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1. UVOD

Muska neplodnost rastu¢i je javnozdravstveni problem koji pogada jednog od 20
muskaraca u zapadnjackoj populaciji (1). Iako su napori uloZeni u istrazivanje toga problema
golemi, velik broj podlijezu¢ih uzroka ostaje nepoznat. Mnoge studije usmjerile su se na
istrazivanje genetskih uzroka koriste¢i misji model (2) ili kroz sekvenciranje gena koristeci
DNA neplodnih muskaraca (3). Razvitkom tehnologije te uvidanjem da brojna stanja, poput
raka, neuroloskih i imunoloskih poremecaja, pa ¢ak i starenja, imaju podlogu u epigenetskim
promjenama (4, 5), pretpostavilo se kako je vjerojatnost da epigenetske promjene utjeu na
musku plodnost velika. Spermatogeneza je proces koji zahtijeva preciznu i strogu regulaciju,
pa ne iznenaduje da su u regulaciju ukljuceni epigenetski mehanizmi i da njihovi poremecaji
mogu dovesti do neplodnosti. Neki od dogadaja i procesa koji su vezani za spermatogenezu
epigenetskom regulacijom su kondenzacija kromosoma, formiranje XY tijela, utiSavanje
retrotranspozona i kondenziranje DNA u jezgru spermija. Kako se vrlo vazan dio epigenetskih
promjena mora odviti po vremenski i prostorno visoko reguliranom planu tijekom razvoja
spolnih stanica (6), moze se ocekivati da dio uzroka muske neplodnosti korijene ima u
poremecajima razvoja tijekom embrionalnog i fetalnog Zivota. Dinamika epigenetickih
promjena, tzv. epigeneticko reprogramiranje, u razvoju zametnih stanica misa djelomicno je
poznato, dok je u Stakora i Covjeka slabije ili vrlo slabo istrazeno, uglavnom zbog tesko
dostupnog ljudskog materijala. Tako DNA demetilacija genoma zametnih stanica prati sli¢ne
obrasce u glodavaca i ljudi, no ponovno uspostavljanje DNA metilacijskih obrazaca, tzv. de
novo DNA metilacija odvija se u znatno razli¢itim vremenskim razdobljima te je u neraskidivoj
vezi s kontrolom stani¢nog ciklusa zametnih stanica. Potonji proces relativno je rasvijetljen u
misa, dok za Stakore i ljude postoji samo nekoliko istrazivanja (7-10). Poznavanje normalnog
razvoja te razdoblja u kojima se odvijaju epigenetske promjene i promjene stani¢nog ciklusa
muskih spolnih stanica rasvijetlile bi razdoblja trudno¢e u kojima vanjski utjecaji preko

epigenetske regulacije mogu imati najjaci uéinak na daljnji razvoj muske neplodnosti.

1.1. Razvoj sjemenika

Glavna funkcija sjemenika je produkcija spermija i androgena. Ta funkcija, a time i
cjelokupno musko reproduktivno zdravlje ovisi o normalnom razvoju spolnih i somatskih

stanica. Spolne zlijezde odraslih, sjemenici i jajnici, po¢inju razvoj kao spolni nabori, dvije



duguljaste i tanke embrionalne strukture koje se protezu kranio-kaudalno na dorzalnoj strani
celomskog epitela preko mezonefrosa (11). Kaskada koja zapocinje na regiji koja odreduje spol
(engl. sex determining region, SRY) na'Y kromosomu dovodi do usmjeravanja nediferenciranih
somatskih stanica u Sertolijeve, koje potom kontroliraju daljnji razvoj u smjeru specifi¢nom za
muske jedinke. Na pocetku aktiviraju diferencijaciju primordijalnih spolnih stanica u fetalne
spermatogonije, nazvane joS 1 prospermatogonije (gonocite) koje po svom fenotipu imaju
potencijal spermatogeneze, dok u odrasloj dobi Sertolijeve stanice reguliraju to i pruzaju punu
podrsku tijekom spermiogeneze. Razvoj sjemenika ne ovisi o spolnim stanicama te je mogué
razvoj fenotipski normalne muske jedinke bez njih (12). S druge strane, razvoj spolnih stanica
potpuno je ovisan o somatskim stanicama (13), iako se od njih po mnogoc¢emu razlikuje te je

potrebno poznavati te specifi¢nosti u embrionalnom i fetalnom razdoblju.

1.1.1. Razvoj primordijalnih spolnih stanica

Embrionalni razvoj zametnih stanica (engl. germ cells) zapocinje pojavom zametnih
prastanica, nazvanih jo§ i primordijalne spolne stanice (engl. primordial germ cell, PGC).
Njihova je specifikacija presudna za nastavak vrste, s obzirom na to da ¢e se ove stanice razviti
u zrele gamete, spermije i jajne stanice, prijenosnike genetske informacije. PGC se specificiraju
prije gastrulacije tijekom ranog embrionalnog razvoja, u miSa embrionalni dan (E) 6 - 7, a u
ljudi vjerojatno tijekom drugog tjedna nakon oplodnje (14). Istrazivanja ljudskih PGC
ogranicena su zbog dostupnoOsti materijala te se ve¢ina dosadasnjih znanja skupila analizirajuéi
uzorke Carnegie kolekcije (15). Dodatna prepreka istrazivanjima PGC je njihov malen broj
medu brojem somatskih stanica.

Za diferencijaciju PGC karakteristicna je putanja ranog razvoja koja obuhvaca tri
razli¢ita, no isprepletena dogadaja: potiskivanje somatskog mezodermalnog puta, ponovno
uspostavljanje pluripotentnog izrazaja gena te globalno epigenetsko reprogramiranje. Prva dva
se spominju u nastavku teksta, a reprogramiranje u sklopu epigenetskih promjena. Vecina
istrazivanja provedena je na miSu te se i u ovoj disertaciji koristi kao osnovni model. Dogadaji
su ve¢inom sli¢ni u Stakoru, s odgodom dogadaja za jedan ili dva dana zbog duljeg trajanja
trudnoce. Navedeni su mehanizmi zajednicki razvoju sjemenika u covjeka 1 u glodavaca, a dalje

u tekstu navedene su specifi¢nosti i razlike medu tim vrstama.



1.1.2. Razvoj primordijalnih spolnih stanica u glodavaca

PGC se pojavljuju oko 6.5 dpc medu stanicama epiblasta unutarnje strane straznjeg
dijela zametnog cilindra. Iz ekstraembrionalnog endoderma potjecu koStani morfogenetski
proteini (engl. bone morphogenic protein, Bmps) Bmp4 i Bmp8b i zajedno s Bmp?2 iz straznjeg
visceralnog endoderma utjecu na nekolicinu stanica epiblasta kako bi od njih formirali osnovnu
populaciju od 30 - 40 misjih primordijalnih spolnih stanica (engl. mouse primordial germ cells,

mPGC) na bazi alantoisa u ekstraembrionalnom mezodermu oko 7.5 dpc (16-18) (Slika 1).

Amnionska
Suoliina

Zumanjéana ~.zZid
wreca Zumanjéane
wede

Slika 1. Specifikacija PGC. (a) Perigastrulacijski mis§ji embrij na kojem su oznacene zametne stanice
(PGC) u nastajanju. (b) Mi§ji embrij 9.5 dpc u kojem migriraju¢e PGC koloniziraju spolni nabor. (c)
Ljudski embrij star tri tjedna s najranijim PGC u zidu zumanjcane vrece. (d) Ljudski embrij u 5. - 6. tpo
s migriraju¢im PGC koje naseljuju spolne nabore. (Preuzeto i prilagodeno: Tan & Tee, Wiley

Interdisciplinary Reviews: Systems Biology and Medicine, 2021(19))

Interesantno, Bmp4 pokrece inicijalnu diferencijaciju spolnih stanica u samo nekoliko
njih (oko 6), a od ostalih se stanica tada razlikuju po izrazavanju Blimpl (engl. B lymphocyte-
induced maturation protein-1) (20, 21). Dodatno, prednji visceralni endoderm izrazava faktore
koji antagoniziraju Bmp, inhibirajuci specifikaciju mPGC. Sve se dogada u vrlo strogo

vremenski reguliranom razvojnom razdoblju (E5.5 - E6) te je nakon E6.25 inicijalna



diferencijacija znatno otezana. Dodatno, pretece mPGC moraju izrazavati Blimpl u dovoljno
visokoj koncentraciji da bi se specificirale (22).

Jedan od poznatijih signalnih puteva, Wnt takoder ima zna¢ajnu ulogu u ranom razvoju
mPGC. Nekoliko radova pokazuje kako BMP molekule ne mogu same inducirati ili odrzati
specifikaciju mPGC, nego ovise 0 Wnt3/B-catenin/T signalizaciji u zadrzavanju izrazaja
Blimpl (23, 24). Blimpl je DNA-vezujuéi protein koji uglavnom utiSava, no moze i aktivirati
genski izrazaj (25-29). Blimpl ne samo da inicijalno poti¢e specifikaciju mPGC nego ima
funkciju koordinatora preuzimanja genskog izrazaja specificnog za spolne stanice putem
utiSavanja somatskog programa te poticanja drugih gena vaznih za specifikaciju mPGC, kao §to
su Prdm14, transkripcijski faktor (TF) AP-2y (Tfap2c), DND inhibitor represije putem miRNA
1 (Dnd1), Kit, Nanos3 (22, 30). Osim Blimpl proteina, ove stanice jako izrazavaju tkivno-
nespecifi¢ne alkalne fosfataze (Tnap ili Alpl), Ifitm3 (fragilis) i protein vezan uz razvojnu
pluripotenciju, Dppa3 (poznat i kao Stella i PGC7) te, suprotno somatskim, primjerice

mezodermalnim stanicama, jako utiSavaju izrazaj Hox (Homeobox) gena (31-33).

1.1.3. Razvoj primordijalnih spolnih stanica u ¢ovjeka

Prve primordijalne zametne stanice ¢ovjeka (engl. human primordial germ cells, hPGC)
uspostavljaju se izmedu 9. i 16. dana poslije oplodnje (dpo), $to ¢ini istrazivanja na njima vrlo
neprakticnim. Zbog poloZzaja diskoidnog epiblasta ljudskog postimplantacijskog embrija smatra
se da se inicijalne hPGC pojavljuju u hipoblastu ili izlaze iz samog epiblasta, sto je bitno
drugacije nego u glodavaca (Slika 1). Podaci istrazivanja specifikacije PGC javanskog makakija
(engl. cynomolgus monkey; lat. Macaca fascicularis) pokazala su da su PGC inducirani prije
gastrulacije u dorzalnom amnionu kao odgovor na signale iz samog amniona i
ekstraembrionalnog mezenhima (34). Zbog sli¢nosti embrionalnog razvoja ¢ovjeka i javanskog
makakija, smatra se da se 1 hPGC pojavljuju u amnionu, a ne u straznjem epiblastu, kao u misa
I U Stakora.

Daljnji razvoj hPGC prili¢no je dobro opisan. Mnogi autori se slazu da postoji grupa od
30 - 50 velikih, sferi¢nih stanica iz endoderma zumanjcane vreé¢e u embriju od tri tjedna (14,
35). U sljede¢im danima njihov se broj povecéava te doseze oko 1000 premigriraju¢ih hPGC.
Biljezi ranih hPGC (3 - 5 tjedana poslije oplodnje, tpo) ukljuc¢uju TNAP, NANOG, OCT4,
SSEA4 i KIT proteine (36-39).

Biljezi DAZL, DDX4 i fukoziltransferaza 4 (FUT4) po€inju izrazaj ili ga pojacavaju u
tjednima koji slijede (6 - 9 tpo). Suprotno mPGC, hPGC ne izrazavaju SOX2 (40), ali izrazavaju

4



SOX17 (41, 42) te je os signalizacije BLIMP-SOX17 klju¢na u specifikaciji hPGC. Morfoloski
se ne razlikuju se mnogo od okolnih stanica, ali daljnjim razvojem postaju vece, okrugle ili
ovalne i imaju veliku jezgru s jednom ili dvije jezgrice, okruZenu svjetlom citoplazmom (43),

Sto je najuocljivije nakon naseljavanja PGC u spolne nabore.

1.1.4. SmjeStaj PGC u spolne nabore/Zlijezde

U ljudi hPGC se nalaze ekstraembrionalno 23. dana nakon oplodnje, a prve hPGC
naseljavaju spolne nabore (engl. gonadal ridge, GR) tijekom petog tpo (14), sto ukazuje da
PGC moraju prije¢i znatnu udaljenost kako bi pridonijele bipotentnoj spolnoj Zlijezdi. Kod
sisavaca se premjestanje PGC odvija aktivno i pasivno, tj. migracijom i zbog samog rasta
embrija (44, 45).

U vrijeme specifikacije PGC, buduce spolne zlijezde naziru se kao zgusnuca celomskog
epitela blizu korijena mezenterija u razvoju. Kako bi se stvorila funkcionalna spolna Zlijezda,
PGC se moraju premjestiti iz endoderma zumanjc¢ane vrece u sami embrij, a prete¢e somatskih
stanica moraju proliferirati i organizirati spolni nabor, osnovu buduceg sjemenika ili jajnika.
Otprilike jedan tjedan nakon specifikacije PGC, one se ugraduju u embrij u vrijeme savijanja
embrionalnog diska, ¢ime dio Zumanjcane vrece koja sadrzi PGC postaje straznje 1 srednje
crijevo. Posljedi¢no, PGC se tijekom cetvrtog tpo mogu naci kao pojedinacne stanice blizu aorte
medu endodermalnim stanicama epitela primitivnog crijeva. Prilikom dijela seljenja PGC, te
stanice moraju prije¢i bazalnu laminu endodermalnog epitela, $to ukazuje na moguénost
tranzicije epitela u mezenhim (engl. epithelial-to-mesenchymal transition, EMT), koje im
omogucuje promjenu dobro organiziranih, kompaktnih epitelnih u migriraju¢e mezenhimalne
stanice. EMT je proces najviSe istrazivan u razvoju karcinoma, a u oba slucaja ukljucuje
epigenetske promjene koje su visoko regulirane u slucaju embrionalnih stanica, a
neorganizirane i slabo regulirane u slu¢aju razvoja tumora.

PredloZena je teorija da Ziv€ane niti sluZe kao vodi¢ za premjestanje PGC iz dorzalnog
mezenterija straznjeg crijeva preko preaortnog podrucja do osnove spolne Zlijezde, s obzirom
na to da i prve PGC i prvi ziv¢ani zavrSeci dosezu spolni nabor tijekom petog tpo (46).

Naseljavanje PGC u spolne nabore/Zlijezdu dogada se od cetvrtog do Cetrnaestog tpo u
ljudi - kad su neke PGC ve¢ smjesStene izmedu trataka sjemenika, neke su jo$ u epitelu crijeva
(39, 43). Zaostale PGC koje se ne uklone na vrijeme apoptozom, nose rizik razvoja tumora
zametnih stanica (engl. germ cell tumor, GCT). U ljudi se ekstragonadalni GCT najce$ce nalaze

uz sredi$nju liniju i unutar srediSnjeg ziv¢anog sustava (47), §to potvrduje teoriju da PGC prate
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zivéane zavrSetke pri migraciji. U mi§jem modelu je pokazano da PGC prezivljavaju samo
unutar unaprijed zadanog puta migracije te ako iz njega izadu, signali koji potiu prezivljenje
postaju preslabi da odrze stanicu te se ona apoptoticki uklanja (48). Zanimljivo je da se ne
uklanjaju sve zastranjene PGC. Naime, mPGC koje dodu do nadbubrezne Zlijezde postanu jajne
stanice i ulaze u mejozu bez obzira na spol (49), a moguce je da pridonose hematopoetskim
stanicama u podru¢ju aorte, spolne Zlijezde i mezonefrosa tijekom embriogeneze (50). To
ukazuje na ogroman potencijal PGC te njihovu ovisnost o okolnim signalima koji im mogu
promijeniti fenotip promjenom izrazaja gena upravo epigenetskim promjenama.

Rana (embrionalna) kontrola aktivne migracije PGC ukazuje na kombinaciju privla¢nih
i odbijajucih signala. Medijatori kao $to je faktor zametnih stanica (engl. stem cell factor, SCF)
i fibronektin obilno su izrazeni na cijeloj putanji PGC, a adhezijske molekule koje proizvode
same PGC zaduzZene su za kontrolu seobe prije petog tpo, dok jo§ nema ziv¢anih niti u tom
podrucju (51). Dokazano je da Schwannove stanice izluc¢uju lizofosfatidicnu kiselinu koja
privlaci i vodi PGC (52).

Putanja naseljavanja PGC u spolne nabore/Zlijezde gotovo je identi¢na u miSa, Stakora
i Covjeka. Migriraju¢e PGC pomicu se ameboidno, imaju dinami¢nu stani¢nu morfologiju,
slabu prijemcivost te nalikuju migriraju¢im imunoloskim stanicama (53). Takoder, PGC koje
migriraju u isto vrijeme i proliferiraju, dok se kontrola proliferacije i prezivljenja provodi
epigenetskim promjenama mnogih gena (54).

Molekularna kontrola migracije PGC okarakterizirana je samo u misa. lako su mnogi
mehanizmi predlozeni kao kontrolori migracije, npr. kemotaksija ovisna o gradijentu molekula,
dinamicka adhezija bliskim PGC i komponentama izvanstani¢nog matriksa na putu migracije,
odbijanje PGC lipidnim modifikacijama, vodenje Ziv€anim zavrSecima, njihova vaznost nije
dobro poznata. Ipak, nekoliko istrazivanja na misevima govori u korist ukljuéenosti C-X-C
motiv ligand kemokina 12 (CXCL12)/C-X-C motiv ligand kemokin receptora 4 (CXCR4),
SCF/KIT, kadherina 1 (engl. cadherin 1, Cdh1), podjedinice B1 integrina (engl. integrin subunit
p1, Itgbl), fibronektina te TGFp i FGF signalnih puteva u migraciju PGC.

Mehanizam zaustavljanja PGC u spolnim naborima nije poznat u detalje, no presudan
je pri njihovom naseljavanju. Poznate su znacajne promjene transkriptoma migriraju¢ih PGC
nakon dolaska u spolne nabore: izrazaj biljega odraslih spolnih stanica, Dazl, Ddx4 i Gcna
(engl. germ cell nuclear acidic protein) se pojacava, dok se Kit, Tnap, Blimpl i Sseal snizava
(55-62).

