i
R 7 ! (] %1%
B f 'f:.-
L]
.
0.000 -
T T T
0 05 .

Kompaktnost zametka (dan 4)

Slika 38. Usporedba razine mitohondrijske DNA blastociste kod zametaka s razli¢itom
kompaktnoS¢u u Cetvrtom danu razvoja. Horizontalna crna linija predstavlja medijan
raspodjele, a pravokutnici se protezu od prvog do treceg kvartila raspodjele. Tockice

oznacavaju individualne blastociste

Navedena korelacija analizirana je i zasebno u svim skupinama blastocista (Slika 39).
Pritom, u navedenu analizu nisu uklju¢ene blastociste formirane peti dan s obzirom da su
sve navedene blastociste u Cetvrtom danu razvoja imale ocjenu kompaktnosti 1. Nijedna
od analiziranih skupina nije pokazala znacajnu ovisnost izmedu razina mtDNA blastociste
i kompaktnosti zametka u ¢etvrtom danu (Vé6: p=0,832,N6: 0,569, A: p = 0,665). Takoder,
navedena ovisnost nije pronadena ni kod svih blastocista formiranih u Sestom danu

(skupina V6 + N6, p = 0,943).
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Slika 39. Usporedba razine mitohondrijske DNA blastociste kod zametaka s razli¢itom
kompaktnos¢u u cetvrtom danu razvoja u blastocistama formiranim u Sestom danu
razvoja i aneuploidnim blastocistama. Horizontalna crna linija predstavlja medijan
raspodjele, a pravokutnici se protezu od prvog do treceg kvartila raspodjele. Tockice
oznacavaju individualne blastociste. ns (nije znacajan): p > 0,05. V6 = visokokvalitetne
euploidne blastociste formirane u Sestom danu razvoja, N6 = niskokvalitetne euploidne

blastociste formirane u Sestom danu razvoja, A = aneuploidne blastociste

4.9. Klasifikacija niskokvalitetnih blastocista pomo¢u razina mitohondrijske DNA

Naposljetku, analiziran je i potencijal razina mtDNA blastociste za klasifikaciju
niskokvalitetnih blastocista. Pritom, uzete su euploidne blastociste formirane u Sestom
danu razvoja budu¢i da blastociste formirane u petom danu razdoblja nisu pokazale
znacajnu korelaciju izmedu razina mtDNA i kvalitete blastociste. Kao moguc¢i prediktori
za kvalitetu blastociste ispitani su svi dostupni parametri zametka. Model koji je
najpreciznije klasificirao blastociste po kvaliteti koristio je dva prediktora: razinu mtDNA
blastociste i morfoloSku ocjenu zametka u tre¢em danu razvoja. Prema navedenom
modelu, udvostrucenje razina mtDNA blastociste smanjuje izglede za niskokvalitetnu

blastocistu 3,43 puta (95 % CI 1,49-12,58, p = 0,0031), pri Cemu se ne uzima u obzir utjecaj
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morfoloSke ocjene zametaka u treCem danu razvoja na kvalitetu blastociste. Takoder,
smanjenje morfoloSke ocjene zametka u treCem danu razvitka za 1 povecalo bi izglede za
niskokvalitetnu blastocistu 3,52 puta (95 % CI 1,24 - 11,80, p = 0,025), pri ¢emu se
ignorira utjecaj razine mtDNA blastociste na kvalitetu blastociste. Navedeni model imao
je preciznost od 63,7 % (senzitivnost 67,3 %, specificnost 61,1 %) i mjeru AUC od 0,734
(95 % CI 0,630-0,837, Slika 40) pri predvidanju niskokvalitetnih blastocista. Model za
klasifikaciju niskokvalitetnih blastocista koji kao jedini prediktor sadrzi razinu mtDNA
blastociste pokazao je preciznost od 61,9 % (senzitivnost 65,7 %, specificnost 57,7 %), s
mjerom AUC od 0,654 (95 % CI 0,535 - 0,773). Pritom, grani¢na vrijednost razine mtDNA
blastociste za Kklasifikaciju niskokvalitetnih blastocista bila je 0,0012. Kada se kao
prediktor za niskokvalitetne blastociste koristila isklju¢ivo morfoloska ocjena zametka u
treCem danu razvoja, navedeni model dosegnuo je preciznost od 61,0 % (specificnost 61,8

%, senzitivnost 60,0 %), s AUC mjerom od 0,658 (95 % CI 0,520 - 0,786).

A)  mtDNA + ocjena (dan 3) (AUC = 0.734) B)  mtDNA (AUC = 0.654)
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Slika 40. Krivulje ROC modela za predvidanje niskokvalitetnih blastocista formiranih u
Sestom danu razvoja koristec¢i A) razine mtDNA blastociste i ocjenu zametka u trecem

danu razvoja i B) iskljucivo razine mtDNA blastociste. AUC = povrSina ispod krivulje
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5. RASPRAVA

Znanstvena istrazivanja mtDNA u ljudskim oocitama i zamecima doS$la su u fokus tek u
posljednja dva desetlje¢a. Rana istrazivanja koja su proucavala vaznost mtDNA u ljudskoj
reprodukciji usmjerila su se na utjecaj kolic¢ine mtDNA u oocitama i ishode oplodnje,
otkrivajuci niZe razine mtDNA u neoplodenim oocitama (Reynierisur. 2001; Van Blerkom
i sur. 1995). Suboptimalna koli¢ina mtDNA u oocitama povezana je s ovarijskom
insuficijencijom i poodmaklom reproduktivnom dobi majke (May-Panloup i sur. 2005),
dok visokokvalitetne oocite s optimalnim brojem mitohondrija pokazuju visi
reproduktivni potencijal (Chappel 2013; Van Blerkom i sur. 1995). Nakon oplodnje,
zametak ovisi o funkciji postoje¢ih mitohondrija i mtDNA naslijedenih iz oocite. Odsutnost
replikacije mtDNA u zamecima, po trenutnim saznanjima, traje od trenutka oplodnje do
stadija predimplantacijske blastociste. Tijekom ovog razdoblja, mtDNA se raspodjeljuje
medu sestrinskim stanicama te se broj kopija mtDNA po stanici smanjuje, sve dok se
replikacija mtDNA ne nastavi kada embrionalne stanice iniciraju diferencijaciju (Chappel

2013; Mertens i sur. 2022; St John i sur. 2010; St John 2014, Thundathil i sur. 2005).