Sli¢no se odvija u Covjeka te su stotine gena razlicito izrazene u spolnim stanicama prije
i poslije naseljavanja spolnih zlijezda (40, 63, 64).
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1.1.5. Razvoj somatskih stanica i determinacija spola

Spolni nabori protezu se uzduzno preko mezonefrosa i osnova su buduce spolne Zlijezde
(11). Postaju morfoloski uocljivi tek u petom tpo, kao rezultat zapocete proliferacije i
organizacije celomskog epitela. Naime, stanice celomskog epitela poc¢inju proliferirati u E9.5 u
misu (a ve¢ u treCem tpo u Covjeku) Sto je prvi znak stvaranja buduée spolne Zlijezde
(sjemenika, odnosno jajnika) (65). Nekoliko transkripcijskih ¢imbenika ima presudnu ulogu u
razvoju spolnog nabora. Jedan od najranije izraZenih je gen Wtl (engl. Wilms tumor 1), prisutan
u mokraéno-spolnom naboru misa u E9 (66). Istrazivanja na genetski modificiranim miSevima
pokazala su nezamjenjivu ulogu i Gata4 (engl. GATA-binding protein), Emx2 (engl. empty
spiracles homeobox 2,), Lhx9 (engl. LIM homeobox 9,) i Sf1 ili Nr5al (engl. steroidogenic
factor 1 ili nuclear receptor subfamily 5 group A member 1) (67-71). Sli¢no kao kod miSjeg
modela, WT1 i NR5A1 izrazeni su rano u ljudskom spolnom naboru te prethode izrazaju SRY
za oko 10 dana (72, 73).

Do 10.5 dpc u misa i 42 dpo u €ovjeka nije moguce morfoloski razlikovati XX 1 XY
spolnu Zlijezdu, a tada dolazi do trenutka vremenski i prostorno ogranicene inicijalne aktivacije
SRY gena u nekoliko somatskih stanica (preteca Sertolijevih), kojom ée se razvoj bipotencijalne
gonade i PGC usmjeriti ka muskoj liniji (72). Ovaj proces naziva se spolna determinacija i
prethodi nekoliko tjedana spolnoj diferencijaciji koja ovisi o indukciji steroidogenog genskog
izrazaja i proizvodnji testosterona u razvoju muske jedinke. Aktivacija SRY u XY spolnoj
zlijezdi dovodi do znatno jace proliferacije stanica i ubrzanog rasta te je pri normalnom razvoju
sjemenik redovito veci od jajnika u istom embrionalnom razvojnom razdoblju (74), a regulacija
Sry provodi se DNA metilacijom (75). Funkcija SRY ovisi o drugim genima koje inducira, kao
Sto su SOX9, gdje je presudna jacina njegova izrazaja kako bi pokrenuo lavinu pojacavanja i
utiSavanja transkripcijskih faktora i drugih gena (76). SOX9 je najvazniji izravni cilj SRY te,
jednom kad se inducira iznad odredene razine, utjeCe na cijeli niz interakcija gena i1 zadrzava
izrazenost samoregulirajuéim mehanizmom (77). Zaduzen je za koordinaciju transkripcijske
mreze karakteristiéne za musku jedinku kako bi se odrzala diferencijacija Sertolijevih stanica 1
struktura koje se razvijaju iz Wolffovih kanala te utiSao fenotip karakteristican za jajnik 1
struktura koje se razvijaju uz Miillerovih kanala. S0x9 se izrazava u spolnim naborima misa oko
11 dpc te, kao i u sluc¢aju Sry, u smjeru od sredine nabora prema kaudalno i kranijalno (78). U
ljudskom 46,XY embriju SOX9 je aktiviran pod utjecajem SRY te doseze najjacu izrazenost oko

65 dpo (79) 1 pokazana je njegova izrazenost u devetom tpo (80). Tijekom diferencijacije spola



u ljudi, utjecaj SOX9 ovisan je o dozi, a njegove su mutacije uzrok nekoliko tipa poremecaja
spolnog razvoja (81-85).

Izrazaj Sox9 u glodavaca pod kontrolom je faktora koji se vezu na TES (engl. testis-

specific enhancer of Sox9) (86). Prije 10.75 dpc na TES se veze i poja¢ava ga Nr5al, a nakon
toga to Cini zajedno sa Sry i time pojacavaju izrazaj S0x9. Nakon smanjenja izrazaja Sry, izrazaj
Sox9 odrzavaju FGF9, Ptgds (engl. prostaglandin D2 synthase), Dmrtl (engl. doublesex and
mab-3-related TF1) te sam Sox9 (86, 87). Spomenuti faktori i njihovi signalni putevi u
glodavaca su dobro opisani na genetski modificiranim (engl. knock-out) modelima. U ljudi je
opisan poremecaj razvoja sjemenika koji ukljucuje FGF9/FGFR2 signalni put (88). Ljudski
SOX9 vjerojatno je reguliran drugom regijom, a ne TES-om (89). SOX9 je kljuc¢an u razvoju
sjemenih kanalic¢a, no u daljnjem razvoju njegova se funkcija moze zamijeniti sa SOX8 i SOX10
(90, 91).
AMH je jos jedan od klju¢nih faktora koji potjece iz Sertolijevih stanica. Pripada obitelji faktora
rasta TGFf i prisutan je u sjemeniku do puberteta (92) i zato se smatra biljegom nezrelih
Sertolijevih stanica. Presudan je za regresiju Miillerovih kanala, struktura iz kojih bi se u
suprotnome razvili jajnici, maternica i gornja tre¢ina vagine u zenskih jedinki (93, 94).
Istrazivanja su ukazala da AMH nadzire ulazak gonocita u mitoticko mirovanje tijekom
fetalnog razvoja, a u istrazivanju na mi§jem modelu pokazano je da poti¢e prijelaz gonocita u
spermatogonije (63, 95, 96).

Osim utjecaja na zametne stanice, Sertolijeve stanice koordiniraju razvoj svih ostalih
stanica sjemenika te orkestriraju i diferencijaciju Leydigovih stanica koje proizvode testosteron
i time maskuliniziraju fetus. Kasniji razvoj vanjskih spolnih organa najraniji je znak utjecaja
androgena (97). Testosteron sintetiziran u Leydigovim stanicama potreban je i za zadrzavanje
Wolffovog kanala i pripadajucih struktura.

Kako broj Sertolijevih stanica odreduje granicu proizvodnje spermija, vazna je njihova
normalna diferencijacija i predanost vlastitoj stani¢noj liniji (odrzavanje fenotipa) (13). Podaci
o proliferaciji Sertolijevih stanica u Stakora ukazuju na povecanje proliferacije do 18.5 dpc,
smanjenje do 20.5 dpc te ponovno maksimalno povecéanje do kraja postnatalnog razdoblja (7
dpp) uz fluktuacije (98). Prestaju proliferirati nakon okota, u Stakora oko 15 dana (99), a u misa
oko 12 dana dpp (100). U ljudi broj Sertolijevih stanica raste od fetalnog do postnatalnog
razdoblja te ostaje stabilan do oko 10. godine Zzivota (101). Razlika se moze pripisati
preklapanju kraja neonatalnog razdoblja s pubertetom u Stakora, pa je maksimalan broj
Sertolijevih stanica, karakteristican za odrasle jedinke, u Stakora prisutan ve¢ na kraju

neonatalnog razdoblja (102).



1.1.6. Razvoj sjemenih tracaka i kanali¢a

Nedugo nakon specifikacije preteca Sertolijevih stanica koje izrazavaju SOX9, stanice
duguljastog i tankog spolnog nabora pocinju se reorganizirati. Medusobno nakupljanje preteca
Sertolijevih stanica zapo€inje stvaranje sjemenih kanali¢a, a zametne stanice ostaju okruzene
unutar njih, dok ostale somatske stanice (koje nisu Sertolijeve) ostaju izvan kanali¢a i ¢ine
intersticij. Za potpuni razvoj sjemenika potrebna je takoder migracija stanica iz okolnih
struktura embrija: endotelnih stanica Zila iz susjednog mezonefrosa, makrofaga iz Zumanjcane
vrece ili fetalnih hematopoetskih mati¢nih stanica koje se diferenciraju u monocite (103).

Stvaranje sjemenih kanali¢a razdoblje je znacajnih promjena i mijenjanja naziva stanica:
pretece Sertolijevih stanica postaju fetalne ili nezrele Sertolijeve stanice koje prelaze iz stanica
slicnih mezenhimalnim u polarizirane epitelne stanice, a PGC koje su okruzene sjemenim
kanali¢ima postaju gonocite ili prespermatogonije/prospermatogonije u glodavaca.

Duzina spolne Zlijezde misa skracuje se do 13.5 dpc, dok se Sirina ucetvorostrucuje od
11.5 do 14.5 dpc (104). Kako Sertolijeve stanice proliferiraju, kanali¢i se produzuju i prosiruju
te se poCinju zavijati oko 15.5 dpc, §to se poklapa sa stvaranjem ¢vrste tunike albugineje i
ograniCavanjem prostora organa.

Daljnji razvoj zametnih, buducih spolnih stanica, regulacija njihove proliferacije,
mirovanja i diferencijacije opisana je dalje, pod 1.4. Povezanost epigenetskih promjena i

stani¢nog ciklusa zametnih stanica.

1.2. Epigenetske promjene

Epigenetika je znanost o mitoticki 1 mejoticki nasljednim promjenama u genskom
izrazaju ili stani¢nom fenotipu, koje ne ukljuuju promjene DNA slijeda (105). Time se
omogucuje da organizam koji je nastao od jedne stanice (zigote) i u kojem svaka stanica ima
isti genetski kod moZe sadrzavati viSe stani¢nih linija, a time i razlicitih tkiva. U takvom
viSestani¢nom organizmu razliciti tipovi stanica imaju razli¢it epigenom. Epigenom se u svakoj
pojedinoj stanici mijenja kao odgovor na okoliSne ¢imbenike, tzv. epigenatore, a oni mogu
dovesti do rasta, apoptoze, diferencijacije i proliferacije, S§to su sve nacini prilagodbe organizma
(106). Epigenetske promjene kao Sto su metilacija, modifikacije histona i RNA interferencija,
osim promjenjljivosti tijekom zivota stanice i organizma, djelomi¢no su stabilne promjene koje

se mogu prenijeti na potomstvo, putem epigenetskih promjena u genomu haploidnih stanica ili



njihovih preteca. Svaka vrsta stanica ima tipi¢ne epigenetSke obrasce koji odrzavaju njenu
»tipiCnost®, a tu se spolne stanice tijekom ranog razvoja razlikuju po posebno slozenim
mehanizmima uspostavljanja, brisanja te ponovnog uspostavljanja epigenetskih obrazaca
karakteristi¢nih za zametne stanice.

Moguc¢nost regulacije kromatinske strukture kljucna je eukariotskim organizmima kako
bi mogli organizirati golemi sadrzaj sekvenci DNA u kompaktni oblik te odrediti dijelove DNA
dostupne za transkripciju (107). Kromatin sadrzi DNA i histone podlozne modifikacijama koje
utjecu na nacin njihove interakcije.

Epigenetski mehanizmi reguliraju odnos DNA i histona aktivacijom i inaktivacijom
transkripcije gena. Heterokromatin je transkripcijski neaktivan kromatin, tj. geni koje sadrzi se
ne izraZzavaju, a njegova kompaktna struktura klju¢na je tijekom mejoze kako bi se kromosomi
pravilno poredali i rekombinirali. Eukromatin je transkripcijski aktivan te sadrzi DNA koji je
za histone vezan rahlo (108).

Navedeni epigenetski mehanizmi Cesto djeluju udruzeno, $to objasnjava kompleksnost
uzroéno-posljediénih veza epigenetskih ucinaka okolisnih ¢imbenika i njihove regulacije
genskog izrazaja (109-114).

Osim vanjskih utjecaja na odrasli organizam putem hrane, lijekova, toksina i fizikalnih
¢imbenika, ¢ime se ostvaruju epigenetske promjene (115), sve je veéi broj istraZivanja
epigenetskog utjecaja na plod tijekom trudnoé¢e (116, 117) i poseban je naglasak dan
epigenetskim promjenama spolnih stanica tijekom zivotnog ciklusa, od zaceca, embrionalne i

fetalne dobi do spolne zrelosti.

1.2.1. DNA metilacija

DNA metilacija najbolje je istraZena epigenetska modifikacija, a oznacava prijenos
metilne skupine (-CHas) na ugljik na poziciju 5 unutar strukture citozina najcesc¢e u CpG
dinukleotidu (118, 119). Time nastaje modificirana baza metilcitozin (5mC) (120), a prijenos
se provodi pomocu proteina s enzimatskom aktivnoséu nazvanih DNA (citozin-5)
metiltransferazama (DNMT). U genomu kraljeznjaka ima vazne uloge u genskoj regulaciji,
razvoju i bolestima (121). Odvija se u cijelom genomu te je otprilike 60-90 % svih CpG
sekvenci u genomu metilirano. Uglavnom se ne odvija na CpG otocima (engl. CpG islands,
CGl), dijelovima genoma bogatim CpG-sekvencama, smjeStenim u promotorima gena, u
kojima su nemetilirani CpG dinukleotidi zbijeni i otporni na DNA metilaciju (122), a ¢ine oko

1 % humanog genoma. Na tim mjestima transkripcijski ¢imbenici sprjeavaju i de novo DNA
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metilaciju (123). CpG otoci dugi oko 1 kb nalaze se u promotorskim regijama vise od pola
ljudskih gena, to¢nije, u blizini njihovih pocetnih mjesta transkripcije (engl. transcription start
site, TSS), a najcesce su to ,.housekeeping* geni, tj. oni koji su nuzni za odrzavanje osnovnih
funkcija svih stanica (124), no i neki tkivnospecifi¢ni te razvojni regulatorni geni (125, 126).
DNA metilacija je nuzan mehanizam utiS§avanja retrotranspozona, ponavljajuc¢ih sekvenci i
utisnutih  (engl. imprinted) gena u genomu stanice, a njome se regulira i izrazaj
tkivnospecificnih gena (engl. tissue-restricted genes) tijekom diferencijacije i razvoja te se
odrzava takvo stanje cijeli Zivotni vijek stanice.

Postoje cetiri vrste metiltransferaza koje metiliraju DNA prema sebi svojstvenim
obrascima: DNMT1, DNMT3A, DNMT3B i DNMT3C, od kojih je DNMT3C prisutna samo u
glodavaca (127, 128) (Slika 2A). Jos jedan ¢lan obitelji metiltransferaza, DNMT3L, kataliticki
je neaktivan, ali poti¢e aktivnost drugih DNMT3 enzima (129). DNMT1 enzim je bitan za
kopiranje metilacijskog obrasca roditeljske DNA na novonastali lanac tijekom srednje i kasne

S-faze te se kolokalizira s mjestima pericentriénog kromatina koji se tada repliciraju (130).

De novo metilacija

——

Metilacija

DNA replikacija 1 ‘> DNMT1
o . Odrzavanje metilacije

Slika 2. DNA metilacija. (a) DNA metiltranferaze 3A (DNMT3A) i 3B (DNMT3B) kataliziraju de
novo metilaciju citozina na CpG dinukleotidima, stvaraju¢i 5-metilcitozin. DNA metiltransferaza 1
(DNMT1) provodi odrzavanje DNA metilacijskog obrasca tijekom mitoze. (b) TET enzimi provode
DNA demetilaciju. (Preuzeto i prilagodeno: Rotondo i sur., Frontiers in Cell and Developmental
Biology, 2021(131))
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DNA metilacija reverzibilan je proces te postoje aktivni demetilacijski mehanizmi
uglavnom pod kontrolom TET enzima (engl. ten-eleven translocation) (132) (Slika 2B). TET
enzimi (TET1, TET2 i TET3) mijenjaju 5mC u 5-hidroksimetilcitozin (5hmC), potom u 5-
formilcitozin (5fC), a zatim u 5-karboksilcitozin (5¢C). 5fC i 5¢C prepoznaju se i uklanjaju te
zamjenjuju citozinom (133, 134). TET enzimi mogu uzrokovati i pasivnu demetilaciju, npr. u
proliferiraju¢im stanicama, s obzirom na to da DNMT1 ne prepoznaje 5hmC (135). Dinamika
promjena DNA metilacije u smislu demetilacije i remetilacije razlikuje se u somatskim i
zametnim stanicama organizma, a u potonjim igra presudnu ulogu u osiguranju buduée funkcije
u reprodukciji (136-139).

1.2.2. DNA metilacija u razvoju

Tijekom razvoja nove jedinke (oplodene jajne stanice), nastale od dviju terminalno
diferenciranih spolnih stanica (spermija i jajne stanice), epigenetske oznake roditeljskog
genoma u embriju moraju biti brzo uklonjene kako bi se ostvarila naivna pluripotencija
(sposobnost stvaranja svih obiljezja organizma). Kasnije, tijekom embriogeneze i
organogeneze, postoji vremenski i prostorno visoko regulirana orkestracija dodavanja novih
epigenetskih oznaka. Postepeno se utiSavaju pluripotentni geni (geni izrazeni u embrionalnim
mati¢nim stanicama) i aktiviraju promotori razli¢itih tkivnospecifi¢nih gena ¢ime se osigurava
stani¢na diferencijacija (140), nuzna za razvoj organa, odnosno organizma (141). Posebno je
vazno da promotori gena pluripotentnosti budu na vrijeme hipermetilirani/utisani, s obzirom na
to da je poznata njihova izrazenost u razli¢itim tumorima (142, 143), kao i hipermetilacija gena
supresora tumora, koji time gube zastitnu funkciju tijekom stani¢nog ciklusa (144, 145).

Drugim rije¢ima, epigenetske oznake diferenciranih somatskih stanica sisavaca
relativno su stabilne, no da bi nastale, mora do¢i do opseznog tzv. epigenetickog
reprogramiranja u genomu stanica preimplantacijskog embrija, kao i u PGC, odnosno budu¢im
spolnim stanicama sisavaca (6, 146). U preimplantacijskom embriju stanice prolaze kroz val
demetilacije DNA te je najniza prosjecna CpG metilacija svih preimplantacijskih stadija
embrija primije¢ena u unutarnjoj masi stanica misje blastociste u E3.5 (121). Naravno, to je
prolazno stanje te se DNA posljedi¢no i brzo remetilira. Epigeneticko reprogramiranje u
razvoju zametnih stanica ukljucuje takoder vremenski odredene valove DNA demetilacije i de
novo metilacije (Slika 3) (6, 136). Metilacija DNA spolnih stanica osigurava pravilnu aktivnost

ili utiavanje cijelog genoma X kromosoma i nekih njegovih dijelova (147), formiranje pravilno
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utisnutih gena (136, 141) i utiSavanje evolucijski mladih ponavljajucih retrotranspozonskih
sljedova (128).

Genom jajne stanice i spermija razli¢ito je metiliran, a te razlike su nuzne za pravilan
razvoj buduce jedinke (6). Stoga PGC, u svrhu diferencijacije prema odredenom spolu,
zahtijevaju brisanje epigenetskog ,.sjecanja* (engl. epigenetic memory) roditelja (izmedu
ostalog i spola) putem globalne demetilacije vlastite DNA ¢ime se osigurava i uklanjanje
potencijalnih epimutacija iz roditeljskih spolnih stanica (146). Kasnije, u razvoju, do¢i ¢e do
remetilacije, odnosno de novo stjecanja epigenetskih oznaka u muskim i zenskim spolnim
stanicama, pa i onih spolnospecifi¢nih (npr. utisnuti geni, vidi 1.2.7), koje ¢e osigurati pravilan
razvoj buduce generacije. U muSkim zametnim stanicama majcini i o¢evi utisnuti obrasci briSu
se u PGC i ponovno se vracaju tijekom fetalnog zivota (148, 149).

DNA metilacija u stanicama novodiferenciranih tkiva najc¢esce potiskuje transkripciju,
¢ime sprjeCava izrazaj funkcionalno nepotrebnih gena. Slicno je i s reproduktivnim tkivom.
Mnogi geni, kao $to su oni odgovorni za kontrolu mejoze, u genomu pokazuju izrazaj specifican
za spolne Zlijezde 1 sudjeluju iskljuc¢ivo u gametogenezi. Sve ostale stanice organizma moraju
primijeniti mehanizme, kao $to je DNA metilacija, kako bi potpuno utisali izrazaj takvih gena
izvan zametnih stanica. Bilo kakva nepravilnost i nemoguénost demetilacije DNA koja sadrzi
takve specificne gene ili njihove regulatorne dijelove (promotore, pojacivace) u zametnim
stanicama moze ugroziti Kasniji izrazaj tih gena, a time dovesti do nemoguc¢nosti proizvodnje
kvalitetne jajne stanice ili spermija, tj. neplodnosti.

Unatoc¢ globalnoj hipometilaciji genoma, transkripcija u PGC se ne aktivira nasumi¢no
(150, 151). Postoje i drugi mehanizmi Kkoji osiguravaju izbjegavanje nekontroliranog
prepisivanja DNA, kao u slucaju prijenosnih genetskih elemenata (transpozona, engl.
transposable elements, TEs). Na primjer, ne briSu se bas sve epigenetske oznake te postoje
genske regije koje barem djelomi¢no izmicu globalnom reprogramiranju, ¢ime se potencijalno

moze ostvariti transgeneracijsko epigenetsko nasljedivanje.
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Slika 3. Epigenetsko reprogramiranje tijekom razvoja muskih spolnih stanica. Za vrijeme
proliferacije i migracije u spolne nabore, genom PGC se globalno demetilira kako bi se uklonile
epigenetske oznake roditelja. Ponovno uspostavljanje obrazaca DNA metilacije (de novo metilacija)
slijedi tek kasnije, tijekom gametogeneze. De novo metilacija u muskim spolnim stanicama odvija se
uglavhom u prenatalnoj dobi, prije mejoze u mitoti¢ki zaustavljenim gonocitama. (Preuzeto i

prilagodeno: Rotondo i sur., Frontiers in Cell and Developmental Biology, 2021(131))

1.2.3. Globalna demetilacija genoma PGC

U pocetku njihove specifikacije, DNA metilacija jednaka je u PGC i embrionalnim
somatskim stanicama. Tako u miSa, dok se mPGC specificiraju iz proksimalnog epiblasta u
ranom postimplantacijskom embriju, imaju razinu globalne metilacije DNA sli¢nu somatskim
stanicama koje ih okruzuju (152). Nakon specifikacije, tijekom pocetka naseljavanja PGC iz
epiblasta u spolni nabor DNA metilacijske oznake briSu se na veéini genoma, do razine
znacajno nize od one u somatskim stanicama, preciznije na oko pola razine metilacije koja je
prisutna u stanicama epiblasta (64, 151, 153). Taj dogadaj zove se epigenetsko reprogramiranje,
a ¢ini ga faza | ili globalna DNA demetilacija, koja je pracena i fazom Il, karakteriziranom s
DNA demetilacijom specificnom za genske lokuse, koja u misa zapocinje s 9.5 i zavrSava S
13.5 dana gestacije. Tada je i razina DNA metilacije zametnih stanica najniza (150).
Epigenetsko reprogramiranje PGC ne osigurava samo brisanje DNA metilacijskih oznaka
roditeljskog spola, nego i reaktivaciju X-kromosoma i reorganizaciju histonskih modifikacija
cjelokupnog genoma (154-157).
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Tijekom toga procesa genom PGC demetilira se mehanizmima ovisnim i neovisnim o
replikaciji (146). Demetilacija ovisna o replikaciji podrazumijeva prije spomenutu aktivnu
konverziju 5-metilcitozina u 5-hidroksimetilcitozine TET enzimima, a ona neovisna 0
replikaciji, na prvi pogled pasivni mehanizam, ukljucuje represiju izrazaja i time aktivnoséu
DNA metiltransferaza. Naime, kad se umnozava DNA u PGC, CpG mjesta novonastalog lanca-
kéeri nisu metilirana te posljedicno svako umnozavanje DNA prepolovljuje ukupan broj
metiliranih CG dinukleotida po jedinici DNA (158-160), $to se naziva smanjivanjem DNA
metilacije ovisnim o replikaciji (Slika 2, 3). Proces reprogramiranja genoma, odnosno

demetilacije DNA, sli¢an je izmedu glodavaca i ljudi.

1.2.4. Demetilacija PGC u glodavaca

U zametnim stanicama glodavaca (npr. mi§) smanjivanje razine DNA metilacije ovisno
o replikaciji oslanja se na Blimpl i Prdm14, dva gena u specifikaciji mPGC koji utiSavaju
izrazaj de novo DNMT-ova, Dnmt3a i Dnmt3b te Uhrfl (engl. ubiquitin-like with PHD and
ring finger domains 1) (30, 161). Ipak, DNA metilacija regija koje kontroliraju utiskivanje i
promotora gena mejoze ocuvana je s Dnmtl, §to je nuzno kako se zametne stanice ne bi prerano
diferencirale (162).

Pojacana aktivnost TET1 i TET2 u mPGC u 9.5 dpc praéena je poveéanjem razine 5SmC
koje dosezu vrhunac oko 11 dpc (158, 159). Pad razine 5mC nakon 11.5 dpc najve¢im dijelom
rezultat je razrjedenja ovisnog o replikaciji (163, 164). Vaznost demetilacije provedene TET1
enzimom nedavno je doveden u pitanje, a s druge strane pretpostavila se uloga TET1 enzima u
aktivaciji gena specifi¢nih za zametne stanice u gonocitama mehanizmom neovisnim o DNA
demetilaciji (165). U Stakora se demetilacija odvija na 14 - 15 dpc, po rezultatima
imunohistokemijskog bojanja 5mC, 5hmC, DNMT1, DNMT3a i DNMT3b (166).

Unato¢ gotovo potpunom brisanju metilacije citozina u mPGC 1 hPGC, neki dijelovi

DNA ostaju zasti¢eni i zadrzavaju relativno visoke razine DNA metilacije (64, 151).

1.2.5. Demetilacija u ljudskim PGC

Opcenito, dinamika reprogramiranja genoma ljudskih zametnih stanica (hPGC) (npr.
demetilacije DNA) sli¢na je onima u glodavaca, no moraju se naglasiti odredene razlike.
Utisavanje Dnmt3a, Dnmt3b i Uhrfl povezano je sa smanjivanjem DNA ovisnim o metilaciji,

no i Prdm14 ima presudnu ulogu. Utisnuti geni u ljudi prolaze hidroksimetilaciju TET

15



enzimima ve¢ u migrirajuéim hPGC (64, 151, 153, 167). Proces demetilacije ne moze se
podijeliti u jasno odijeljene faze, kao Sto se prikazuje u misa. U vrijeme naseljavanja spolnih
nabora genom hPGC u 6. tpo ve¢ je prilicno demetiliran te je globalna metilacija CG
dinukleotida oko 20 %. Najniza razina metilacije postize se oko 11. tpo, kada je demetilirano
vise od 90 % CpG mjesta genomskog DNA (153).

Nakon demetilacije provodi se de novo metilacija specificna za zametne stanice koja se

razlikuje od one provedene u somatskim stanicama.

1.2.6. De novo DNA metilacija

De novo metilacija DNA dogadaj je kojim se ponovo uspostavljaju metilacijske oznake
u ponavljaju¢im DNA sljedovima, kao $to su retrotranspozoni, pa u utisnutim genima, kako bi
se uspostavio spolnospecificni metilacijski uzorak zametnih stanica. Bilo kakav propust
ostvarenja to¢ne metilacije retrotranspozona ili utisnutih gena ima posljedice u razvoju embrija
ili fetusa. De novo metilacija DNA ponovo se uspostavlja u vrijeme kada su se zametne stanice
diferencirale prema spolu i kada su, nakon razdoblja diobe, u mirovanju, tj. kada im je stani¢ni
ciklus zaustavljen. Ulazak fetalnih zametnih stanica u mirovanje (prekid mitoze) pracen je
dramaticnim promjenama u transkripciji gena bitnih za proces metilacije DNA, kako u
glodavaca, tako 1 u ovjeka.

De novo metilacija DNA provodi se takoder enzimima DNMT, gdje su glavne
metiltransferaze Dnmt3a i Dnmt3b u misa (124). Dnmt3a, ali ne i Dnmt3b, klju¢ni su za de
novo DNA metilaciju utisnutih dijelova gena u zametnim stanicama oba spola (168). U ljudi
DNMT2 metilira RNA (169). Osim njih, Dnmt3c je enzim bitan za odrzavanje metilacijskih
oznaka na evolucijski mladim transpozonima tijekom zivota, dok je Dnmt3l kofaktor u procesu
de novo metilacije DNA. Oba su izrazena u spolnim stanicama te njihova inaktivacija dovodi
do poremeéene DNA metilacije specifi¢ne za spolne stanice i posljedi¢no neplodnosti (128,
170). Takoder, inaktivacija gena Dnmtl, Dnmt3a ili Dnmt3b u misa dovodi do smrti u
embrionalnom ili postnatalnom razdoblju, $to ukazuje na klju¢nu ulogu ovih enzima u razvoju
(171, 172) (Slika 2, 3).

U muskom fetusu glodavaca de novo DNA metilacija dogada se prenatalno jer po€inje
u13.5dpcizavrsava do 17.5 dpc u mi§jim zametnim stanicama (150, 173, 174), §to je dokazano
i pojacanjem izrazaja DNMT gena (Dnmt3a, Dnmt3b i Dnmt3l) u fetalnim spermatogonijama,
odnosno gonocitama, izmedu 12.51 15.5 dpc. Ti se dogadaji poklapaju s metilacijom promotora

gena Nanog i Sox2, a time i utiSavanjem njihove transkripcijske aktivnosti u muskim zametnim
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stanicama (170, 175, 176), Sto ukazuje da se utiSavanje gena pluripotentnosti odvija zbog
globalne remetilacije genoma gonocita. Uz varijacije, do 16.5 dpc gonocite imaju oko 40 %
metiliranih CG dinukleotida. U Stakora postoji samo nekoliko istraZzivanja koja pokazuju da de
novo metilacija pocinje oko 19 - 20 dpc i zavrSava nekoliko dana poslije okota, a dokazana su
imunohistokemijski putem izrazaja H3K4me2, H3K4me3 i SmC te DNA metilacije gena H19
(8, 9). U javanskog makakija analiza DNA metilacije od neonatalnog do odraslog razdoblja
putem izrazaja 5SmC te pirosekvenciranjem utisnutih gena, kao $to je H19, pokazano je
progresivno uspostavljanje de novo metilacije postnatalno koje se nastavlja do odraslog
razdoblja te ostaje stabilno (177).

Izrazaj DNMT3a i 3b prisutan je u nekim fetalnim zametnim stanicama Stakora 17.5 1
21.5 dpc, javanskog makakija 98 i 110 dpc te ¢ovjeka 14. 1 19. tpo (178), dok su najvise razine
DNMT3a i DNMT1 u ljudskom fetalnom sjemeniku nadene su u 22. tpo, dok su visoke izmedu
21. 1 23. tpo (179), po Cemu mozemo pretpostaviti da se bas u to vrijeme DNA
prespermatogonija remetilira te se odvija genomsko utiskivanje po o¢evom obrascu (vidi dalje).
Niske razine metilacije muskih PGC odrzavaju se barem do 19. tpo (153). Imunohistokemijsko
bojenje 5-metilcitozinom pokazalo je da gonocite ljudskih fetalnih sjemenika izmedu 20. i 40.
tjedna trudnoce nisu pozitivne, dok je signal u Sertolijevim stanicama srednje pozitivan (180).

U miSa tijekom daljnje spermatogenicne diferencijacije DNA zametnih stanica dodatno
se metilira te na kraju spermiji imaju oko 80 - 90 % metilacije na CpG mjestima (181). Kod
ljudi ne postoji znatna razlika metilacije DNA medu spermatogonijalnim mati¢nim stanicama
odraslog muskarca i spermija, ukazujuci na to da se metilacijski obrazac ve¢inom formira prije

nastupa spermatogeneze (182), kao i kod javanskog makakija (177).

1.2.7. Utisnuti geni

U sisavaca postoji oko 150 utisnutih gena, a vec¢ina ih se nalazi u nakupinama (engl.
clusters) (141). Utisnuti geni pripadaju skupini gena koja prolazi proces tzv. genomskog
utiskivanja. Genomsko utiskivanje (engl. genomic imprinting) oznacava izrazaj samo jednog
alela naslijedenog od oca ili majke, dok je prisutno aktivno utisavanje izrazaja drugog alela,
¢ime se osigurava monoaleli¢an izrazaj gena ove skupine. Genomsko utiskivanje se dogada u
zametnim stanicama i posebno je vazno za njihov razvoj 1 kasniju funkciju u vidu stvaranja
nove jedinke. Utisnuti geni tijekom globalne demetilacije u preimplantacijskom embriju
zadrZavaju metilne oznake genoma roditelja, ¢ime se odrzavaju monoalelni obrasci njihova

izrazaja Koji su bili prisutni u genomu roditelja (tj. u spermiju ili oociti). Proces genomskog
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utiskivanja se u genomu odvija na regulatornim sljedovima utisnutih gena koji se zovu
diferencijalno metilirane regije (engl. differentially methylated region, DMR), a drugi naziv je
kontrolne regije utiskivanja (engl. imprinting control regions, ICR) (183), u ljudi jo$ i IC1 (engl.
imprinting control region 1) (184). U ljudi i miSa poznat je velik broj utisnutih gena, kao $to su
H19, IGF2 (engl. Insulin-like growth factor 2), IGF2R i dr., dok ih u Stakora ima ne$to manje
(185, 186).

Misji ICR gena H19 je regija koja regulira gene na kojoj mjesta vezanja transkripcijskih
faktora reguliraju DNA metilacijski status ICR-a (187, 188). Utisnuti geni 1gf2-H19 recipro¢no
se utiskuju, a dijele zajednickog pojacivaca i kontrolne regije utiskivanja uzvodno na DNA
slijedu za H19 i nizvodno za Igf2 od H19 gena. U muskim spolnim stanicama, metilacija ICR
H19-1gf2 na kromosomu naslijedenom od oca, posebice CTCF-vezujucih sljedova (engl.
CCCTC-binding factor binding sequences, CBSs) u toj regiji, inhibira vezanje CTCF proteina
cinkovih prstiju i njegovu funkciju kao izolatora te tako dopusta njegovu interakciju kao
pojacivaca s 1gf2, ali ne i s promotorom H19, koji se stoga utisava. S druge strane, nemetilirani
ICR H19-1gf2 kromosoma naslijedenog od majke stupa u interakciju s CCCTC-vezujué¢im
faktorom (CCTF), stvarajucéi tako izolator koji kroz dugotrajne kromosomske interakcije ometa
pristup 1gf2 promotora pojacivacima koji se nalaze nizvodno od H19. Ovakav proces rezultira
transkripcijskom aktivacijom H19 i utisavanjem Igf2 na maj¢inom kromosomu te aktivacijom
Igf2 i utisavanjem izrazaja H19 na o¢evom kromosomu (189-191). Sumarno, ICR regija H19-
Igf2 pokazuje reciprocan obrazac metilacije specific¢an za alel koji je diferencijalno metiliran
(metiliran po o¢evoj liniji i nemetiliran po maj¢inoj liniji) te regulira transkripciju 1gf2 s ocevog
alela, a H19 s maj¢inog alela (192, 193). Ovaj recipro¢an metilacijski obrazac u ICR regiji
uspostavlja se u zametnim stanicama i odrzava se i kroz cijeli razvoj poslije oplodnje, ¢ak i
poslije implantacije, kada nastupa de novo DNA metilacija cijelog genoma (193, 194). Pod
normalnim okolnostima, ICR H19 metiliran je u spermijima i nemetiliran u jajnim stanicama.
Drugi geni utisnuti po o¢evoj liniji sli¢no se reguliraju u spermijima, a neki od njih su RASGRF1
(engl. ras protein specific guanine nucleotide releasing factor 1), DLK1 ( engl. delta like non-
canonical Notch ligand 1) i ZDBF2 (engl. zinc finger DBF-type containing 2) (195, 196).

Poremecena metilacija H19 gena povezuje se s raznim dijagnozama i uzrocima
neplodnosti u muskaraca (197-200). Cak se i u muskaraca s idiopatskom neplodnosti i
normalnim parametrima sjemena nasao poremecaj metilacije H19 u spermijima (201).
Poremecena metilacija H19 gena detektirala se u regulatornom slijedu CTCF-vezujuc¢eg mjesta
6 (CTCF6), smjestenog u DMR IGF2-H19, u spermijima neplodnih muskaraca (200),

ukazujuci da imaju visok rizik bialeli¢ne inaktivacije IGF2 gena, Sto bi moglo negativno utjecati
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na razvoj embrija, fetusa i ishod trudnoce (198). Sli¢no tome, metilacijski poremecaji IGF2-
H19 nadeni su u tkivu fetusa zacetih metodama potpomognute oplodnje (202), a kod rodene
djece uzrok je Beckwith-Wiedemann sindroma (203).