Primarna svrha PGT-A je provjera ploidnosti zametaka stvorenih u IVF postupcima.
Medutim, znacajan udio euploidnih zametaka ne rezultira uspjesnim trudnocama, Sto
upucuje na to da euploidija sama po sebi ne uvjetuje vijabilnost zametka (Luo i sur. 2023).
Osim analize ploidnosti, PGT-A omogucuje i kvantifikaciju mtDNA, ¢ime mtDNA postaje
moguc¢i dodatni biomarker procjene razvojnog potencijala zametaka nastalih IVF
postupcima. Studije koje su istrazivale ulogu mtDNA u predimplantacijskom razvoju
ljudskih zametaka ukazale su na povezanost neoptimalnih razina mtDNA i smanjene
ovarijske rezerve, poodmakle reproduktivne dobi majke i losijih ishoda IVF-a (Cecchino i
Garcia-Velasco 2019; Kim i Seli 2019; Luo i sur. 2023). Visoke razine mtDNA povezuju se
s negativnim utjecajem na razvoj zametaka i smanjenim stopama trudnoce (Fragouli i sur.,
2015; Diez-Juanisur. 2015; Lledo i sur. 2018). S druge strane, smanjena proizvodnja ATP-
ainiske razine mtDNA u oocitama i zamecima takoder mogu nepovoljno utjecati na razvoj

zametaka i ishode trudnoce (Chappel 2013; Chuang i sur. 2023; Van Blerkom i sur. 1995).

Povijesno, gotovo sva istrazivanja koja su promatrala Kkoli¢inu mtDNA u

predimplantacijskim ljudskim zamecima analizirala su blastociste u razlic¢itim
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stupnjevima ekspanzije blastocela te su ukljucivala pacijentice poodmakle reproduktivne
dobi. Takoder, znacajan broj istrazivanja je prikupljao podatke iz razlicitih laboratorija,
koristio razli¢itu geneticku metodologiju ili nije koristio korekcijske faktore za precizno

odredivanje koli¢ine mtDNA.

Za razliku od dosadasnjih istraZivanja, ovaj rad predstavlja rezultate detaljno razradenog
istraZivanja u koje su ukljucene blastociste koje su imali stupanj ekspanzije blastocela 4,
podrijetlom od pacijenata s jasno definiranim osnovnim znacajkama. Posebna paznja je
posvecena uniformnosti pri biopsijama blastocista, odnosno sve blastociste je bioptirao
jedan klinicki embriolog. Ovaj pristup je odabran da se postigne S$to veca dosljednost u
odredivanju trenutka biopsije i ekspanzije blastocela, a samim time poku$a aproksimirati
stani¢nost blastocista tijekom biopsija. Vaznost navedenih parametara ¢e se detaljnije
obrazloZiti tijekom rasprave. Takoder, svi bioptirani uzorci trofoektoderma su analizirani
metodom NGS PGT-A, koja se danas smatra zlatnim standardom zbog svoje osjetljivosti,
preciznosti i brzine (Alyafee i sur. 2021; Brezina i sur. 2013; Brezina i sur. 2016;
Friedenthal i sur. 2016; Russo i sur. 2014), uz koristenje odgovarajucih faktora korekcije

za spol i aneuploidije (Victor i sur. 2017).

5.1. Mitohondrijska DNA blastociste i dob majke

U ovom istraZivanju nisu utvrdene znacajne korelacije izmedu razina mtDNA blastocista
i dobi majke. Za razliku od ovog rada koji je ukljucio Zene mlade reproduktivne dobi (< 35
godina), pojedina istrazZivanja koja su ukljucila Zene mlade i starije reproduktivne dobi
ukazuju na korelaciju izmedu mtDNA blastocista i dobi majke, s ve¢im razinama mtDNA
kod majki starije dobi (Fragouli i sur. 2015; Lledo i sur. 2018). Druga istrazivanja, koja su
takoder ukljucila Zene mlade i starije reproduktivne dobi, sukladno mojim rezultatima,
nisu utvrdila znacajnu svezu (Du i sur. 2021; Klimczak i sur. 2018; Luo i sur. 2023; Wang

isur.2021).

Starenje je povezano sa smanjenjem funkcije mitohondrija, posebno u nerepliciraju¢im
stanicama kao $to su oocite te se starenje smatra glavnim uzrokom opadanja plodnosti u
zena. Neplodnost usko vezana uz reproduktivnu dob ¢esée se povezuje s oocitama loSijeg
reproduktivnog potencijala nego s drugim cCimbenicima kao S$to je endometrijska
receptivnost. Smanjena mitohondrijska funkcija oocite najceSce je posljedica