Gen H19 analiziran je pirosekvenciranjem u Stakora od 16.5 dpc do 3 dpp te se najveci
porast postotka metilacije pokazao postnatalno (9). U odraslih ljudi postoci metilacije CpG
mjesta gena H19 raste tijekom spermiogeneze na razvojnom putu od spermatogonijskih
matiénih stanica do spermija sa 100 %-tnom metilacijom u potonjem (204). Sto se ti¢e fetalnog
razvoja, Kerjean i sur. pokazali su hipometiliranost DMR regije H19 u fetalnim
spermatogonijama 24. tpo na jednom uzorku te spolnospecificnu metiliranost u stanicama
odraslog sjemenika, ukazuju¢i da se de novo metilacija odvija prije ulaska u mejozu (205).
Sli¢no je pokazano i u javanskom makakiju, u ¢ijim je neonatalnim sjemenicima DMR regija
H19 nemetilirana te se postepeno metilira kroz razvoj do odrasle jedinke (177), §to ukazuje na
poslijenatalnu uspostavu spolnospecificne metilacije DMR regije H19, iako je broj fetalnih

uzoraka jako oskudan.

1.2.8. Modifikacije histona

Mnogi stani¢ni procesi, uklju¢uju¢i mitozu i spermatogenezu, 0Ovise 0 pravilno
provedenim modifikacijama histona, koji stvaraju kondenzirani heterokromatinski ili rahli
eukromatinski oblik DNA. Histone tvore ve¢inom pozitivno nabijene aminokiseline, koje im
omogucuju vezanje na negativno nabijeni DNA (206). Postoje Cetiri vrste nukleosomalnih
histona: H2A, H2B, H3 i H4, a zaduzeni su za namatanje DNA u nukleosome, koji su osnovne
gradevne jedinice kromatina.

Histone ¢ine globularne domene i amino-terminalni nastavci nazvani histonskim
repovima, ¢iji dijelovi mogu biti posttranslacijski modificirani metilacijom, acetilacijom,
fosforilacijom, ubikvitilacijom i sumoilacijom (207, 208). Posttranslacijske modifikacije
mijenjaju strukturu kromatina koja dovodi do aktivacije ili inaktivacije gena.

Metilacija je jedna od najc¢es¢ih modifikacija histona, a provodi se histonskim
metiltransferazama. Metilacija N-terminusa histona s ostacima arginina ukljucena je i u
utiSavanje i u pojacanu aktivaciju gena (209). Lizinski ostaci N terminusa aktivno su ukljuceni
u spermatogenezu (207), dok su acetilacija i deacetilacija nekoliko lizinskih ostataka na
histonima H3 i H4 znacajni pri mejozi u muskom spolnom sustavu. Fosforilacija histona
uglavnom je povezana s transkripcijskom aktivacijom, a dogada se na nekoliko serinskih

ostataka svih poznatih histona. Suprotno tome, fosforilacija histonske varijante H2AX povezuje
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se s kromosomskom kondenzacijom i utiSavanjem gena tijekom mejoze u muskom spolnom
sustavu (210), a isti uc¢inak ima i ubikvitilacija histona H2A (211). Sumoilacija oznacava
kovalentno vezanje malog modifikatora vezanog za ubikvitin (engl. small ubiquitin-related
modifier, SUMO), a ukljucuje prikljucivanje proteina na lizinske ostatke N terminusa histona
(212). Od cetiri poznata SUMO proteina, samo je SUMOI uklju¢en u spermatogenezu, pri
utiSavanju XY tijela tijekom mejoze (213).

U PGC koje prolaze epigenetsko reprogramiranje DNA metilacija i transkripcija moraju
biti jasno odvojeni procesi te je potreban dodatan mehanizam neovisan o DNA metilaciji da
zastiti PGC od $tetnog djelovanja nekontroliranog genskog izrazaja i aktivacije transpozonskih
slijedova (149). Taj mehanizam provodi se modifikacijama kromatina te postoji znacajna
promjena histonskih oznaka u PGC u vrijeme niskih razina SmC, uz razlike medu vrstama.
Razina potiskujuce histonske modifikacije, trimetilacije lizina 27 na histonu 3 (H3K27me3)
kontinuirano se povec¢ava u migriraju¢im mPGC te se zadrzava u spolnim naborima/zlijezdi, a
smanjuje se kada gonocite ulaze u mirovanje u stakora (7). U misa izrazaj H3K27me3 blago
raste do 15.5 dpc i ostaje na istoj razini do 17.5 dpc (214). Usporedno postoji gubitak
dimetilacije lizina 9 na histonu H3 (H3K9me2) u mPGC (154, 215). H3K9me?2 ima sli¢nu ulogu
i izrazaj u ljudskim hPGC, a H3K27me3 je samo prolazno poja¢an u migriraju¢im hPGC
stanicama te se njegov izrazaj smanjuje kada one dodu do spolnog nabora. H3K27me3 nije
izrazen u ljudskim zametnim stanicama izmedu 21. i 24. tpo, za razliku od H3K4me3 (180).

Dimetilacija arginina 3 na H2A 1 H4 (H2A/H4R3me2) takoder je pojacana u
migriraju¢cim mPGC te smanjena u trenutku naseljavanja embrionalne spolne Zlijezde (216).
Zanimljivo, za razliku od misa, H2A/H4R3me2 razine ne mijenjaju se tijekom razvoja hPGC
(149).

Histonske modifikacije znac¢ajan su mehanizam pri de novo DNA metilaciji i u Stakora.
H3K4me?2 prolazno pojacava izrazaj 18.5 dpc u gonocitama Stakora, dok se izrazaj H3K4me3
kontinuirano pojacava od 18.5 dpc do iza okota (9). Izmedu 16 i 20 dpc snizava se vrijednost
H2AK119Ub i H3K27me3, biljega histonske ubikvitinacije u zametnim stanicama, no nije
razjasnjeno to¢no kojim mehanizmom (7). H2AK119Ub ukljucen je u transkripcijsko
utiSavanje velikih kromatinskih regija te je predlozen kao vazan faktor u specifikacije
epigenoma specifiénog za musku jedinku, potiskujuci somatski program (217) te bi mogao biti

vazan pri mirovanju stanica dok se uspostavlja transkriptom zametnih stanica.

1.2.9. Retrotranspozoni
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Retrotranspozoni su vrsta pokretnih genetickih elemenata koji se transponiraju putem
RNA intermedijera, utjeu na regulaciju izrazaja gena. Dijelimo ih na LTR (engl. long terminal
repeat) retrotranspozone viralnog podrijetla i repliciraju se sli¢no retrovirusima, LINE (engl.
long intrspersed elements) i SINE (engl. short interspersed elements). Zajedno ¢ine gotovo 50%
humanog genoma. LINE i SINE retrotranspozoni repliciraju se ,,copy and paste* mehanizmom
i za kretanje po genomu trebaju enzime reverznu transkriptazu i endonukleazu. Nedostatak
metilacije u retrotranspozonima mogao bi dovesti do njihovog Sirenja po cijelom genomu,
dovode¢i do mutageneze umetanjem u genomski slijed te u nekim slucajevima, muske
neplodnosti (218). Kroz mnoge godine evolucije, transpozonski elementi su mutirali te vise ne
predstavljaju opasnost od nastanka pseudogena, no LINE-1 (engl. long interspersed element-1,
L1) i dalje ima aktivnost i proteinske produkte (ORF1p i ORF2p) te njima potencijalno
aktivirati druge retrotranspozone i mRNA (219). Kao zastita genoma jedinke, na ovakvim
sekvencama postoji mnogo CpG nukleotida koje se brzo metiliraju ¢ak i kad je ostali dio
genoma spolnih stanica hipometiliran (vidi dalje) jer bi prijenos na potomstvo bio fatalan (220).

Iako Cesti, samo je dio LINE-1 sekvenci (oko 80 - 100 kopija) aktivno u pojedinom
covjeku (221). Zbog mutagenetskog potencijala, ve¢ina LINE-1 sekvenci uglavnom se utiSava
u somatskim stanicama epigenetskim i posttranskripcijskim (222, 223) mehanizmima, kao §to
su CpG metilacija LINE-1 sekvenci, utiSavanje potaknuto malim RNA i dr. Istrazivanje na
transgeni¢nim Zivotinjama pokazala su da dio LINE-1 izbjegnu utiSavanje i pokazuju aktivnost
u zametnim stanicama, ranim stadijima razvoja, nekim dijelovima mozga i u tumorima (218,
224-229).

U zametnim stanicama muskog spola, tijekom de novo DNA metilacije, od 12.5 do 18.5
dpc u misa, veéina retrotranspozona i satelitskih regija se metilira se DNMT enzimima (173),
iako neki evolucijski mladi LINE-1 sljedovi izbjegavaju ovaj krug de novo metilacije i
ugrozavaju genski integritet. Tu se ukljucuje posebna grupa proteina nazvanih PIWI (engl. P-
element-induced wimpy testis) koji zajedno s mikroRNA molekulom zvanom piRNA vode
proces de novo DNA metilacije na sljedovima retrotranspozona (230). Tako se u misa u 12.5
dpc prvi puta uocava izrazaj MILI proteina iz ¢lana obitelji PIWI proteina (230). Drugi ¢lan,
MIWI2 pojavljuje se nekoliko dana kasnije, no prolazno je izraZen i zatim utiSan nakon 4. dana
poslije okota u misa (231). Ipak, izrazaj drugih MILI proteina prisutan je i do stadija
postmejoti¢nih stanica, $to moze upucivati na vaznost tih proteina u odrzavanju utiSavanja
transpozona tijekom zivota (232). PIWI-piIRNA signalni put rano se aktivira i u hPGC, s
obzirom na to da se klju¢nim sudionicima ovog signalnog puta poja¢ava izrazaj izmedu 7.1 9.

tpo te se zadrzava na toj razini i u gonocitama i presprmatogonijama (149, 233).
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1.3. Stanicni ciklus i njegova regulacija RB1 genom

1.3.1. Mitotic¢ki i mejoticki stanic¢ni ciklus

Jedna od osnovnih funkcija stanice je osiguravanje opstanka jedinke diobom u stanice-
kéeri. Kompleksni mehanizmi kontrole stanicnog ciklusa stanice osiguravaju umnozavanje
DNA i dijeljenje stanice bez oStecenja genetickog materijala. Tijekom stani¢nog ciklusa stanica
prvo raste i priprema se za diobu u G1 fazi, a odluka o tome hoce li se dioba provesti nastaje u
G1/S kontrolnoj tocki. Ako su unutar- i1 izvanstani¢ni uvjeti optimalni te je kontrolna tocka
“dopustila” nastavak stani¢nog ciklusa, stanica ulazi u S fazu u kojoj se DNA umnozava.
Sljedeca kontrolna toc¢ka pojavljuje se nakon umnozavanja DNA i u njoj se provodi provjera
to¢nosti umnozavanja DNA te se ispravljaju potencijalne greske. Pri zavrSetku kontrole, stanica
se dijeli mitozom, u kojoj se genetski materijal dijeli u dvije stanice-kceri. Sila napretka
stani¢nog ciklusa zapravo je aktivacija razli¢itih ciklina i kinaza ovisnih o ciklinima, prisutna u
svim fazama stani¢nog ciklusa (Slika 4). Kontrolne tocke stani¢nog ciklusa uglavnom se
orijentiraju na kontrolu aktivnosti i represije ciklina, kinaza ovisnih o ciklinima te na njihove

aktivatore i medijatore (234).
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CyclinD
Cdk4/6

CyclinE
Cdk2

Slika 4. Klasi¢ni model mitoti¢kog stani¢nog ciklusa. G1 faza zapocinje vezanjem ciklina D i
aktivacijom Cdk4/6 kinaza. Aktivni ciklin D-Cdk4/6 kompleksi fosforiliraju RB1 te p107 i p130. S
fosforilacijom se prekida veza s transkripcijskim faktorom E2F te on slobodan stimulira stvaranje ciklina
E. Ciklin E veze se za Cdk2 i zajedno s ciklin D-Cdk4/6, pojacavaju fosforilaciju RB1 proteina,
oslobadajuci dodatne koli¢ine E2F, dovoljne za ulazak u S fazu stani¢nog ciklusa. Ciljevi E2F su i ciklin
A2 1 mnogi geni specifi¢ni za S fazu, koji na kraju vode do nastavka G1/S faze. Ciklin A2 veze Cdk2 i
poti¢e G1/S i S/G2 prijelaz, kao i DNA replikaciju. (Preuzeto i prilagodeno: Wolgemuth i sur., The

International Journal of Developmental Biology, 2021(235).)

1.3.2. Obitelj retinoblastomskih proteina

Retinoblastomski protein (RB1) prvi je identificirani tumor supresor (236, 237) te je
otkriveno da inaktiviraju¢e mutacije RB1 gena u spolnim stanicama u ljudi dovode do malignih
tumora mreznice u djece (236). Dva druga proteina (p107 i p130), strukturama slicni RB1
proteinu, identificirani su nesto kasnije te zajedno Cine obitelj retinoblastomskih proteina (238,
239), a tijekom stani¢nog ciklusa imaju uloge u apoptozi, samoobnavljanju mati¢nih stanica i
diferencijaciji. RB1 je aktivan tijekom GO/G1 faze, a inaktivira se fosforilacijom tijekom
tranzicije u S fazu. Obrnuto, p107 je aktivan kada stanica ude u stani¢ni ciklus, a p130 u
miruju¢im (engl. quiescent) (240). Proteini retinoblastomske obitelji svoju funkciju provode
vezujuci se na transkripcijske faktore E2F te za njih imaju razli¢ite sklonosti vezanja. Zbog
strukturalne sli¢nosti, u nedostatku jednog, drugi ¢lanovi RB1 obitelji mogu preuzeti vezanje i

time promijeniti smjer stani¢nog ciklusa (241).
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1.3.3. Modifikacije RB1 i njegova uloga u stani¢nom ciklusu

Gubitak funkcije RB1 gena u stanicama sisavaca povezuje se s nekontroliranom
proliferacijom $to znaci da je ovaj protein jedan od glavnih (negativnih) regulatora stani¢nog
ciklusa. Prejaki izrazaj RB1 proteina dovodi do zaustavljanja stani¢nog ciklusa u G1 fazi (242),
dok gubitak RB1 proteina dovodi do ubrzanog prijelaza kroz G1 fazu i produljenu S fazu (243).
Kompleks RB1-E2F ¢ine mehanizam koji vremenski kontrolira izrazaj gena zaduzenih za
stani¢nu proliferaciju, razvoj, apoptozu i prezivljenje (240). Postoji osam ¢lanova obitelji E2F
transkripcijskih faktora od kojih neki imaju aktivacijsku (E2F1-3a), a neki represijsku ulogu
(E2F3b-E2F8) (234) (Slika 4).

Kontrola funkcije RB1 proteina tijekom stani¢nog ciklusa ostvaruje se opseznim
reverzibilnim posttranslacijskim modifikacijama (244). Klasi¢na teorija kontrole stani¢nog
ciklusa pretpostavlja fosforilaciju RB1 ciklin D/CDK4/6 kompleksima tijekom prijelaza G1/S
faze stani¢nog ciklusa, §to dovodi do njegove inaktivacije, odnosno oslobadanja E2F koji
aktivira gene nuzne za nastavak S-faze, npr. Dhfr i Tk, Cdk2, Ccn A i Ccn E te E2F (235).
Posljedica toga je pojacan izrazaj ciklina A i E koji mehanizmom pozitivne povratne sprege
kojom dolazi do hiperfosforilacije RB1, aktivacije E2F te transkripcije DNA polimeraze, koja
je potrebna za S-fazu, stvaraju stanje stanice u kojem je ona usmjerena za diobu, ¢ak i ako
pocetnog signala za mitozu vise nema (245, 246).

RBL1 sadrzi 16 potencijalnih mjesta fosforilacije CDK-om te su poznata tri mjesta koje
ciklin D/CDK preferira: serin 780, 795 i treonin 826 (247). RB1 se fosforilira ciklin D/Cdk4/6
kompleksima na serinu 249, 807, 811 i treoninu 356 i 826 u ranoj G1 fazi. Kako stani¢ni ciklus
napreduje, druge CDK preuzimaju fosforilaciju RB1 proteina: ciklin E/CDK2 fosforilira RB1
na serinu 612 i treoninu 821 u kasnoj G1/ranoj S fazi, a inaktivacija RB1 proteina do kraja
stani¢nog ciklusa odrzava se ciklinom A/CDK2 (245). Kad stanica izlazi iz ciklusa u stanje
mirovanja, protein fosfataza 1 reaktivira RB1 defosforilacijom (248). Detalji 0 vremenskoj
u Rubin i sur. (249).

RB1 takoder zaustavlja stani¢ni ciklus neovisno o E2F stabiliziraju¢i CDK-inhibitor
p27Kipl (250), u signalnom putu p38/p27/RB1 koji se aktivira u slucaju oSteCenja DNA.
Fosforilacija RB1 na serinu 567 od strane p38, nedavno je pokazana kao dio proapoptoti¢nog

signala. Naime ova modifikacija dovodi do interakcije RB1 s E3 ubikvitin ligazom Mdm?2 §to
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dovodi do njegove proteosomalne degradacije, gubitka represije E2F, kao i ekspresije
proapoptoti¢nih gena (251-253).

Stariji radovi na populacijama stanica zakljucili su kako nefosforilirani RB1 moze
zaustaviti stani¢ni ciklus do odredene tocke u G1 i da se to poklapa s restrikcijskom toc¢kom R
te da je fosforilacija RB1 molekularni mehanizam prolaska kroz tocku R (246). Studija na
pojedina¢nim stanicama pokazala je kako se fosforilacija RB1 na serinu 780 i 795 odvija nakon
restrikcijske tocke. U ranim postmitotickim stanicama razine fosforiliranog RB1 su niske, a
nefosforiliranog visoke, a nakon $to produ restrikcijsku tocku, razine se obrnu. Kinetika
fosforilacije na serinu 780 1 795 koje oba preferira ciklin D/CDK vrlo je sli¢na te ima obrnute
razine od hipofosforiliranog RB1. Takoder, redoslijed dogadaja u prolasku kroz restrikcijsku
tocku prije fosforilacije na serinu 795 jednak je u stanicama koje ulaze u stani¢ni ciklus iz GO
kao 1 u kontinuirano proliferiraju¢im stanicama (247). Istrazivanje na stani¢nim linijama raka
prostate pokazalo je povecanje fosforilacije RB1 proteina na serinu 780 pod utjecajem
androgena (254). Takoder, eksperimentalno je pokazano da SCF (engl. stem cell factor) u
spermatogonijama pojacava izrazenost ciklina D3 i fosforilira RB1 na serinu 780 putem
fosfoinozitid 3-kinaza/p70 S6 kinaza signalnog puta i time regulira spermatogonijalnu stani¢nu
proliferaciju (255). S druge strane, pokazano je i da Aurora B moze direktno fosforilirati RB1
na serinu 780 §to se pokazalo kljuénim signalom u prevenciji endoreduplikacije u
postmitotickom razdoblju (postmitoti¢ka kontrola) (256).

Postoje i druge posttranslacijske modifikacije RB1 proteina. Acetilacija RB1 inhibira
fosforilaciju provodenu CDK proteinima i povezuje se s diferencijacijom vise stani¢nih tipova
(257, 258). Metilacija RB1 za vrijeme kontrole oSte¢enja DNA i trajnog mitotickog mirovanja
stanica tijekom diferencijacije pokre¢e utiSavanje gena kromatinskim promjenama (244).

Ubikvitinacija i sumoilacija imaju ulogu u posttranslacijskoj kontroli RB1 protein (259, 260).

1.3.4. Alternativni modeli stani¢nog ciklusa

Studije asinkronih dijeljenja stanica u in vitro uvjetima ukazale su da dijeljenjem mogu
nastati stanice s niskom aktivnos¢u CDK i normalnom osjetljivosti na mitogene faktore i one
za vec¢om razinom CDK koja se gotovo odmah nastavlja dijeliti i niskom osjetljivosti na
mitogene (261). Dodatno, pokazano je da se razina CDK2 pri nastanku stanica-kéeri poslije
dijeljenja odreduje za vrijeme G2 faze stanice-majke. Ako postoji stresor tijekom DNA
replikacije, to ¢e se odraziti na stanice-k¢eri u vidu smanjenja aktivnosti CDK2, za §to je

odgovoran p21, inhibitor CDK2 (262-266). Za razliku od kanoni¢kog modela, alternativni
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model ukazuje da u kratkom vremenskom razdoblju odmah nakon dijeljenja, stanice-kéeri
mogu postati jedna od dvije opisanih subpopulacija, ovisno o kvaliteti mitogena i roditeljskih
stresnih signala koje nakupljaju. Stanice-kéeri koje imaju optimalne uvjete imaju
hiperfosforilirani RB1, umjerenu aktivnost CDK2, neosjetljive su na mitogene i sklone su
odmah nastaviti mitozu, a one stanice-kéeri ¢ije su roditeljske stanice u G2 fazi povecale razinu
p21, nastaju s hipofosforiliranim RB1, niskom aktivnos¢éu CDK2 te ostaju osjetljive na
mitogene, sli¢no onima u klasi¢nom modelu. Ova prva subpopulacija sklona proliferaciji ne
ukida tocku restrikcije, a subpopulacija s niskom aktivnos¢u CDK2 nakon mitoze ulazi u fazu
G1 restrikcijske tocke koja se smatra fazom mirovanja, prolaznim GO. One proliferaciju mogu
nastaviti isklju¢ivo povecanjem aktivnosti CDK2 i hiperfosforilacijom RB1, kako bi prosle
kroz restrikcijsku tocku (267).

1.3.5. Proteinski izrazaj RB1 u sjemeniku

U miSjem i Stakorskom sjemeniku RB1 se nalazi u Sertolijevim stanicama, gonocitama
i spermatogonijama (268-271). U ljudi, RB1 detektiran je u fetalnim Sertolijevim stanicama i
prospermatogonijama unutar sjemenih kanalica (272), §to je sli¢no izrazaju u odraslom
sjemeniku, gdje je naden u spermatogonijama i Sertolijevim stanicama (273, 274). Studija na
izrazaju RB1 fosforiliranom na serinu 795 na uzorcima tumora zametnih stanica sjemenika
potvrdila je njihovo porijeklo iz fetalnih gonocita, a fosforilacija na serinu 795 pokazuje
aktivnost kinaza ovisnih o ciklinu D, koje neutraliziraju RB1 u spermatogonijama i u tumorima
zametnih stanica koji izrazavaju RB1 (274). Tijekom spermatogeneze, fosforilacija na serinu
795 uocena je u dijelu spermatogonija (275, 276), no samo dio fetalnih (28. tpo) i neonatalnih
gonocita izrazava RB1 te su rijetko bile obojene protutijelom protiv RB1 fosforiliranog na
serinu 795 (274). Zbog toga se u ovoj disertaciji pretpostavilo da iste fosforilacije mogu imati

ulogu u kontroli stani¢nog ciklusa i njegovog mirovanja tijekom ranijih faza fetalnog zivota.

1.3.6. Uloga RB1 u stanicama sjemenika

S obzirom na to da RB1-null misevi ugibaju u embrionalno ili rano postnatalno doba
(277, 278) istrazivanja tkivnospecificnih utjecaja RB1 proteina usmjerila su se na
kondicionalne mutirane miseve s izostankom RB1 u specifi¢nim stanicama (269, 270, 275, 279,

280) i ex vivo kulturi (281).
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S obzirom na svoju ulogu kao ¢uvara G1/S tranzicije, tj. mirovanja ili proliferacije, RB1
je logicno presudan regulator ciklusa stanica sjemenika, gdje je klju¢an za zaustavljanje 1
ponovo pokretanje njinovog samoobnavljanja, no i za sazrijevanje (Slika 5). Sto se ti¢e uloge u
zametnim stanicama, mehanizmi toga dodatno su razjas$njeni misjim modelima u kojima je
RB1 kondicionalno izbrisan iz zametnih stanica u raznim razvojnim stadijima: prenatalno iz
PGC (RB1-KOEB!™P1) (279) ili 15.5 - 17 dpc gonocita (RB1-KOP™#) (275, 280) te postnatalno iz
spermatogonija (RB1-KOS"@ RB1-KON9™) (280). Suprotno svojoj ulozi u somatskim
stanicama, u kojima inaktivacija ¢lanova RB1 obitelji dovodi do pretjeranog rasta mati¢nih
stanica, pojaCane apoptoze, poremecaja diferencijacije i kancerogeneze (234), zametne stanice
liSene RB1-a gube sposobnost samoobnavljanja, §to je moguci razlog zasto se nisu nasli tumori
zametnih stanica pri gubitku RB1-a (275, 280).

Sertolijeve pak stanice odraslog miSa ne proliferiraju, iako se to moze potaknuti u in
vitro uvjetima (282, 283). Ipak, kao vecina somatskih stanica, no ne i zametnih, Sertolijeve
stanice ne mogu ostvariti zrelo i mitoti¢ki mirno stanje ako nemaju RB1 (Slika 5). MiSevi u
kojima samo Sertolijeve stanice nemaju RB1 brzo razviju atrofiju sjemenih kanali¢a i
neplodnost (269, 270, 275). U misa kojem je kondicionalno neaktivan RB1 u Sertolijevim
stanicama izmedu 10. 1 14. tjedna Zivota dolazi do poremecaja Sertolijevih stanica u vidu
proliferacije, propusnosti barijere izmedu krvi i sjemenika, poremecene komunikacije
Sertolijevih i zametnih stanica te neplodnosti, ukazuju¢i na klju¢nu ulogu RB1-a u krajnjoj

diferencijaciji Sertolijevih stanica (269).
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Slika 5. Uloge RB1 proteina (pRB) u razvoju sjemenika misa. (a) U gonocitama 14.5-16.5 dpc RB1
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je potreban pri zaustavljanju proliferacije i ulazak u mitoti¢ko mirovanje. RB1 vjerojatno smanjuje
izrazaj gena mejoze. (b) U sjemeniku oko okota RB1 regulira ponovni ulazak u stani¢ni ciklus i stvaranje
zalihe zametnih stanica. (c) U sjemeniku pubertalne i odrasle jedinke RB1 je nuzan za sazrijevanje
Sertolijevih stanica, njihovo mitoticko mirovanje te samoobnavljanje mati¢nih stanica. (Preuzeto i

prilagodeno: Mdkeld i sur., Frontiers In Endocrinology, 2022 (234).)

1.4. Povezanost stani¢nog ciklusa i sazrijevanja stanica sjemenika

1.4.1. Dinamika stani¢nog ciklusa i sazrijevanja spolnih stanica

Za razliku od mi§jih, ljudske spolne stanice u prenatalnom razvoju, mogu se podijeliti u
tri razvojne kategorije, kronoloski, PGC (koje migriraju i proliferiraju), gonocite i
prespermatogonije, gdje dvije potonje skupine pokazuju put sazrijevanja ka buducim
spermatogonijama. Razlike medu njima ukljucuju opsezne promjene transkripcijske aktivnosti
gena, §to je pokazano na spolnim stanicama izoliranim iz ljudskih fetusa od 4. do 25. tpo (63).
Postoje znatne razlike u dinamici razvojnih promjena zametnih stanica glodavaca:

gonocite se prvo aktivno dijele povecavajuéi eksponencijalno broj do 13.5 dpc (284), zatim
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ulaze u fazu mitotickog mirovanja (engl. mitotic quiescence) izmedu 12.5 i 16.5 dpc ovisno o
soju (285), a u Stakora stanje mirovanja nastupa S 18.5 dpc (286).

Nastavak aktivnog dijeljenja pokretanjem stani¢nog ciklusa poklapa se s njihovom
tranzicijom, odnosno diferencijacijom u spermatogonije (285, 287, 288). Tranzicija gonocita u
spermatogonije ukljucuje znatne promjene genskog izrazaja, stani¢nog oblika, veliCine i
lokalizacije u sjemenim kanali¢ima (13, 289) S$to se u glodavaca dogada tek u infantilnom
razdoblju.

Sto se ti¢e dinamike ciklusa zametnih stanica u ljudskom fetalnom sjemeniku,
pretpostavlja se da njihov broj raste od oko 1000 u 5. tpo do oko 150 000 u 9. tpo (35). Broj im
se udvostrucuje izmedu 5.1 9. tpo, od 10. do 15. tpo uz dvostruko sporiji, a od 16. do 19. tpo uz
Cetverostruko sporiji rast broja stanica (290). Broj zametnih stanica pozitivnih na Ki-67
kontinuirano pada prema kraju trudnocée, ali se po tom biljegu ne moze odrediti to¢no razdoblje
mirovanja ili jako usporenog stani¢nog ciklusa, vjerojatno zbog asinkronosti ulaska gonocita u
mirovanje i njihov asinkroni prijelaz u prespermatogonije od oko 20. do 25. tpo (291). Do 9.
tpo rast broj somatskih stanica u sjemeniku slican je broju zametnih stanica, no tada se
usporava. Po transkripcijskom/translacijskom profilu, somatske stanice fetalnog sjemenika
ukupno su izrazavale manje gena vezanih uz stani¢ni ciklus nego spolne stanice i samo oko 10
% somatskih stanica proliferira (10, 63).

U ljudi, diferencijacija gonocita prema spermatogonijama zapocinje ve¢ u fetalnom
razdoblju. Stoga je izrazito asinkrona te se u spolnoj Zlijezdi u jednom razvojnom stadiju mogu

naci barem dva tipa stanica na putu razvoja spolnih stanica (63).

1.4.2. Regulacija zaustavljanja stani¢nog ciklusa zametnih stanica

Osim izbjegavanja ulaska u mejozu, rane gonocite moraju prestati proliferirati u
odredenom razdoblju. TGFP signalni put 1 Aktivin pokazuju antagonisticki ucinak na
proliferaciju te bas oni medusobno suraduju kako bi pokrenuli mitoticko zaustavljanje gonocita
(292-296). TGFp signalni put i kasnije FGF9 pomazu prezivljenje miruju¢ih gonocita te T1
gonocite rijetko odumiru apoptozom (297).

Defosforilacija retinoblastomskog proteina (RB1) provedena inhibitorom ciklina p27
vjerojatna je meta TGF[ signalizaciji pri zaustavljanju stani¢nog ciklusa (281, 295). Smatra se
da slican utjecaj ima PGD2 (engl. multifunction prostanoid PGD2) putem pojacavanja

jezgrenog izrazaja CDK inhibitora p21, uz njegov utjecaj na indukciju Nanos2 (298).
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Androgeni takoder zaustavljaju proliferaciju gonocita te degradacija RA ima ulogu u
zaustavljanju stani¢nog ciklusa (299, 300).

Ukoliko se ciklus ne zaustavi, Sto moZze biti zbog nepravilnog izrazaja proteina
regulatora, doci ¢e do poremecaja u razvoju sjemenika. Tako gubitak Pten-a (engl. phosphatase
and tensin homolog), Dmrtl i Dnd1 dovode do razvoja teratoma sjemenika zbog nemoguénosti
zaustavljanja stani¢nog ciklusa gonocita (301-303).

Pri analizi transkriptoma ljudskih zametnih stanica, uoCena je aktivnost gena
karakteristi¢nih za proliferaciju u viSe od 25% svih zametnih stanica izmedu 8. i 10. tpo,
paralelno sa znacajnim poveéanjem njihovog ukupnog broja u tom razdoblju. Prve gonocite s
genskim izraZzajem karakteristicnim za mitoticko mirovanje pojavile su se u 10. tpo, a u 23. tpo

Cinile su veliku vecinu zametnih stanica sjemenika, ¢ak 68.1% (10).

1.4.3. Prespermatogeneza zametnih stanica glodavaca

Kao §to je prije spomenuto, mPGC stizu u spolni nabor oko 10 dpc, a veéina se naseli
do 11.5 dpc (304). Nakon indukcije Sry PGC u spolnim zlijezdama okruzuju Se sjemenim
traccima Oko 12 dpc te se tada nazivaju gonocitama ili prospermatogonijama (104, 305), dok
prespermatogeneza oznacava razdoblje koji ukljucuje sazrijevanje, odnosno razvoj gonocita
(306). Populacija gonocita ima funkcionalne razlike, pa se dijele u odredene skupine, prikazane
u Tablici 1.

Tablica 1. Inicijalni nazivi zametnih stanica glodavaca i njihove karakteristike, bazirani na

histoloskim karakteristikama.

naziv M - gonocita T1 - gonocita T2 -gonocita

istoznacnica | M - T1 -prospermatogonija T2 -prospermatogonija

/alternativni | prospermatogonija

naziv

karakteristike | mitotic¢ki aktivne | nisu mitoticki aktivne; proliferiraju i migriraju

rane gonocite miruju ali prolaze unutar kanali¢a

epigenetsko neposredne pretece
reprogramiranje cijelog spermatogonija
genoma

objasnjenje M po engl. T po engl. transitional

oznake multiplying

Ovakvo nazivlje donekle je zbunjujuce, a nastalo je u vrijeme kada opsezne
transkripcijske analize jo$ nisu bile dostupne vecoj skupini istrazivaca, niti optimizirane.
Naime, gonocite se ne diferenciraju sinkrono, pa se u vrijeme prespermatogeneze javljaju barem
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dvije podvrste spolnih stanica u isto vrijeme. Takoder, ne postoji jasna razlika izmedu T2 -
gonocita i spermatogonija. Gonocite koje ne proliferiraju dobivaju karakteristike
spermatogonija po svom molekularnom profilu, kontaktu s bazalnom laminom sjemenih
trataka i ponovnom aktivacijom mitoze izrazito asinkrono i kroz duzi vremenski raspon (285,
287, 307). Zbog izostanka jedinstvenog biljega gonocita, takoder je teSko odrediti kada
proliferacija gonocita postaje spermatogonijalno samoobnavljanje.

Ponovna aktivacija mitoze, dogada se ovisno o soju oko jednog dana poslije okota u
misa i tri dana poslije okota u Stakora te se poklapa s prijelazom gonocita u populaciju mati¢nih
spermatogonija (engl. gonocytes-to-spermatogonia transition, GST) (286, 287), a potpuna je
do 3.5 dpp u misa i 6 dpp u Stakora (289). GST karakteriziraju promjene u obliku stanica,
poloZaju unutar sjemenog kanali¢a te transkriptoma i translatoma. Gonocita je velika, sferi¢na
stanica s naznatenom jezgricom, a nalazi se u sredini kanali¢a, dok su spermatogonije
polukruzne stanice na rubu kanali¢a. Usporedno sa spomenutim promjenama, perinatalne
zametne stanice pocinju izrazavati biljege karakteristicne za izrazaj u odraslim
spermatogonijalnim mati¢nim stanicama (engl. spermatogonial stem cells, SSC), kao $to su Ret
(engl. rearranged during transfection), Zbtb16 (engl. promyelocytic leukemia zinc finger,
PLZF) i Gfral (engl. GDNF family receptor al) (307). Nanos2 gen, koji je izrazen u ranim
gonocitama misa (12.5 dpc) i poznat je kao antagonist mejoze, ponovo je aktiviran u ovom
stadiju (308). Nanos2 je RNA-vezujuéi protein koji izravno utjece na kompleks deadenilaza
CCR4-NOT (engl. carbon catabolite repressor 4-negative on TATA), degradirajuéi odredene
RNA. Na misjem modelu pokazano je da bas Nanos2 moze djelovati kao Cuvar prijelaza
gonocita u spermatogonije 1 utisati izrazaj biljega spermatogonija ovisno o razvojnom stadiju
(309). U ljudi, indukcija NANOS2 poklapa se s ulaskom gonocita u mirovanje stani¢nog ciklusa
(63). Takoder je ovo razdoblje uspostavljanja de novo metilacijskih obrazaca (vidi: 1.2.6. De
novo DNA metilacija).

Gonocite koje ne produ GST i se ne premjeste na rub sjemenog kanalic¢a (polozaj SSC)
do 3.5 dpp u misa uklonit ¢e se apoptozom (310). Apoptoza zametnih stanica normalna je u
ranom razvoju sjemenika glodavaca, pa je ukupan broj zametnih stanica prepolovljen izmedu
2.515.5 dpp u misa te 0 i 6 dpp u Stakora, bez obzira na mitoticku aktivnost (287, 311)

Nacin na koji zametne stanice izbjegavaju prerani ulazak u mejozu nije do kraja istrazen.
Polozaj gonocita §titi ih od retinoi¢ne kiseline, koja je vazna za pokretanje spermatogeneze, a
potice iz stanica mezonefrosa. PGC koje se ne nadu unutar sjemenih kanali¢a ulaze u mejozu,

postaju maligne ili nestaju (49, 312, 313).
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1.4.4. Prespermatogeneza u ljudi

Vise od 20 definiranih transkripcijskih faktora ima ulogu u kontroli genskog izrazaja u
ljudskim PGC i/ili gonocitama te u njihovom prijelazu iz migriraju¢ih u sesilne mitotic¢ki
aktivne do mirujuce faze bez mitoza (63). lako postoje znatne sli¢nosti izmedu glodavaca i
ljudi, u vidu istih gena s istim krajnjim utjecajem, najveca razlika je u dinamici promjena te
asinkronosti promjena u ljudi (314).