oksidativnog stresa, delecija i ostalih mutacija u mtDNA. Nakupljanje toc¢kastih mutacija u
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mtDNA oocita je karakteristicno za poodmaklu reproduktivnu dob. Tockaste mutacije
mogu zahvatiti regulatornu regiju mtDNA te tako utjecati na regulaciju transkripcije i
replikacije mtDNA tijekom oogeneze, ili ukoliko dode do uspjeSne oplodnje oocite i
implantacije zametka, mogu utjecati na poslijeimplantacijski razvoj. Pra¢enjem tockaste
mutacije T414G, koja se nalazi u regulatornoj regiji mtDNA, ustanovljeno je da mutacija
zahvaca 4,4 % oocita u Zena od 26 do 36 godina, dok u dobnoj skupini od 36 do 42 godine
ista mutacija zahvaca ¢ak 39,5 % oocita (Barritt i sur. 2000; Chappel 2013). Nadalje,
povecanje incidencije ¢este mitohondrijske 4977 bp delecije povezano je sa starenjem u
raznim tkivima i stanicama, a ista delecija je takoder zabiljeZena kod oocita (Fragouli i sur.
2015). Za razliku od jezgrinog genoma, mitohondrijski genom ima suboptimalnu
mogucnost ispravka DNA (engl. proofreading). Ova karakteristika ¢ini mtDNA ranjivom
na akumulaciju mutacija odnosno delecija te se akumulacija Stetnih mutacija u mtDNA
oocita povezuje s dobno vezanim padom plodnosti. IstraZivanja koja su pratila odnos
mtDNA zametaka i dobi majke ukazuju da poodmakla reproduktivna dob moZe znacajno
utjecati na kolicine i kvalitetu mtDNA zametaka, $to je posebno izraZeno nakon 36. ili 37.
godine Zivota (Chappel i sur. 2013; Fragouli i sur. 2015; Woods i sur. 2018). Nepostojanje
korelacije izmedu razine mtDNA blastocista i dobi majke u ovom radu moze se objasniti
¢injenicom da su u istrazivanje uklju¢ene Zene mlade od 35 godina, ¢ime su izbjegnuti

moguci negativni u¢inci poodmakle reproduktivne dobi majke na mtDNA zametaka.

5.2. Mitohondrijska DNA blastociste i spolni kromosomi zametka

Promatraju¢i sve zametke i skupine blastocista, nije utvrdena znacajna korelacija u
razinama mtDNA kod zametaka s kromosomima XX u odnosu na zametke s kromosomima
XY. Rezultati mog istraZivanja su u skladu s zapaZanjima ostalih autora koji nisu ustanovili
korelaciju izmedu koli¢ine mtDNA blastocista i spola zametaka (Chuang i sur. 2023; Lledo
i sur. 2018; Lukaszuk i Podolak 2022). Dobivene rezultate moZemo pokusati objasniti
dosadasSnjim saznanjima o nasljedivanju mitohondrijskog genoma kod ljudi.
Mitohondrijski genom ranog zametka definiran je mitohondrijskim genomom
nasljedenim od oocite (Chappel 2013). Tijekom oplodnje, spermiji ¢e odrediti spol
zametka, ali neCe imati utjecaj na mtDNA nakon oplodnje jer je nasljedivanje
mitohondrijskog genoma maternalno i zametak ne nasljeduje mtDNA spermija (Chappel
2013). Spolni kromosomi ne bi trebali imati utjecaj ni na razine mtDNA tijekom
predimplantacijskog razvoja zametka jer je u ovom vremenskom razdoblju replikacija
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mtDNA odsutna. Drugim rijeCima, kolicina mtDNA ranih zametaka je vjerojatno odredena

prije nego spermij oplodi oocitu.

5.3. Mitohondrijska DNA blastociste i morfologija razvojnih stadija zametaka koji

su prethodili stadiju blastociste (dan-2, dan-3 i dan-4)

Kada sam usporedio razine mtDNA blastocista sa stupnjem fragmentacije dan-2 i dan-3
zametaka, nisam pronaSao korelaciju. Ovaj nalaz nije iznenadujuli jer je stupanj
fragmentacije kod vecine zametaka ukljuCenih u ovo istraZivanje bio blag, pri ¢emu je
veCina zametaka imala stupanj fragmentacije manji od 10 %. Samo su tri zametka imala
umjereni stupanj fragmentacije, u rasponu od 10 % do 25 %, a niti jedan zametak nije
imao stupanj fragmentacije veci od 25 %. Potencijalna korelacija izmedu sadrZzaja mtDNA
zametka i stupnja fragmentacije trebala bi se dodatno istraZiti u budu¢im istraZivanjima
koja bi ukljucila zametke s viSim stupnjem fragmentacije odnosno zametke sa umjerenom
i teSkom fragmentacijom. Moguéi utjecaj stupnja fragmentacije na koli¢inu mtDNA

zametka ¢e se dodatno raspraviti u hipotezi u potpoglavlju 5.5.

Analizirajuc¢i korelaciju mtDNA blastocista i morfoloske ocjene stani¢nih stadija
zametaka, otkrio sam da zameci loSe kvalitete, ocjenjeni niZze od 2-3 (2,5), imaju
tendenciju razvoja u blastociste s niZim razinama mtDNA. Dodatno, morfoloSka ocjena
dan-3 zametaka istaknula se kao prediktor za niskokvalitetne dan-6 blastociste, odnosno
primijec¢eno je da pad ocjene dan-3 zametka za 1 povecava vjerojatnost razvoja zametka
u niskokvalitetnu dan-6 blastocistu za 3,52 puta. Nadalje, promatraju¢i dan-4 zametke,
zabiljeZio sam da blastociste koje nisu zapocele proces kompakcije u ¢etvrtom danu imaju
znacajno niZe razine mtDNA od ostalih blastocista. Pregledom dostupne literature nisam
pronasao istrazivanja koja opisuju ovisnost razina mtDNA blastocista i morfoloskih
karakteristika dan-2, dan-3 i dan-4 zametaka te korelacije identificirane u ovom
istraZivanju predstavljaju nov nalaz. Navedena zapaZanja o odnosu mtDNA i morfologije
razvojnih stadija zametaka koji su prethodili stadiju blastociste sugeriraju povezanost
razine mtDNA i neoptimalnog morfoloSkog razvoja zametaka. Istrazivanja koja su pratila
odnos koli¢ine mtDNA u uzgojnom mediju i morfologije zametaka ustanovila su vise
razine “slobodne“ mtDNA u mediju niskokvalitetnih zametaka, Sto sugerira vecu
podloZnost niskokvalitetnih zametaka stani¢nih stadija gubitku mtDNA (Alikani i sur.
2000; Razik i sur. 2016; Zhang i sur. 2021).
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5.4. Mitohondrijska DNA blastociste i dan razvoja potpuno ekspandirane

blastociste

[strazujuci ovisnost razina mtDNA i dan razvoja potpuno ekspandirane blastociste, dobio
sam znacajno viSe razine mtDNA kod euploidnih dan-5 blastocista u odnosu na euploidne
dan-6 blastociste. Ovaj rezultat je u skladu s rezultatima drugih istraZivanja koja su pratila
razine mtDNA kod dan-5 i dan-6 blastocista i utvrdila viSe razine mtDNA kod dan-5
blastocista (Chuang i sur. 2023; Klimczak i sur. 2018; Lledo i sur. 2018; Lukaszuk i
Podolak 2022; Luo i sur. 2023; Wang i sur. 2021; Wu i sur. 2021). VazZno je napomenuti
da je ovo prvo istrazivanje koje je utvrdilo ovaj nalaz kod euploidnih blastocista
bioptiranih pri stupnju ekspanzije blastocela 4. Nedavno istrazivanje koje je provedeno
kod blastocista bioptiranih pri stupnju ekspanzije blastocela 5, potvrduje moje rezultate

(Chuang i sur. 2023).

Vece razine mtDNA dan-5 blastocista u odnosu na mtDNA dan-6 blastociste znanstvenici
objasnjavaju s dvije hipoteze. Prva hipoteza pronalazi objasnjenje u “razvodnjavanju“
mtDNA, odnosno govori da je razina mtDNA ovisna o broju stani¢nih dioba koje su
prethodile biopsiji zametka (Lledo i sur. 2018). Druga hipoteza se oslanja na saznanja o
nasljedivanju mtDNA te govori da dan-6 blastociste nastaju od oocita sa suboptimalnim
razinama mtDNA koje uvjetuju sporiji razvoj zametaka te takvi zameci trebaju dodatno

vrijeme za dovrSetak blastulacije (Wu i sur. 2021).

5.5. Mitohondrijska DNA blastociste i morfologija euploidne blastociste

Usporedujuci razine mtDNA izmedu svih euploidnih visokokvalitetnih i niskokvalitetnih
blastocista, neovisno o danu formiranja blastocista, uofio sam znacajno viSe razine
mtDNA kod visokokvalitetnih blastocista. Rezultati dosadasnjih istraZivanja na ovu temu
su oprecni. Pojedina istrazZivanja nisu ustanovila korelaciju izmedu razina mtDNA i
morfoloskih karakteristika blastocista (Lledo i sur. 2018; Lukaszuk i Podolak 2022; Luo i
sur. 2023; Wu i sur. 2021), ili su ustanovila korelaciju ali ne kod euploidnih blastocista
(Klimczak i sur. 2018), dok je dio istraZivanja, suprotno rezultatima mog rada, povezao

niZe razine mtDNA s trofoektodermom vise kvalitete (Wang i sur. 2021).

Usporedba izmedu istrazivanih skupina u ovom radu otkrila je znacajno niZe razine

mtDNA kod niskokvalitetnih dan-6 blastocista u odnosu na ostale skupine. Ovo je prvo
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istraZivanje koje je detektiralo niZe razine mtDNA kod euploidnih niskokvalitetnih dan-6
blastocista te rezultati imaju veci znacaj s obzirom da su sve blastociste bioptirane pri
istom stupnju ekpanzije blastocela. Nedavno istraZivanje koje je proucavalo ishod IVF
postupka nakon prijenosa euploidnih dan-6 blastocista pokazalo je niZe razine mtDNA
kod blastocista ¢iji su prijenosi u materiste imali negativne ishode (Chuang i sur. 2023).
Navedeni rezultati se mogu povezati s rezultatima ovog rada koji ukazuju da su niZe razine
mtDNA povezane s niZom kvalitetom dan-6 blastocista odnosno s blastocistama loSije
morfologije i smanjenog reproduktivnog potencijala. Takoder, u ovom istraZivanju razina
mtDNA se pokazala kao jedan od prediktora za kvalitetu blastociste. Udvostrucenjem
razina mtDNA blastociste smanijili su se izgledi za niskokvalitetnu blastocistu 3,43 puta, a
navedeni model je imao preciznost od 61,9 % pri predvidanju niskokvalitetnih
blastocista. Navedeni rezultati u¢vrScuju svezu izmedu niZih razina mtDNA i niZe

morfoloske kvalitete blastocista.

5.6. Moguce objasnjenje korelacije razine mtDNA i morfoloske ocjene te kinetike

razvoja zametaka

Korelacija izmedu razina mtDNA i morfoloske ocjene te kinetike razvoja zametka
dobivena u ovom istraZivanju mogla bi se objasniti postoje¢im hipotezama, ili njihovim
kombiniranim djelovanjem, odnosno brojem stani¢nih dioba koje su prethodile biopsiji
(Lledo i sur. 2018) i podrijetlom blastocista sporije kinetike razvoja od oocita sa
suboptimalnim razinama mtDNA (Wu i sur. 2021). Dodatna hipoteza, temeljena na
rezultatima ovog rada i detaljnoj analizi razvoja zametaka ukljuenih u istrazivanje nudi

objasnjenje povezano s neoptimalnim predimplantacijskim razvojem zametaka.