Prve gonocite pomicu se do bazalne lamine sjemenih kanali¢a oko 13. tpo kako bi se
tamo kasnije diferencirale u zametne stanice koje zovemo prespermatogonije (315). Vazno je
ne pomijesati ih s prospermatogonijama glodavaca, §to je samo drugi naziv za gonocite. Taj se
dogadaj poklapa sa smanjivanjem izrazaja faktora pluripotentnosti. lako su gotovo sve zametne
stanice pozitivne na OCT4 u prvom tromjesecju, njegoVv izrazaj u nekima od njih izrazito pada
tijekom drugog tromjesecja trudnoce (316). Paralelno se pojacava izrazaj NANOS?2 proteina,
ukazujuci na evolucijski odrzanu funkciju u glodavaca i ljudi (317). DDX4 izrazaj postepeno
se pojacava od najranijih faza razvoja prema sredini trudnoce (63, 318), suprotno izrazaju
OCT4. Do 24. tpo Ki-67 uglavnom je izrazen u OCT4-pozitivnim gonocitama. Smatra se da su
prespermatogonije te koje pojacavaju izrazaj DDX4, smanjuju izrazaj OCT4, ulaze u
mirovanje, ponovo proliferiraju krajem drugog 1 pocetkom treCeg tromjesecja, a dalje miruju
do rodenja. Pojedina¢ne OCT4-pozitivne stanice u ljudskom se sjemeniku mogu naci u 3. - 4.
mjesecu poslije rodenja u sredini sjemenih kanalica, a vjerojatno oznacavaju zaostale gonocite.
To je znacajno razli¢ito od glodavaca, u kojih se izrazaj OCT4 ne moze vise detektirati u
prospermatogonijama nakon 15.5 dpc u misu i 19.5 dpc u stakoru (uniformno miruju¢e zametne
stanice) te dodatno naglasava asinkronost razvoja zametnih stanica ljudi (314, 316). Izrazaj
NANOG-a uglavnom prati izrazaj OCT4 te je prisutan u gotovo svim zametnim stanicama rano
u drugom tromjesecju (319).

Detaljna analiza transkriptoma fetalnog ljudskog sjemenika pokazala je da dolaskom
hPGC u spolne nabore do kraja prvog tromjese¢ja, samo su mitotski aktivne (SOX17+
TFAP2C+ PDPN+ POU5SF1+ KIT+ NANOG+ ALPL+) hPGC prisutne u spolnoj zlijezdi. Kako
napreduje trudnoca, utiSava se izrazaj pluripotentnih gena, a pojacava se izrazaj gena
specificnih za muske PGC, uklju¢uju¢i DDX4 i DAZL (40, 63, 320). Tijekom drugog
tromjesecja u fetalnom sjemeniku se nalaze muske zametne stanice razli¢itih kombinacija
izrazaja (POUSF1+ MAGEA3- DDX4+ koje mogu biti proliferirajuce, Ki-67+ ili ne, Ki-67-;
POUS5SF1- MAGEA3- DDX4+ i POU5SF1- MAGEA3+ DDX4+ koje nisu u mitozi, Ki-67-)
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nalaze se jedne pored drugih u sjemenim kanali¢ima (321). Navedeno dodatno naglasava
asinkronost razvoja stanica u sjemenicima ljudi (322).

Razvoj spermatogonija zavrsava se nakon rodenja, ulaskom u mini-pubertet, izmedu 1.
14./6. mjeseca zivota, kada se naglo pojaca koncentracija gonadotropina i spolnih hormona u

krvi, kako bi se regulirao razvoj spolnih zlijezdi (323-326) (327).

U svjetlu navedenih spoznaja uoCio se izostanak detaljnog razjasnjenja tijeka
metilacijskih promjena u ljudskim fetalnim sjemenicima i njihove povezanosti sa stani¢nim
ciklusom te regulacija ciklusa u stanicama sjemenika. To¢an vremenski okvir ulaska zametnih
stanica u mitoticko mirovanje i de novo metilacijske promjene i njihova medusobna
koordinacija zahtijevaju razjasnjenje jer bi se time odredilo razdoblje trudnoce najosjetljivije
na utjecaje okolisa putem epigenetskih mehanizama. Iste promjene, iako djelomi¢no poznate u
glodavaca, veé¢inom su ispitane na mi§jem modelu, dok su za Stakora i Covjeka daleko manje

poznate.

33



2. HIPOTEZA

Metilacija DNA 1 izraZenost regulatora stani¢nog ciklusa RB1 u razvoju sjemenika

sisavaca ovise 0 vrsti i stadiju razvoja.
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3. SVRHA | CILJEVI RADA

OPCI CILJ:

Istraziti dinamiku metilacije te epigeneticke promjene i proteinsku izrazenost regulatora

stani¢nog ciklusa RB1 gena u razvoju fetalnog sjemenika ¢ovjeka i Stakora.

SPECIFICNI CILJEVI:

e odrediti razinu globalne metilacije (LINE-1) i metilacije utisnutog gena H19 u
uzorcima fetalnog sjemenika covjeka razli¢itih starosti i odgovarajuéih

razvojnih stadija u Stakora

e odrediti razinu metilacije promotorske regije gena RB1 u uzorcima fetalnog

sjemenika Covjeka
e odrediti razinu izrazenosti RB1 proteina i njegovih dvaju fosforiliranih formi u

uzorcima fetalnog sjemenika ¢ovjeka 1 Stakora razlicitih stadija trudnoce te

proliferacijsku aktivnost stanica u fetalnom sjemeniku
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4. MATERIJAL | METODE

4.1. Ljudski uzorci

40 ljudskih fetalnih sjemenika dobiveno je iz Zbirke arhivskih ljudskih histoloskih
preparata istrazivackog tima voditelja projekta prof. dr. sc. Davora Jezeka. Ovo retrospektivno
istrazivanje ukljucilo je uzorke ljudskih fetalnih sjemenika u dobi od 11. do 38. tjedna trudnoce
te po 1 u dobi od 8 mjeseci, 2 godine i 12 godina, bez prisutnih patoloskih stanja. Zbog
isklju¢ivanja nekih uzoraka iz istraZzivanja nakon uvida u Sifrirani obdukcijski nalaz i razlog
zavrSetka trudnoce (Tablica 2), ukupni broj obradenih uzoraka bio je 25. Pod zavrSetkom
trudno¢e smatrao se spontani ili medicinski indiciran pobacaj. Zastita podataka provedena je
tako Sto istrazivaci imali uvid u dob fetusa pri uzorkovanju, godinu uzorkovanja te Sifru uzorka.
IstraZivanje je odobreno od Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu

po prihvacanju prijedloga doktorskog rada (klasa odobrenja 643-03-01-22-01/1 od 25. sijecnja

2022).

Tablica 2. Karakteristike ljudskih fetalnih sjemenika.

dob uzorka
(tjedni)

broj uzoraka

iskljuéni kriterij

11/12

13/14

14/15

15/16

17/18

18/19

BRIWOINWINIDN

1 maceriran
2 Downov sindrom

19

19/20

1 Downov sindrom

20/21

22/23

1 Potterov sindrom

23

24/25

1 Potterov sindrom

25/26

28

33

38/39

RFRPRFRPIRPRAROCOOWWWIN

|

[

-
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4.1.1. Fiksacija, uklapanje u parafin i pohrana ljudskih uzoraka

Odmah po zaprimanju uzorci sjemenika bili su obradeni standardnom histoloSkom
metodom koja ukljucuje fiksaciju u 10 %-tnom formalinu (Formalin FC10, BioGnost,
Hrvatska) tijekom 24 sata, ispiranje formalina vodovodnom vodom 48 sati te dehidraciju u
etanolu rastucih koncentracija (70 %, 80 %, 96 % 1 100 %, svaki po 1 sat). Sjemenici su zatim
prebaceni u ksilol (Bioclear BC, BioGnost, Hrvatska) dva puta po 30 minuta te prozeti teku¢im
parafinom (8002-74-2, Kemika, Zagreb, Hrvatska) zagrijanim na 60 °C. Slijedilo je hladenje
na sobnoj temperaturi u kalupima, kako bi se dobio parafinski blok. Uzorci su cuvani u prostoru

za arhivsku pohranu.

4.2. Stakorski uzorci

4.2.1. Laboratorijske Zivotinje

Za uzorkovanje fetalnih sjemenika Stakora koristeni su laboratorijski albino §takori soja
Fischer, u dobi od 3 mjeseca iz vlastitog uzgoja nastambe za laboratorijske Zivotinje Zavoda za
biologiju Medicinskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu (HR-POK-010), u skladu sa Zakonom o
zastiti zivotinja (NN 135/06, NN 37/13 1 NN 55/13, NN 102/17, 32/19, 2010/63/EU, NN 55/13,
39/17), s dozvolom za uzorkovanje (klasa 641-01/14-04/1, ur.broj 380-59-10101-14-675)
Ministarstva poljoprivrede RH. Ukupno je koristeno 50 zenki. Vlastiti uzgoj podrazumijeva
odrZavanje odgovaraju¢ih mikroklimatskih uvjeta: nivo buke do 60 dB, ciklus svjetla tame
12/12 sati, relativna vlaznost 40 - 70 % i temperatura 20 - 24 °C, uz vodenje evidencije o
navedenim parametrima. Hrana i voda davane su ad libitum, a stelja se mijenjala po protokolu.
Hrana i stelja posjeduju GLP (engl. good laboratory practice) certifikat.

Odrasli muzjaci i Zenke stavljeni su na parenje preko noc¢i, a sljede¢i dan smatrao se 0.5-
im danom trudnoce, temeljem nalaza vaginalnog Cepa. Skotne zenke bile su eutanazirane
intraperitonealnom injekcijom letalne doze anestetika ksilazina (48 mg/kg tezine, Xylapan;
Vetoquinol) sa sedativnim, miorelaksiraju¢im i analgetskim djelovanjem te ketamina (300
mg/kg tezine, Narketan; Vetoquinol, Bern, Switzerland) s narkotickim djelovanjem. Nakon
provjere da je zivotinja mrtva, koza zivotinje premazana je 70 %-tnim alkoholom u trbuSnom
dijelu. U donjem dijelu abdomena, horizontalnim rezom otvorena je trbuSna Supljina. Uz

pridrzavanje rogova maternice pincetom se pristupilo rogovima i odvojio mezometrij. Oba roga
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maternice izvadena su iz trbuSne Supljine i isprana fizioloSkom otopinom natrijevog klorida
(0.9 % NaCl) u staklenoj casi. Izbocenja na rogovima maternice jasno su prikazivala fetuse,
razliCite veli¢ine, ovisno o stadiju razvoja. Pojedinacni fetusi su se pazljivo izolirali iz
maternice, ocCistili te dalje hidrirali fizioloSkom otopinom. Iz muskih fetusa starosti 16.5, 17.5,
18.5, 19.5 1 20.5 dana trudnoce (5 stadija), nakon provjere spola, izolirali su se sjemenici.
Naknadno je uklju¢ena skupina od tik pred okot, 21.5 dpc. Ukupan broj potrebnih zametaka
definiran je prema zbroju predvidenog minimalnog broja uzoraka za analiticke metode (prema
“power” analizi). Broj uzoraka ujednacen je po skupinama, a broj potrebnih zenki izracunat je
koriStenjem metode Breeding performance efficiency index 6. Prema preliminarnim
rezultatima (koristeno je 10 Zenki), za snagu testa od 80 % i razinu znacajnosti od 5 %, za svaki
razvojni stadij potrebno je minimalno 6 uzoraka. Po svakom stadiju, uzimali su se fetusi iz 8

razlicitih zenki te je ukupno izolirano oko 300 parova fetalnih sjemenika.

4.2.2. Fiksacija, uklapanje u parafin i pohrana Stakorskih uzoraka

Cim su izolirani, fetalni sjemenici su pohranjeni: lijevi na -80 °C za molekularne, a desni
za histoloske metode do daljnje analize, u tubicama (0030124707, Eppendorf, Hamburg,
Njemacka). Histoloska fiksacija Stakorskih uzoraka provela se fiksacijom u Sainte-Marie
fiksativu (96 %-tni etanol s 1 % ledene octene kiseline, CH;COQOH) 24 sata, dehidracijom u
etanolu rastuc¢ih koncentracija (70 %, 80 %, 96 % 1 100 %, svaki po 1 sat) te ksilolu dva puta
po 30 minuta te naposlijetku prozimanjem parafinom rastaljenim na 60 °C. Uzorci su se ohladili
na sobnoj temperaturi u kalupima, a dobiveni parafinski blok se do daljnje obrade ¢uvao na +4
°C.

4.3. Osnovna obrada parafinskih blokova

Ljudski 1 Stakorski sjemenici uklopljeni u parafinske blokove dalje su se obradivali na
isti nacin. Prije rezanja na ru¢nom rotacijskom mikrotomu (Leica Biosystems, RM2235,
Svicarska) koji koristi nisko profilne jednokratne britvice (Leica Biosystems 819,, Svicarska),
blokovi su ohladeni na 4 °C. Za bojenje hemalaun-eozinom (HE) i imunohistokemijskom (IHC)
metodom blokovi su rezani na rezove debljine 4 um te stavljeni na pozitivno nabijena,
silanizirana stakla (VitroGnost Plus Ultra adhesive slide, 103001A72, BioGnost, Hrvatska), a

za izolaciju DNA, rezani su na 10 um 1 stavljeni na obicna histoloSka stakalca (VitroGnost
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Standard Grade microscope slides, 10217102, BioGnost, Hrvatska). Stakla su stavljena 24 sata

u termostat (Tehnika, Ljubljana, Slovenija) na 37 -C.

4.4. Klasi¢no histolosko bojenje hemalaun-eozinom

Kako bi ih obojili hemalaun-eozinom (HE), stakla s rezovima debljine 4 um ljudskih i
Stakorskih sjemenika stavljena su jedan sat na 56 °C u termostat te potom deparafinizirana u
ksilolu dva puta po 10 minuta, nakon ¢ega su rehidrirana u padaju¢em nizu koncentracije
etanola (100 %, 96 %, 80 % i 70 %, svaki po tri minute). Nakon prebacivanja u destiliranu vodu
(dH20), stakla su inkubirana u otopini hemalauna (HEMM-OT, BioGnost, Hrvatska) na 50
sekundi, isprana s dH20 te s mlazom vodovodne vode kroz 7 minuta, kako bi se dobilo plavo
obojenje. Stakla su potom uronjena u dH2O te inkubirana u otopini eozina (EOYK-OT,
BioGnost, Hrvatska) 40 sekundi. Nakon toga uzorci su dehidrirani u otopinama rastuce
koncentracije alkohola (70 %, 80 % i 96 % 2x 100 %, po 5 minuta). Slijedilo je bistrenje tkiva
uranjanjem stakala u ksilol dva puta po 10 minuta te pokrivanje koristenjem sintetickog medija
za uklapanje (Biomount DPX low, BML, BioGnost, Hrvatska) i pokrovnog stakalca veli¢ine
primjerene uzorku (VitroGnost cover glass, 10212450C, BioGnost, Hrvatska).

4.5. Imunohistokemijsko bojenje

Bojenje uzoraka imunohistokemijskom metodom provelo se kako bi se dobila
histoloSka lokacija izrazenih proteina. Kod protokola za imunohistokemijsko bojenje
deparafinizacija uzoraka provela se kao i kod HE bojenja. Nakon uklanjanja parafina, stakla su
isprana u dH2O te stavljena u citratni pufer (pH 6, S2369, Dako, Agilent Technologies,
Njemacka) ili hidroksilmetil aminometan-etilendiamintetraoctenu kiselinu (pH 9, Tris-EDTA
pufer, sastav prikazan u Tablici 3) kako bi se kuhanjem u parnoj kupelji (VS400136, Tefal
Vitacuisine, Ecully, Francuska) kroz jedan sat demaskirali antigenski epitopi (engl. antigen
retrieval) (Tablica 3). Nakon kuhanja uzorci se hlade u istom puferu 30 minuta, pa ispiru u Tris-
puferiranoj fizioloskoj otopini (TBS) (engl. Tris-buffered saline, sastav prikazan u Tablici 3).
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Tablica 3. Nekomercijalni puferi koristeni pri analizi uzoraka.

Imunohistokemija Izolacija DNA
pufer Tris-EDTA TBS TES
10 mM Trizma? 50 mM Trizma! | 50 mM Trizma?-
HCI®
1 mM EDTA? 150 mM NaCPP 100 mM EDTA?
0.05 % Tween 203 100 mM NaCP
1 % SDS’
pH 9 75 8
baza/kiselina* | 1 M NaOH* 36 % HCI® 1 M NaOH*
razrjedenje 1:10 1:10 -

1 C4H11NOs3, 4855.2, Carl Roth, Karlsruhe, Njemacka

2 C10H16N20s, 8040.3, Carl Roth, Karlsruhe, Njemacka

3 H5151, Promega, Wisconsin, SAD

4 1310-73-2, Kemika, Zagreb, Hrvatska

5 7647-14-5, Kemika, Zagreb, Hrvatska

6 7647-01-0, Kemika, Zagreb, Hrvatska

7 CHs(CH2)1:0SOsNa, 4360, Carl Roth, Karlsruhe, Njemacka
* baza ili kiselina kojom se prilagodava pH otopine

Za to vrijeme pripremljen je 5 %-tni govedi serumski albumin (engl. bovine serum
albumin, BSA, albumin fraction 8076.3, Carl Roth, Karlsruhe, Njemacka; razrijeden u TBS-u)
koji se nanio na rezove okruzene hidrofobnim markerom (PAP pen, ab2601, Abcam, Velika
Britanija) radi zadrZavanja teku¢ina na mjestu od interesa 1 inkubirao 20 minuta. BSA sluZzi za
blokiranje nespecifi¢nog vezanja antigena pri daljnjim koracima imunohistokemije. Uklonjen
je bez ispiranja te su se nanijela primarna protutijela u optimiziranim koncentracijama (Tablica
4), razrijedena u TBS-us 0.1 % Tween-a 20 i 1 % BSA. Tako pripremljena stakla ostavljena su
preko no¢i na 4 °C u prilagodenoj ,,vlaZznoj komori* za imunohistokemiju. Kao negativna
kontrola koristena je otopina 0.1 % Tween-a 20 i 1 % BSA bez primarnog protutijela koja je
nanesena istodobno. Pozitivnu kontrolu ¢inila su stakla s tkivom preporuc¢enim od proizvodaca
pojedinog protutijela na koji je nanesena otopina primarnog protutijela (Tablica 4).