Optimalna morfologija stani¢nih stadija zametka definirana je odgovaraju¢im brojem
blastomera podjednakog volumena (Alpha Scientists in Reproductive and Embryology
2011). Drugim rijeCima, klju€ni parametri za ocjenjivanje zametaka u stani¢nim stadijima
su broj blastomera i simetrija stanicnih dioba. Vjeruje se da tijekom najranijih stani¢nih
dioba ukupna koli¢cina mtDNA zametka ostaje stabilna jer se mitohondriji i mtDNA iz
oocite pravilo raspodjeljuju medu blastomerama (Cecchino i Garcia-Velasco 2019; De
Munck i sur. 2019; Hashimoto i sur. 2017), odnosno svakom stanicnom diobom mtDNA
se “razvodnjava“ medu sestrinskim blastomerama dok ukupna koli¢ina mtDNA zametka

nasljedena od oocite ostaje postojana zbog odsustva replikacije mtDNA. Primarni razlozi
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niskih morfoloskih ocjena niskokvalitetnih zametaka koji su uklju¢eni u ovo istraZivanje
su bili asimetrija blastomera i odstupanje od idealnog broja blastomera. Asimetri¢ne
diobe u predimplantacijskim zamecima cesto su popracene fragmentacijom, zastojem u
razvoju i stanicnom smrti embrionalnih stanica. Asimetri¢ne stani¢ne diobe rezultiraju
blastomerama nejednakog volumena, Sto bi moglo utjecati na asimetri¢nu raspodjelu
mitohondrija i mtDNA unutar zametka. To moZe dovesti do smanjenog ili povecanog
mitohondrijskog bazena (engl mitochondrial pool) sestrinskih blastomera, Sto
posljedi¢no utjec¢e na buduce generacije stanica. Ovaj uc¢inak bi mogao biti izraZeniji ako
se asimetriCne stani¢ne diobe dogadaju tijekom najranijih dioba zametka, osobito ako se
obrazac asimetricnih dioba nastavi u kasnijim generacijama stanica. Dodatno,
fragmentacija, zastoj u razvoju, i stanicna smrt jedne ili viSe embrionalnih stanica,
odnosno blastomera, mogu rezultirati gubitkom mtDNA ranog zametka. Posljedi¢no, ako
se blastocista formira nakon navedenih dogadaja i gubitaka moZemo ocekivati da
preostala mtDNA nece odraZavati pocetnu kolicinu mtDNA zametka. Moguce je da
asimetri¢ne stani¢ne diobe, koje rezultiraju asimetricnom raspodjelom mitohondrija te
gubitak mtDNA usljed fragmentacije zametka, zastoja u razvoju blastomera i stani¢ne
smrti, pojedinacno ili u sinergiji, mogu uzrokovati alteracije razina mtDNA u zamecima,
mozaicizme u raspodjeli mitohondrija i mtDNA te varijabilnost kvantitativnih i

kvalitativnih osobina mtDNA medu embrionalnim stanicama.

U prilog ovoj hipotezi idu istraZivanja koja su ukazala da fragmenti blastomera,
ukljuCujuci apoptic¢na tijela i anuklearne citoplazmatske dijelove, otpuStaju mtDNA u
sekretom zametka. Dokazana je znacajna korelacija izmedu koli¢cine mtDNA u uzgojnom
mediju i morfoloSke ocjene te stupnja fragmentacije stani¢nih zametaka, pri ¢emu su vise
razine mtDNA zabiljezene u mediju niskokvalitetnih zametaka u wusporedbi s
visokokvalitetnim zamecima, Sto sugerira vec¢u podloZnost niskokvalitetnih zametaka
gubitku mtDNA (Alikani i sur. 2000; Razik i sur. 2016; Zhang i sur. 2021). Nadalje, studija
koje je pratila dinamiku raspodjele mtDNA unutar osmostani¢nih zametaka, otkrila je
znacajne varijacije mtDNA medu blastomerama istog zametka (Lin i sur. 2004).
[straZivanja temeljenja na transmisijskoj elektronskoj mikroskopiji (engl. transmission
electron microscopy; TEM), dokazala su manju koli¢inu mitohondrija u fragmentiranim,
nize kvalitetnim blastomerama u usporedbi s morfoloski urednim blastomerama (Chi i
sur. 2011) te je TEM metodom detektirano da su mitohondriji najzastupljeniji organeli u
citoplazmatskim fragmentima (Halvaei i sur., 2016).
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Nadalje, ljudsku vrstu karakterizira Siroka raznolikost mtDNA, osim varijacija izmedu
pojedinaca, postoje varijacije unutar istog organizma, pa c¢ak i unutar tkiva i izmedu
pojedinih stanica. Istrazivanja ukazuju da heteroplazmija mtDNA utjece na koliCine
mtDNA unutar stanica te mozda postoji veza izmedu heteroplazmije mtDNA i nepovoljnih
ishoda IVF zahvata (Mertens i sur. 2022; Lledo i sur. 2018; Van Der Kelen 2024; Zhang i
Wu 2023). Heteroplazmija mtDNA oocite moZe opstati i nakon oplodnje te se moZe
zadrZati tijekom embrionalnog razvoja odnosno moZe pratiti pojedinca kroz ¢itav Zivotni
vijek. Patogene varijante mtDNA su Cesto prisutne kod zdravih ljudi te je udio patogenih
varijanti pribliZzno 2 % u odnosu na ukupnu koli¢inu mtDNA. Sekvenciranje je otkrilo da
mtDNA pribliZno 50 % oocita varira u usporedbi sa mtDNA sestrinskih oocita te da oocite
sadrZe varijante mtDNA jedinstvene samo za njih. Jedinstvene varijante Cesto uzrokuju
promjene u rRNA i tRNA genima i njihov patogeni ucinak je vjerojatno ogranicen
¢injenicom da je njihov udio u mtDNA gotovo uvijek ispod 5 %. Medutim, zabiljeZen je pad
patogenih varijanti mtDNA izmedu treceg i petog dana razvoja zametka, Sto upucuje na
postojanje selektivnih mehanizama koji filtriraju patogene varijante mtDNA (Mertens i
sur. 2022, Lledo i sur. 2018). ZabiljeZeni pad, odnosno potencijalna filtracija patogenih
varijanti bi mogla utjecati na ukupnu koli¢inu mtDNA zametka i smanjiti kolicinu mtDNA
u zamecima sa poviSenim postotkom patogenih varijanti. Ovaj utjecaj bi mogao biti
izraZzeniji kod zametaka podrijetlom od oocita koje imaju veci postotak negativnih
mutacija mtDNA. [ako, izgledno je da filtracija patogenih varijanti ima relativno blag
utjecaj na kolicinu mtDNA zametka zbog niskog udjela patogenih varijanti u odnosu na

ukupnu koli¢inu mtDNA.

5.7. Mitohondrijska DNA blastociste i ploidija blastociste

Usporedujuci razine mtDNA svih euploidnih i aneuploidnih blastocista nisam uocio
statisticki znacajnu razliku. Ovaj rezultat ne potvrduje jednu od pocetnih hipoteza
istraZivanja, odnosno ovisnost kolicine mtDNA i ploidije zametka. Do sada provedena
istrazivanja koja su usporedivala razine mtDNA euploidnih i aneuploidnih blastocista
Cesto imaju oprecne rezultate, neki autori su pronasli statisticki znacajne razlike (de Los
Santos i sur. 2018; Fragouli i sur. 2015; Klimczak i sur. 2018; Luo i sur. 2023; Wang i sur.
2022), dok ostali nisu (Du i sur. 2021; Victor i sur. 2017). Victor i sur. (2017) proucavali
su ovisnost mtDNA o ploidiji zametaka paralelno koriste¢i dvije platforme, NGS PGT-A i

gPCR te njihovi rezultati nisu pokazali ovisnost mtDNA o ploidiji blastocista.
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Diskrepancije dosadasnjih istrazivanja objaSnjavaju tvrdnjom da veliki broj studija
koristi podatke iz viSe klinika, aglomerirajuci sve rezultate te ostaje nejasno odgovaraju li
aglomerirani rezultati rezultatima pojedinacnih istrazivanja. Napominju i da precizno
odredivanje razine mtDNA zahtjeva koristenje faktora korekcije, odnosno da se pri
izracunu razine mtDNA mora uzeti u obzir sastav genoma koji se analizira, dok brojna
istraZivanja nisu uzela u obzir faktore korekcije. Ukoliko se ne koriste odgovarajuci faktori
korekcije za spol i aneuploidije, rezultati PGT-A nece biti precizni te mogu dovesti do

pogresnih zakljucaka.

DosadaSnja istrazivanja pokazala su da IVF zameci imaju visoke ukupne stope
aneuploidije, viSe od 50 % (Morris i sur. 2021; Schaeffer i sur. 2018). Dob majke ve¢ se
dugo smatra najznacajnijim C¢imbenikom u etiologiji aneuploidije te je poznato da
odredeni postotak aneuploidija zametaka nastaje zbog gresSaka tijekom sazrijevanja
gameta, odnosno prije oplodnje. Aneuploidija zahvaéa pribliZzno 10-25 % oocita Zena u
ranim tridesetim godinama, dok se postotak aneuploidije povecava na viSe od 50 % u
oocitama Zena starijih od 40 godina (Martin 2008; Thomas i sur. 2021). Vecina
istrazivanja na ovu temu provedena je kod pacijentica koje su prolazile kroz IVF postupke
i koje su dobivale terapiju hormonima u svrhu stimulacije jajnika te su zbog toga ovi
postotci vjerojatno veci nego u prirodnim ciklusima. Kod oocita, 90-95 % poremecaja
odnosi se na numericke poremecaje kromosoma, dok se 5-10 % odnosi na strukturne
poremecaje. Za razliku od oocita vecina kromosomskih poremecaja spermija je
strukturne prirode. Najveca pojavnost poremecaja u oocitama odnosi se na kromosome
21122, koji su ujedno i najmanji ljudski kromosomi te kromosom 16, dok je u spermijima
najveca incidencija poremecaja kromosoma 21, 22 i spolnih kromosoma (Battaglia i sur.
1996; Martin 2008; Pellestor i sur. 2002). Zanimljivo, u naSem istrazivanju 13
aneuploidnih blastocista (priblizno 38 %) bilo je zahvaceno poremecajima koje su se

odnosile na kromosome 21, 22, 16 ili spolne kromosome.

Malo je vjerojatno da aneuploidije nastale nakon oplodnje doprinose ukupnoj razini
mtDNA zametka, jer je tijekom ranog razvoja zametaka sisavaca ekspresija faktora
replikacije mtDNA jako niska ili odsutna (May-Panloup i sur. 2005; Spikings i sur. 2007;
Thundathil i sur. 2005). lako, ne moZemo u potpunosti iskljuciti postojanje nekih do danas
nepoznatih mehanizama, kojima bi aneuploidni zameci nadoknadili odredene nedostatke

preuranjenom replikacijom mtDNA. S druge strane, aneuploidije nastale prije oplodnje
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mogle bi imati utjecaj na mtDNA zametka. [strazivanje koje je usporedivalo razine mtDNA
izmedu euploidnih i aneuploidnih oocita detektiralo je vece razine mtDNA kod
aneuploidnih oocita kojima su otkrivene greSke u mejozi. Autori objasSnjavaju da se
tijekom mejoze I mitohondriji nakupljaju i pravilno rasporeduju u blizini mejotskog
vretena. Ukoliko mitohondriji imaju smanjenu funkcionalnost, kao posljedicu poodmakle
reproduktivne dobi majke, oksidativnog stresa, ili nekog drugog Cimbenika, broj
mitohondrija se povecava te mitohondriji na taj na¢in pokusavaju nadoknaditi svoje
funkcionalne nedostatke. Ovi Cimbenici mogu utjecati na greSke pri segregaciji
kromosoma tijekom mejoze (Parks i sur. 2021). Dosadasnja istrazivanja ukazuju da je
poodmakla reproduktivna dob majke vodeci uzrok funkcionalnih nedostataka oocita te je
njen utjecaj na incidenciju aneuploidije oocita najizraZeniji nakon 35. godine Zivota
(Mikwar i sur. 2020; Wang i sur. 2023). S povec¢anjem reproduktivne dobi, oocite postaju

sklonije mejotskim greSkama koje rezultiraju aneuploidijom oocita (Huang i sur. 2024).