Idu¢i dan uzorci su ispirani na treskalici (IKA KS 260 basic, Staufen, Njemacka) 3 puta
po 5 minuta u TBS-u. Otopina 3 % H20; (7722-84-1, Kemika, Zagreb, Hrvatska) koriStena je
za inaktivaciju endogenih peroksidaza nanoSenjem na uzorke i inkubacijom kroz 20 minuta.
Ponovljeno je ispiranje u TBS-u 3 puta po 5 minuta, pa je slijedilo nanoSenje odgovarajucih

sekundarnih protutijela, konjugiranih s peroksidazom iz hrena. Ovisno vrsti (mis ili zec) u kojoj
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je primarno protutijelo pripremljeno, koristilo se sekundarno protutijelo iz koze specificno za
zeCje imunoglobuline (ab90751, Abcam, Velika Britanija) ili iz magarca specifi¢no za misje
imunoglobuline (ab6820, Abcam, Velika Britanija), razrijedeno u 1%BSA/TBS 45 ili 60
minuta. Rezovi su ponovo isprani 3 puta po 5 minuta u TBS-u. Signal (reakcija antigen -
protutijelo) je vizualiziran inkubacijom rezova s otopinom kromogena 3,3-diaminobenzidin
tetrahidroklorida (DAB) i supstrata za peroksidazu (K3468, DAKO/Agilent, Glostrup, Danska)
kroz 3 minute. Zaustavljanje reakcije provodilo se uranjanjem u dH20. Kancerogenost DAB-a
umanjila se dodavanjem natrijevog hipoklorita (7681-52-9, Kemika, Zagreb, Hrvatska) u vodu
u kojoj su stakla isprana. Zatim su se rezovi kontrastirali hemalaunom, uranjanjem kroz jednu
minutu. Slijedilo je ispiranje u dH20, pa teku¢oj vodovodnoj vodi 5 minuta, a nakon uranjanja
u dH20 jo$ jednom, ucinjena je dehidracija rezova uranjanjem u posudice s otopinama rastuce
koncentracije etanola (od 70 do 100%, po 3 minute). Nakon toga stakla su uronjena u otopinu
ksilola 2 puta po 10 minuta te pokrivena pokrovnicom pomocu sintetickog medija za uklapanje

(Biomount). Stakla su ostavljena na susenju na sobnoj temperaturi barem 24 sata.

Tablica 4. Protutijela koriStena u imunohistokemijskom bojenju.

Primarno Serijski broj i | Podrijetlo i Razrjedenje | pH vrijednost | Pozitivna
protutijelo | proizvodaé klonalnost otopine kod | kontrola
demaskiranja
antigena
Anti-Ki-67 | MA5-14520, zec, 1:150 pH 6 karcinom
Thermo monoklonalno dojke
Fischer
Anti- RB1 | PA5-99502, zec, 1:100 pH 9 karcinom
Thermo poliklonalno dojke
Fischer
Anti - ab47763, zec, 1:100 pH 6 karcinom
R Abcam poliklonalno dojke
Anti - ab47474, zec, 1:50 pH9 karcinom
RESEiTES Abcam poliklonalno dojke
SOX9 AMADbI0795, | mis, 1:500 pH 9 sjemenik
Atlas monoklonalno - odrasli
Antibodies
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4.6. Analiza obojenih stakala

Preparati obojeni HE 1 IHC metodom analizirani su pomoc¢u binokularnog Nikon
svjetlosnog mikroskopa (TE300, Be¢, Austria). Uzorci obojeni HE metodom analizirali su se
deskriptivno kroz trajanje trudnoce te su koristeni za mjerenje promjera sjemenih kanalica.

Preparati su slikani pomocu svjetlosnog mikroskopa marke Olympus, model BX51
(Tokijo, Japan), spojenim s digitalnim fotoaparatom. Pozitivnom reakcijom je smatrano
obojenje stanica smedom bojom, a ono je analizirano unutar formiranih kanali¢a fetalnog
sjemenika, u minimalno 10 slu¢ajno odabranih, popre¢no presjec¢enih kanali¢a na povecanju od
x 400. Proteinski izrazaj izrazen je na 2 nacina: Semikvantitativno kao broj pozitivno obojenih

stanica u kanali¢u te normalizirano na ukupan broja stanica unutar kanali¢a i njegov i promjer.

4.7. l1zolacija genomskog DNA

Za potrebe izolacije DNA ljudski materijal je zbog pristupac¢nosti samo arhivskim
parafinskim uzorcima bio narezan rotacijskim mikrotomom na debljinu od 10 pm 1 stavljen na
nesilanizirana histoloska stakalca. Ukupni DNA izolirana je iz 5 rezova parafinskih blokova
fetalnih sjemenika, a jedan uzorak je koristen kao kontrola kvalitete, ovisno o broju rezova koji
se ujedinjuju (engl. pooling). U tom se uzorku usporedila koli¢ina i kvaliteta DNA od dva do
deset rezova.

U nekim od parafinskih blokova postoje i druga fetalna tkiva te okolno, pratece tkivo
oko sjemenika. Na rezovima obojenim HE oznaceno je mjesto gdje se nalazi samo sjemenik,
pa se prema tim oznakama jednokratnom oStricom za skalpel (Scalpel Aesculap, XC15.1,
B.Braun, Germany) tkivo sjemenika sastrugalo s po 10 rezova u epruvete s puferom za izolaciju
DNA. Ve¢ su se tijekom prijasnjih istrazivanja usporedili komercijalno dostupni setovi (tzv.
kitovi) za izolaciju DNA, no, u usporedbi s njima, kuéni protokol optimiziran za izolaciju DNA
iz parafinskih uzoraka pokazao je daleko bolje rezultate po kvaliteti i koli¢ini dobivenog DNA
(328). Nakon ve¢ opisane deparafinizacije i rehidracije u svjeze promijenjenom nizu ksilola i
padaju¢em nizu koncentracije etanola, uzorci su isprani dH>O te ostavljeni 72 sata u TBS-u,
kako bi se potpuno rehidrirali. Tkivo sjemenika se sterilnim skalpelom sastrugalo u tubice s 500
puL TES pufera (Tablica 3), pa je dodano po 50 pL proteinaze K (10 mg/mL). Enzimatska
digestija napravljena je stavljanjem uzoraka preko no¢i u termoblok (Eppendorf ThermoMixer

F1.5, Hamburg, Njemacka) na 56 °C, a u tubicama gdje se tkivo vidljivo nije razgradilo,
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ponovilo se dodavanje proteinaze K i ostavilo u termobloku na dodatna tri sata na 56 °C uz
treskanje na 300 rpm. Kada je doslo do golim okom vidljive razgradnje tkiva, u uzorke je
dodano 200 uL prezasi¢enog natrijevog klorida (6 M NaCl) radi isoljavanja DNA, na ¢emu se
protokol temelji. Uzorci su 5 minuta treskani, pa centrifugirani na 13 000 rpm 10 minuta u
centrifugi (2326K, Hermle Labortechnik, Wehingen, Njemacka). Oko 700 pL supernatanta
prebaceno je u ¢istu tubicu u koju je dodano 500 pL izopropanola te je tubica stavljena na
treskanje dvije minute. Slijedilo je centrifugiranje na 13 000 rpm 15 minuta, a dobiven je
vidljivo odvojen supernatant od taloga DNA. Supernatant je odbacen, a talog DNA ispran s 500
uL 70 %-tnog etanola i lupkanjem po dnu tubice. Ponovljeno je 15 minuta centrifugiranja na
13 000 rpm, pa se etanol pazljivo dekantirao kako bi se talog DNA zadrzao u tubici. Tubica je
ostavljena da se osusi s otvorenim ¢epom 45 minuta u termobloku na 56 °C, kako bi sav etanol
ispario. U uzorak je dodano 50 uLL TES pufera te su uzorci vraceni u termoblok kroz jedan san
na 40 °C kako bi se talog DNA otopio. Uzorci su nakon toga smrznuti na -80 °C.

Iz Stakorskih svjeze smrznutih uzoraka izolacija DNA provela se dodavanjem po 500
puL TES pufera i 50 puL proteinaze K po uzorku te inkubacijom na 56 °C u termobloku preko
no¢i. Sljedeéi dan se provjerilo jesu li uzorci otopljeni, a ako nisu, dodalo se jos$ proteinaze K i
vratilo u termoblok na 56 °C tri sata uz treskanje na 300 rpm. U ovom protokolu isoljavanje
DNA se nije radilo te su pripremljeni uzorci smrznuti su na -80 °C.

Za usporedbu ponovljivosti rezultata, kvalitete bisulfitne konverzije i pirosekvenciranja,
po tri uzorka Stakorskih sjemenika od dva stadija uklopljena u parafin koristena su za izolaciju

DNA po protokolu opisanom za ljudske uzorke iz parafinskih blokova.

4.8. Mjerenje koncentracije DNA i kontrola kvalitete

Kako bi izmjerili koncentraciju DNA, uzorci su otopljeni i resuspendirani kako bi
otopina s DNA bila homogena. Po 1 pL izolata DNA koristeno je za mjerenje apsorbancije te
odredivanje koncentracije i ¢istoce pojedinog uzorka. Mjerenje se provelo na spektrofotometru
Nanodrop 2000c (Thermo Scientific, SAD) u triplikatima pri 260 nm, tj. omjera apsorbancija
pri 260 nm i 280 nm. TES pufer bez DNA se koristio kao negativna kontrola i medij za ¢i§¢enje
optickog Ccitaca. Izracun se pohranio te su se izraCunale srednje vrijednosti mjerenja u

triplikatima, §to je potrebno za daljnje korake.

4.9. Bisulfitna konverzija izoliranog DNA
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Bisulfitna konverzija nuzan je korak pri pirosekvenciranju, jer je ono mogucée samo na
bisulfitno konvertiranom DNA. Komercijalni kit EpiTect® Bisulfite Kit (59124, Qiagen,
Njemacka) koristen je za konverziju nemetiliranih citozina u uracile. Konverzija je selektivna,
jer u DNA metilirani citozini ostaju nepromijenjeni, pa se time omogucava pirosekvenceru
oCitanje koli¢ine konvertiranih mjesta. Pratile su se upute proizvodaca, a prvo se pristupilo
¢iS¢enju radne povrsine i pribora razrijedenom otopinom natrijevog hipoklorita (1:10) kroz 15
minuta, ispiranjem dH2O te Spricanjem 70 %-tnim etanolom sa suSenjem kroz 30 minuta.

Proizvodac seta kemikalija ima jasne upute po kojima su se kemikalije pripremile. DNA
uzoraka je otopljen i resuspendiran pipetom. U dovoljan broj PCR tubica dodao se uvijek isti
volumen DNA zastitnog pufera (engl. DNA protect buffer), koji sluzi i kao indikator pH i
bisulfitne smjese (sa natrijevim bisulfitom) te varijabilni omjeri vode proc¢is¢ene od RNAza
(engl. RNAse free water) i otopljenog DNA, ovisno o dobivenoj koli¢ini DNA u ukupno istom
volumenu. Tubice su se mijesale i kratko centrifugirale, pa su stavljene u CFX96 Touch Real-
Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories, Njemacka) uredaj. Protokol PCR reakcije
ukljucivao je izmjenu denaturacije pri 95 °C tijekom 5 min 1 inkubacije pri 60 °C prvi put 25
min, drugi 85 min i tre¢i 175 min te inkubiranje uzoraka na 20 °C do vadenja. Za to vrijeme
pripremljen je odgovarajuci broj sterilnih tubica od 1,5 mL u koje je potom prebacen sadrzaj
svake tubice nakon bisulfitne konverzije i dodan BL pufer (za vezanje konvertiranog
jednolan¢anog DNA za membranu na koloni) pomijeSan s RNA nosa¢em (engl. carrier RNA)
koji poboljsava vezanje malih koli¢ina DNA za kolonu). Dodan je i 100 %-tni etanol, pa se
sadrzaj pomijeSao 1 prebacio na MinElute DNA spin kolone u kolekcijskim tubicama. Uzorci
su centrifugirani jednu minutu na 20 000 g, pa je filtrat bacen, a kolona isprana ponovnim
centrifugiranjem na 20 000 g s BW puferom koji uklanja ostatke natrijevog bisulfita. Nakon
ponovnog uklanjanja filtrata, u kolone je dodan BD pufer koji uklanja sulfite i stvara uracile u
i ispiranje s BW puferom jo$ dva puta. Zatim je dodan 100 %-tni etanol na kolone, centrifugiran
je te su kolone prebacene u Ciste kolekcijske tubice. U dva navrata je dodano je 25 pL EB
elucijskog pufera prije centrifugiranja na 15 000 g, kako bi se bisulfitno konvertirani DNA

spustio na dno tubice, otopljen u puferu. Uzorci su spremljeni na -20 °C do sljedece analize.

4.10. Dizajniranje pocetnica za PCR i pirosekvenciranje

Kako bi sa sigurnos¢u odredili optimalnu lokaciju za analizu na genomu, PyroMark®

Assay Design Software 2.0 (Qiagen, Njemacka) racunalni program KoriSten je za dizajniranje
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pocetnica zeljenih fragmenata gena RB1, H19 i LINE-1 repetitivnih sekvenci za ¢ovjeka te gena
H19 i LINE-1 repetitivnih sekvenci za Stakora. Sekvence gena odabrane su u genomskom
pregledniku UCSC Genome Bioinformatics (329), po uzoru na podatke iz literature (Tablica 5
1 6), a baza podataka RefSeq sluzila se za preuzimanje sekvenci od interesa. PoCetnice svih
navedenih sekvenci sadrze minimalno 3 CpG otoka.

DNA sekvence preuzete iz baze podataka prilagodene su u racunalnom programu za
dizajn pocetnica kako bi se pocetnice mogle dizajnirati za bisulfitno konvertirani DNA.
Prilagodavanje podrazumijeva pretpostavku da su svi nemetilirani citozini konvertirani u
uracile 1 da ¢e nakon PCR reakcije biti zamijenjeni za timine te je slijed baza po tome
promijenjen. S obzirom na to da su od interesa CpG nukleotidi i njihovi potencijalno metilirani
citozini oznaceni s Y (pirimidinska baza), ostale citozinske baze oznacavaju se kao timini.
Citozini s oznakom Y nakon bisulfitne konverzije mogu biti ili C ili T. Ukupno je za umnazanje
zeljenog fragmenta PCR reakcijom potrebno dizajnirati par pocetnica: F (engl. forward primer,
F) pocetnica za produljivanje jednog lanca i R pocetnica (engl. reverse primer, R) za
produljivanje drugog lanca. Za pirosekvenciranje potrebna je sekvencijska pocetnica (engl.
sequencing primer, S), a kako je za spomenutu metodu nuzno da je jedna pocetnica
biotinilirana, proizvodacu se napomenulo da F ili R pocetnica ima kovalentno vezani biotin

(Tablica 5 i Tablica 6). Poc¢etnice su proizvedene i dopremljene od tvrtke Kemomed, Hrvatska.
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Tablica 5. Pocetnice koriStene za umnaZanje PCR reakcijom i analizu metilacije ljudskog gena RB1, H19 CTCF 6 regije i
LINE-1 ponavljajudih sekvenci i njihove karakteristike.

RB1 5-GGTGGGGTTAGGGTTTTGA-3' 3'- (329)
TTYGGAGGTAGAGGGTYGT
biotin 5'- TGYGAGYGTTTATTAGAYGT
CTCTCCCACAAACACCATTTTTAT |[AAAAAATGAAAAATAAAAA
AT-3' TATAA-5
5-GTAGTTTTTTTTTGTGAGG-3'
H19 5'- 3- (331)
CTCF TGGGTATTTTTGGAGGTTTTTTT- |[AATYGGAAGTGGTYGYGYG
6 3 GYGGTAGTGTAGGTTTATAT
biotin 5'- ATTATAGT-5
ATAAATATCCTATTCCCAAATAA-
w_
5-TTTATAGTTTGGATGG-3'
LINE-1 5’-biotin- 3'- (330)
TAGGGAGTGTTAGATAGTGG-3' |RCCCTACTTCRACTCRCRCA
CRATACRCACACACACTAAC
5-AACTCCCTAACCCCTTAC-3' CTAC-5*
5-CAAATAAAACAATACCTC-3’

*R oznacava purinsku bazu
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Tablica 6. Pocetnice koriStene za umnaZanje PCR reakcijom i analizu metilacije Stakorskog gena H19 ICR 1 regije i LINE-1
ponavljajuéih sekvenci i njihove karakteristike.