UocCeni izostanak Kkorelacije razina mtDNA u odnosu na ploidiju zametka u mom
istraZivanju mogao bi se objasniti sljede¢im. Poodmakla reproduktivna dob vodedi je
uzrok aneuploidija u oocitama (Mikwar i sur. 2020; Wang i sur. 2023), dok su oocite Zena
mlade reproduktivne dobi manje podloZne mejotskim greSkama odnosno imaju manje
stope aneuploidije (Huang i sur. 2024; Thomas i sur. 2021). S obzirom da je pocetna
kolicina mtDNA zametka definirana onom naslijedenom iz oocite (Chappel 2013) i da se
visok udio aneuploidija zametaka dogada tijekom prve tri mitotske diobe zametka (Lee i
Kiessling 2017; Mantikou i sur. 2012), moguce je da kod Zena mlade reproduktivne dobi
aneuploidije zametaka Cesto imaju podrijetlo od mitotskih gresaka tijekom najranijeg
embrionalnog razvoja, odnosno da nastaju nakon oplodnje. Po dosadasnjim saznanjima,
mala je vjerojatnost da aneuploidije nastale nakon oplodnje mogu utjecati na koli¢inu
mtDNA ranog zametka zbog odsutnosti replikacije mtDNA (Chappel 2013; Mertens i sur.
2022; St John i sur. 2010; St John 2014, Thundathil i sur. 2005).

5.8. Mitohondrijska DNA kao novi biomarker pri selekciji zametka nastalih u

postupcima izvantjelesne oplodnje

UzevsSi u obzir nasljedivanje mtDNA i njeno “razvodnjavanje” tijekom ranog embrionalnog
razvoja te cCinjenicu da broj stanica koje ¢ine blastocistu moZe znacajno varirati

(Hardarson i sur. 2003; Iwasawa i sur. 2019), indikativno je da broj stanica unutar
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zametka u trenutku biopsije ima ulogu pri interpretaciji razine mtDNA. Drugim rijec¢ima,
pri svakoj stani¢noj diobi zametka, nDNA se replicira te se ukupna kolicina nDNA
udvostrucCuje, dok ukupna kolicina mtDNA ostaje postojana zbog odsutnosti njene
replikacije. Budu¢i da se tijekom najranijih stani¢nih dioba mtDNA raspodjeljuje medu
sestrinskim stanicama, svakom generacijom stani¢nih dioba dolazi do promjene omjerna
mtDNA i nDNA (2:1 u korist nDNA). Iz toga proizlazi da biopsija iste blastociste daje
razli¢it omjer mtDNA/nDNA (razinu mtDNA) ovisno o stani¢nosti blastociste, odnosno o
broju stani¢nih dioba kroz koje su prosle stanice zametka. Stoga je moguce da se koli¢ina
mtDNA mozZe krivo interpretirati ukoliko nam nije poznata stani¢nost zametka te se
kolicina mtDNA trenutno ne moZe pouzdano koristiti kao dodatni biomarker pri selekciji
IVF zametaka. Ipak, vjerujem da mtDNA u budué¢nosti ima veliki potencijal kao dodatni
biomarker pri selekciji IVF zametaka. lako, potrebna je revizija metodologije prije nego se
metoda implementira u dijagnosticke svrhe. Revizija metodologije trebala bi ukljuciti
razvoj nove tehnologije koja bi odredila stani¢nost blastociste neposredno prije biopsije
zametka, standardizaciju protokola i metodologije koja se koristi pri odredivanju koli¢ine

mtDNA te obvezno koriStenje faktora korekcije za spol i moguce aneuploidije zametaka.

[straZivanja (Chappel 2013; Diez-Juan i sur; 2015; Fragouli i sur. 2015; May-Panloup i
sur. 2005; Lledo i sur. 2018; Reynier i sur. 2001) ukazuju da kolicina mtDNA u oocitama i
zamecima korelira s uspjeSnosti oplodnje, dinamikom razvoja i morfoloSkim
karakteristikama zametaka. Takoder, navedena istrazivanja ukazuju da oboje, niske i
visoke razine mtDNA mogu nepovoljno utjecati na razvoj zametaka ili stope trudnoce.
Navedeni rezultati, kao i rezultati ovog istraZivanja su u suprotnosti sa vjerovanjem nekih
autora da niske razine mtDNA povoljno utjeCu na reproduktivni potencijal zametaka te da
su jedino visoke razine mtDNA indikacija loSijeg reproduktivnog potencijala (Diez-Juan i
sur. 2015; Fragouli i sur. 2015). Temeljem dobivenih rezultata, potrebno je uspostaviti
referentne vrijednosti kolicine mtDNA, odnosno zonu optimalne koli¢ine mtDNA koja bi
bila specificna za svaku razvojnu fazu IVF zametaka. Vjerujem da bi razvojem specificnih
referentnih vrijednosti koliCine mtDNA, s definiranim donjim i gornjim granicama,
izraCunatim za svaki razvojni stadij zametka, mogli dobiti vrijedan novi biomarker pri
selekciji IVF zametaka. Pouzdana metodologija za odredivanje omjera mtDNA i nDNA ve¢
postoji, kao i faktori korekcije. Najveca prepreka ostvarenju ovog cilja je izracunavanje

stanic¢nosti blastociste.
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Ljudskim okom uz pomo¢ mikroskopa, teSko je, nepouzdano i vremenski zahtjevno
izraCunati stani¢nost blastociste. U svrhu izrac¢unavanja stani¢nosti blastociste trebao bi
se razviti specijalizirani racunalni program koji bi uz pomoc¢ umjetne inteligencije (engl
artificial intelligence; Al) i mikroskopske optike neposredno prije biopsije detektirao broj
stanica unutar zametka. [ako ovakav specijalizirani program trenutno ne postoji, s
obzirom na danasnju tehnologiju, odnosno napredak Al-a, kvalitetu mikroskopske optike
i standardno korisStenje kamera visoke rezolucije u time-lapse inkubatorima (Desai i sur.
2014; Giménez i sur. 2023) i ostaloj IVF mikroskopiji (Palter i sur. 2016), moguce je
inkorporirati slican ra¢unalni program u sustave koji se upotrebljavaju pri vizualizaciji
zametaka u IVF laboratoriju. Sli¢ni racunalni programi koji odreduju karakteristike i
brojnost stanica ve¢ postoje te se koriste u IVF laboratorijima (Jiang i sur. 2023),
sustavima za automatiziranu analizu ejakulata (Cherouveim i sur. 2023; Goss i sur. 2024;

Tsai i sur. 2020) i brojnim drugim granama biologije (Ali i sur. 2025; Liu i sur. 2025).
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6. ZAKLJUCCI

U ovom istrazivanju analizirani su bioinformaticki podaci prikupljeni embrioloskim
pracenjem morfokinetskog razvoja 159 blastocista nastalih u postupcima MPO i
dijagnostickom postupkom predimplantacijskog geneti¢kog testiranja za aneuploidiju.
Ovo je prvo istrazivanje koje je isklju¢ivo analiziralo mtDNA blastocista sa stupnjem
ekspanzije blastocela 4. Jasno definirani kriteriji uklju¢enja uz ogranicenje dobi majke (<

35 godina) te konzistentnost biopsija daju vecu specifi¢nost rezultatima.
S obzirom na dobivene rezultate zakljucci su sljedeci:

1. Kod Zena koje nisu u poodmakloj reproduktivnoj dobi (< 35 godina), dob majke nema
znacajan utjecaj na kolicinu mtDNA blastociste, ploidiju blastociste, kvalitetu te dan
nastanka blastociste. Nadalje, spolni kromosomi nemaju znacajan utjecaj na razinu

mtDNA blastociste, ploidiju blastociste, kvalitetu i dan nastanka blastociste.

2. Niskokvalitetni zameci, ocjenjeni nize od 2-3 (2,5), imaju tendenciju razvoja u
blastociste s niZom koli¢cinom mtDNA. Morfoloska ocjena dan-3 zametaka istaknula se kao
prediktor za niskokvalitetne dan-6 blastociste. Nadalje, blastociste koje nisu zapocele
proces kompakcije u cetvrtom danu pokazale su znacajno niZe razine mtDNA od

blastocista koje su zapocele kompakciju i onih ¢iji je cijeli volumen u kompakciji.

3. Dan-5 blastociste imaju znacajno vise razine mtDNA od dan-6 blastocista, neovisno o
morfoloskoj kvaliteti blastociste; visokokvalitetne blastociste imaju znacajno viSe razine
mtDNA od niskokvalitetnih blastocista, neovisno o danu nastanka blastociste;
niskokvalitetne dan-6 blastociste imaju znacajno niZe razine mtDNA u odnosu na
visokokvalitetne dan-5 blastociste, niskokvalitetne dan-5 blastociste i visokokvalitetne

dan-6 blastociste.

4. Korelacija izmedu kolicine mtDNA i morfoloSke ocjene te kinetike razvoja zametaka
dobivena u ovom istraZivanju mogla bi se objasniti brojem stani¢nih dioba koje su
prethodile biopsiji i podrijetlom spororastucih zametaka od oocita sa suboptimalnim
razinama mtDNA. Dodatno, asimetricne stani¢ne diobe tijekom predimplantacijskog
razvoja mogle bi rezultirati asimetricnom raspodjelom mitohondrija unutar zametka te je

mogu¢ gubitak mtDNA kao posljedica fragmentacije, zastoja u razvoju i smrti
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embrionalnih stanica. Posljedicno, ako se blastocista razvije nakon navedenih dogadaja i
gubitaka, moZe se ocekivati da preostala mtDNA nece odraZavati pocetnu koli¢cinu mtDNA

zametka.

5. Nije utvrdena znacajna razlika izmedu razina mtDNA euploidnih i aneuploidnih
blastocista. Moguce objasnjenje ovog rezultata leZi u zakonitostima maternalnog
nasljedivanja mtDNA, podrijetlu aneuploidije zametka i ¢injenice da oocite Zena mlade
reproduktivne imaju niZe stope aneuploidije i negativnih mutacija mtDNA. Izgledno je da
visoki udio aneuploidija u zamecima Zena mlade reproduktivne dobi nastaje zbog
mitotskih greSaka tijekom najranijeg embrionalnog razvoja, odnosno da su nastale nakon
oplodnje. Zbog odsutnosti replikacije mtDNA, koja zapocinje tek kada embrionalne
stanice iniciraju diferencijaciju, malo je vjerojatno da ¢e aneuploidije nastale nakon
oplodnje znacajno utjecati na kolicinu mtDNA zametka tijekom ranog embrionalnog

razvoja.

6. Kolicina mtDNA trenutno nije pouzdan dodatni biomarker pri selekciji zametka
nastalih u postupcima I[VF-a, iako, potencijal za njenu klinicku primjenu postoji.
Detekcijom stanic¢nosti blastociste i razvojem specifi¢nih referentnih vrijednosti razina
mtDNA, sa definiranim donjim i gornjim granicama, mogli bi dobiti vrijedan novi

biomarker pri selekciji IVF zametaka.
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