H19 F biotin- 3'- (333)
ICR1 5'- AGTTATTAAGAGGTATGAGGA | ATACRAAACTCRAAAAATT
TTATGT-3' AAAAATTTTTTTTAAATTTA
ACRCAAATAATTTTTACTAC
5'- CACCACRCRACAACTTCCRC
R ACCCACAATATTACCTTATATAA |RTATAAACCACACAACAAA
ATTCC-3' TTCAAC-5*
5
S ACAATATTACCTTATATAAATTC
CA-3'
LINE-1 F S-TTGGTGAGTTTGGGATAT-3' 3'- (332)
YGGGTAYGTTTTGTGTTTAT
biotin -5'- YGGAAGTTTTATA -5'
R AAATCTAAAAACAAAAAACTACT
AC-3'
S S-TAGAATTTTTTTAGGAT-3'

* R oznacava purinsku bazu

4.11. Lanc¢ana reakcija polimerazom nakon bisulfitne konverzije

Za umnazanje bisulfitno konvertiranih fragmenata DNA koristio se komercijalni set

kemikalija PyroMark® PCR Kit (Qiagen, Njemacka), prema uputama proizvodaca. Nakon
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temeljitog ¢is¢enja radne povrsine radi sprjecavanja kontaminacija stranim DNA, pripremile su
se PCR tubice u koju se stavljalo po 12,5 uLL. Master Mix-a, 2,5 uL koncentrata CoralLoad-a,
0,5 uL 10 uM F pocetnica, 0,5 pL 10 uM R pocetnica te vode i uzorka bisulfitno konvertiranog
DNA (ukupno 9 pL) te 1 uL uzorka koncentracije bisulfitno konvertiranog DNA u koncentraciji
od 5 ng/uL. Svaki put se umjesto prvog i zadnjeg uzorka u reakcijsku smjesu dodavao 1 pL
miliQ vode kao negativna kontrola, za dokaz odsutnosti stranog DNA. Takoder, komercijalno
dostupne pozitivne kontrole bisulfitno konvertiranog ljudskog i Stakorskog metiliranog i
nementiliranog DNA (EpiTect PCR Control DNA Set, Qiagen, Njemacka) prosle su iste
postupke kao i uzorci, a potrebni su za kontrolu kvalitete pirosekvenciranja. CFX96 Touch
Real-Time PCR Detection System (Bio-Rad Laboratories, Njemacka) uredaj koristen je za
umnazanje PCR reakcijom pri uvjetima navedenim u Tablici 7. Uzorci su pohranjeni na +4 °C

do daljnje analize po zavrSetku PCR reakcije.
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4.12. Gel elektroforeza

Gel elektroforeza na 2 %-tnom agaroznom gelu u 1 x TAE puferu (Tris-acetat-EDTA)
sluzi kao provjera uspje$nosti umnozavanja fragmenata gena RB1, H19 i LINE-1 repetitivnih
sekvenci iz parafinskih i1 svjeze smrznutih uzoraka pomocu dizajniranih pocetnica PCR
reakcijom, a radi se nakon PCR umnozavanja bisulfitno konvertiranog DNA. U jazice
pripremljene u gelu nanosilo se 4 L pojedinog PCR produkta te je elektroforeza provedena u

trajanju od 10 min na 80 V, a zatim 20-30 min na 120 V. Gel se pripremao s 2 % agaroze
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(A9539, Sigma Aldrich, MA, USA) u TAE puferu s fluorescentnom bojom koja se veze na
DNA (GelStarTM Nucleic Acid Gel Stain, Lonza, Svicarska). Umnozeni DNA fragmenti koji
su pomocu istosmjerne struje prosli kroz gel vizualizirali su se pomoc¢u UV-transiluminatora
(Slika 6), a njihova o¢ekivana veli¢ina usporedena s DNA standardom (SimplyLoadTM 100 bp
DNA Ladder, Lonza, Svicarska) koji sadrzi fragmente DNA poznatih veli¢ina. Voda slobodna
od RNAza (engl. RNAse free water; Qiagen, Njemacka) koriStena je kao negativna kontrola
odsutnosti kontaminacije stranim DNA molekulama jo$ u koraku postavljanja PCR reakcije te
na gelu nema prisutne vrpce u pripadajucoj koloni. Takoder, tijekom optimizacije, koristile su
se razlicite koncentracije DNA koje bi dale jasno vidljivu vrpcu na gelu, tj. dovoljnu koli¢inu
DNA za pirosekvenciranje - 10, 5 i 2.5 ng DNA te je koli¢ina od 5 ng po uzorku pokazala

optimalnom.

TR T R *FQ}

— i

Slika 6. Primjer gela nakon elektroforeze: ljudske LINE-1 ponavljajuée sekvence. Na prvoj koloni
nalazi se DNA standard, u prvom redu dvije negativne kontrole, a zatim uspje$no umnozeni PCR

produkti.

4.13. Pirosekvenciranje

Pirosekvencer Pyromark Q24 Advanced (Qiagen, Njemacka) s odgovaraju¢im
kemikalijama PyroMark Q24 Advanced CpG Reagents (Qiagen, Njemacka) koriSteni su za
pirosekvenciranje bisulfitno konvertiranog DNA. Dizajn eseja za pirosekvenciranje napravljen
je za svaki gen u PyroMark Q24 Advanced Software (Qiagen) raCunalnom programu. Njime se
utvrduje redoslijed kojim se nukleotidi dodaju u reakcijsku smjesu, a esej se pohranjuje na

pamtidbeni pruti¢ (engl. USB stick). Pirosekvencer se upalio 30 minuta prije pocetka rada, kako
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bi se osiguralo paljenje svih osnovnih funkcija, unutarnje bazdarenje uredaja i postizanje radne
temperature. Za to vrijeme se radna povrSina odistila 70 %-tnim etanolom te se pripremila
PyroMark® Q24 Vacuum Workstation radna postaja - postolje s posudicama koje se se punile
70 %-tnim etanolom, dH>O te denaturacijskom otopinom proizvodac¢a (engl. denaturation
buffer) i puferom za ispiranje (engl. wash buffer). Tada se provjeravala valjanost vakuumske
pumpe te umetnula USB memorijska kartica, a kemikalije se zagrijavale na sobnu temperaturu.
Biotinilirani PCR produkti moraju se vezati za sefarozne kuglice oblozene streptavidinom
(Streptavidin Sepharose® High Performance, GE Healthcare, Svedska), pa se pripremila
njihova reakcijska smjesa. 60 puL smjese dodala se na PCR plocu, u svaku od 24 jazice, a u
sljede¢em koraku su se dodali po 20 pL uzorka, pozitivni metilirani i negativni nemetilirani
kontrolni DNA iz odgovarajuceg organizma (¢ovjeka, 59695, Qiagen, Njemacka ili Stakora,
S7860, Sigma Aldrich, MA, USA). Ostavila se jedna ili dvije jaZice bez uzorka, u koje se dodaje
dH20 slobodna od RNA-za, kao kontrola zagadenja reakcije pirosekvenciranja. PCR ploca s
gornje strane se zatvorila snaznom ljepljivom folijom te se stavila na treskalicu, pri 1400 rpm
kroz 15 min. To je omogucilo vezanje sefaroznih kuglica i PCR produkata. Za to vrijeme
pripremila se smjesa za vezanje biotiniliranih PCR produkata, prema Tablici 8 i PyroMark Q24

ploca za pirosekvenciranje u koju je stavljeno po 20 pL reakcijske smjese u svaku od 24 jazice.

Tablica 8. Reakcijske smjese koriStene pri pirosekvenciranju po uzorku.

Komponenta Volumen (pL)
sefarozne kuglice 2
PCR ploca PyroMark pufer za vezanje (engl. binding buffer) 40
miliQ dH.O 18
PCR produkt 20
PyroMark pufer za prianjanje (engl. annealing 19,25
PyroMark buffer)
Q24 ploca pocetnica za sekvenciranje 0,75

U spremnik za pirosekvenciranje (PyroMark® Q24 Cartridge, Qiagen, Njemacka)
dodali su se preporuceni volumeni smjese enzima, supstrata i nukleotida, koji se odreduju
rac¢unalno, pri planiranju eseja za pirosekvenciranje te se spremnik (engl. cartridge) umetnuo u
pirosekvencer. Enzimi koji se dodaju DNA polimeraza, ATP sulfurilaza, luciferaza i apiraza, a
supstrati su adenozin 5' fosfosulfat i1 luciferin. Kada je zavrSeno preporuceno vrijeme treskanja,

PCR ploca brzo se prebacila na radnu postaju, u jaZice se pazljivo spustio nosac s nastavcima
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koji na sebi nose filtere, a sam nosac je spojen na vakuumsku pumpu. Potrebno je oko 15 s da
se sefarozne kuglice koje nose biotinilirani PCR produkt vezu na filtere te se zatim nosac s
filtrima uronio redom kroz ostale pripremljene tekucine. Nakon toga slijede koraci opisani u
Tablici 9.

Tablica 9. Koraci prijenosa PCR produkata vezanih na sefarozne kuglice.

Korak Ucinak

1. 15 s vakuum prijenos PCR produkata sa sefaroznim
kuglicama na nosac

2. ispiranje 70 %-tni etanolom 5 s ispiranje nevezanih DNA molekula koje
nisu biotinilirane

3. ispiranje denaturacijskim puferom 5 s razdvajanje lanaca DNA kako bi se zadrzao

samo biotinilirani lanac

4. pufer za ispiranje 10 s
5. iskljuéivanje vakuuma iznad PyroMark pad sefaroznih kuglica s PCR produktom u
Q24 ploce i ruéno treskanje 30 s plocu

Kada se vizualno provjerilo sadrze li unaprijed pripremljene PyroMark ploce s puferom
za prianjanje i pocetnicama sefarozne kuglice (zamucéenje) osim tamo gdje su kontrole
zagadenja (bistro), ploca se stavila 5 minuta na toplu plo¢u na 80 °C. Nakon toga je na
pirosekvencer pripremljen program s esejem te se unutar 15 s PyroMark ploca postavila u uredaj

i pokrenulo pirosekvenciranje.

4.14. Analiza rezultata pirosekvenciranja

Na kraju pirosekvenciranja, ¢ija duzina ovisi o eseju, na USB sticku je pohranjen
pirogram (Slika 7). Taj graficki prikaz zasebno analizira svako CpG mjest dajuci rezultat u
obliku postotka metilacije. Sadrzi 1 podatke o odredenim kontrolnim tockama, kao Sto je
uspjesnost bisulfitne konverzije te intenzitet referentnih ,,pikova‘“, stvorenim racunalno, kao
teoretski pikogram iz sekvence zadane u eseju. Uz analizu uzoraka, analiziraju se i pozitivna i
negativna kontrola te kontrola metiliranog i nemetiliranog DNA. Ako neka od tih vrijednosti

nije zadovoljila, analiza se ponovila ili se nije ukljucila u statisticku obradu.
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Slika 7. Primjer pirograma za uzorak dobre kvalitete. Prva dva mjesta zauzimaju negativne kontrole,
a dalje su analizirane LINE-1 sekvence na uzorcima ljudskih fetalnih sjemenika. Posljednje mjesto

zauzima metilirana (pozitivna) kontrola.

4.15. Statisticka obrada podataka

Obrada statistickih podataka napravljena je koriStenjem statistickog programa
GraphPad Prism v5.00 program (GraphPad software, San Diego, USA) uz Windows operativni
sustav (broj licence: GPW6-278912-RLMU966F4).

Za prikupljene podatke koriStena je opisna statistika. Kvantitativni podaci postotka
metilacije i broja imunohistokemijski pozitivnih stanica graficki su prikazani medijanom i
interkvartilnim rasponom za ljudske uzorke, odnosno aritmetickom sredinom i standardnim
devijacijama za stakorske uzorke. Normalnost raspodjele testirana je Shapiro-Wilkovim testom.
Kategorijske vrijednosti prikazane su omjerima. Analiza podataka izmedu viSe skupina,
odnosno stadija trudnoc¢e Covjeka i Stakora napravljena je pomocu Kruskal-Wallis testa s
Dunnovim testom visestrukih usporedbi. Usporedba parova uzoraka pri evaluaciji tehnicke
karakteristike metode analizirana je ANOVA testom. Sve p-vrijednosti manje od 0.05 smatrane

su statisticki znacajnima.

53



54



5. REZULTATI

5.1. DNA metilacija u tkivu fetalnih Stakorskih sjemenika kroz stadije
trudnoce

Kako bi se utvrdilo utjece li razvoj Stakorskog sjemenika na dinamiku promjene
metilacije LINE-1 ponavljajuéih sljedova i genomski utisnutog H19 gena, pirosekvenciranjem
su se obradili uzorci svjeze smrznutih fetalnih sjemenika. Pirosekvenciranje to¢no analizira
metilaciju svakog pojedinog CpG dinukleotida u definiranoj sekvenci nakon bisulfitne
konverzije, a podaci su se graficki obradili kao postotak metilacije svake pojedine CpG tocke
te njihovog prosjeka. Dodatno su se usporedili uzorci istog stadija, ovisno o tome jesu li bili
smrznuti na -80 °C ili fiksirani, uklopljeni u parafin te spremljeni na +4 °C.

Analiza je obuhvatila stadije Stakorske trudnoce od 16.5 do 21.5 dpc (engl. days post
coitum), gdje je 21.5 dpc tik pred okot.

5.1.1. Analiza metilacije LINE-1 ponavljajuéih sljedova

Odreden je postotak DNA metilacije tri CpG mjesta unutar CpG otoka svakog uzorka
fetalnog Stakorskog sjemenika, kako bi se usporedila eventualna promjena tijekom razvoja.
Postotak DNA metilacije LINE-1 ponavljajuéih sljedova prikazan je kao prosjek metilacije tri
CpG myjesta, linearnim grafom po stadijima trudno¢e. Dodatno su prikazani pojedina¢na CpG

mjesta, tj. njithov postotak metilacije te usporeden izmedu stadija.
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Tablica 10. Numeri¢ki izraZzene srednje vrijednosti postotka metilacije gDNA LINE-1
ponavljajuéih sljedova i standardne devijacije po stadijima trudnoce za pojedino CpG mjesto i
prosjek vrijednosti. Rezultati su dobiveni Kruskal-Wallis testom s Dunnovim testom visestrukih
usporedbi, a prikazani kao srednja vrijednost = standardna devijacija. Statisti¢ki znacajna p-vrijednost

smatrana je ona manja od 0,05.

dpc 16.5 175 18.5 19.5 20.5 215
N 10 6 6 6 8 6
X (%) 69,53 7333 | 75,44 | 79,28 | 78,58 | 79,34

SD 2,972 1,011 | 1,456 | 1,468 | 0,427 | 0,387
X (%) 61,70 65,33 | 67,00 | 68,00 | 70,13 | 70,50
SD 2,584 0,817 | 1,265 | 0,633 | 0,641 | 0,577
X (%) 68,10 71,83 | 74,00 | 79,00 | 77,00 | 77,75
SD 3,071 1,329 | 1,673 | 2,757 | 0,535 | 0,500
X (%) 78,70 83,00 | 8533 | 8583 | 88,63 | 89,75
SD 3,433 1,414 | 1506 | 1,602 | 0,518 | 0,500

dpc - dan poslije oplodnje; N - broj uzoraka; X - aritmeti¢ka sredina; SD - standardna

devijacija



Analizom prosje¢ne metilacije LINE-1 ponavljajucih sljedova u fetalnim Stakorskim
sjemenicima tijekom razvoja pokazala je statisticki znacajnu razliku izmedu 17.5 (73,33 =
1,011 %) i 19.5 dpc (79,28 + 1,468 %) (p<0,05) (Slika 8 i Tablica 10). Srednja vrijednost
postotka metilacije DNA u tkivu fetalnog sjemenika Stakora ukupno je rasla od 69,53 + 2,972
% u 16.5 dpc do 79,34 + 0,387 % na dan okota, 21.5 dpc.
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Slika 8. Prosjek postotka metilacije LINE-1 ponavljajuéih sljedova iz svjeZe smrznutih uzoraka
Stakorskih fetalnih sjemenika od 16.5 do 21.5 dpc. Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom visestrukih
usporedbi. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Broj uzoraka je
minimalno 6 po skupini. Statisticki znacajna p-vrijednost manja od 0,05 oznacena je jednom (*), ona

manja od 0,001 s tri zvjezdice (***).

Statisticka analiza metilacije LINE-1 ponavljajucih sljedova u pojedinom CpG mjestu
pokazala je da u svakom pojedinom analiziranom CpG mjestu postoji statisti¢ki znacajna
razlika u metilaciji DNA u tkivu fetalnog sjemenika (Slika 9 - 11, Tablica 10).

Analizom metilacije LINE-1 ponavljaju¢ih sljedova na CpGl mjestu u fetalnim
Stakorskim sjemenicima tijekom razvoja pokazala je statisticki znacajnu razliku na prijelazu od
16.5 do 19.5 (p<0,05) i 17.5 do 20.5 dpc (p<0,05) (Slika 9 i Tablica 10). Srednja vrijednost
postotka metilacije DNA u tkivu fetalnog sjemenika Stakora kretala se od 61,70 + 2,584 % sa
16.5 dpc do 70,50 + 0,577 % na kraju trudnoce, 21.5 dpc.
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Slika 9. Postotak metilacije LINE-1 ponavljajuéih sljedova na CpG1 mjestu iz svjeZe smrznutih
uzoraka Stakorskih fetalnih sjemenika od 16.5 do 21.5 dpc. Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom
viSestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Broj
uzoraka je minimalno 6 po skupini. Statisti¢ki znac¢ajna p-vrijednost manja od 0,05 oznacena je jednom

(*), ona manja od 0,001 s tri zvjezdice (***).
Postotak metilacije LINE-1 ponavljajué¢ih sljedova na CpG2 mjestu statisticki je bio

znacajan izmedu 17.5 1 19.5 dpc (p<0,05) (Slika 10. i Tablica 10). Srednja vrijednost postotka
metilacije rasla je od 68,10 = 3,071 % sa 16.5 dpc i 77,75 £ 0.50 % na 21,5 dpc (p<0,01).
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Slika 10. Postotak metilacije LINE-1 ponavljajuéih sljedova na CpG2 mjestu iz svjeZe smrznutih
uzoraka Stakorskih fetalnih sjemenika od 16.5 do 21.5 dpc. Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom
viSestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Broj
uzoraka je minimalno 6 po skupini. Statisticki znacajna p-vrijednost manja od 0,05 oznacena je jednom

(*), manja od 0,01 s dvije (**), a ona manja od 0,001 s tri zvjezdice (***).

Metilacija LINE-1 ponavljajucih sljedova na CpG3 mjestu izraZzena u postocima bila je
statisti¢ki znac¢ajna izmedu stadija od 17.5 i 20.5 dpc (p<0,05) (Slika 11. i Tablica 10). Srednja
vrijednost metilacije DNA bila je izmedu 78,70 + 3,433 % sa 16.5 dpc i 89,75 + 0,50 % na 21.5
dpc (p<0,001), vrijednosti vise nego za mjesto CpG1 i 2.
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Slika 11. Postotak metilacije LINE-1 ponavljajucih sljedova na CpG3 mjestu iz svjeZe smrznutih
uzoraka Stakorskih fetalnih sjemenika od 16.5 do 21.5 dpc. Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom
viSestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Broj
uzoraka je minimalno 6 po skupini. Statisti¢ki znacajna p-vrijednost manja od 0,05 oznacena je jednom

(*), ona manja od 0,001 s tri zvjezdice (***).

5.1.2. Analiza metilacije diferencijalno metilirane regije utisnutog gena H19

Da bi se odredio vremenski tijek utiSavanja ekspresije utisnutih gena tijekom fetalnog
razvoja, pirosekvenciranjem je analizirana promjena postotka DNA metilacije sedam CpG
mjesta unutar slijeda diferencijalno metilirane regije (DMR) gena H19 na uzorcima fetalnih
Stakorskih sjemenika. Graf postotka DNA metilacije po stadijima prikazuje metilaciju sedam

CpG mjesta te njihov prosjek (Slike 12 - 17, Tablica 11).
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Tablica 11. Numericki izraZene srednje vrijednosti postotka metilacije DNA diferencijalno
metilirane regije gena H19 i standardne devijacije po stadijima trudnoée za pojedino CpG mjesto
i prosjek vrijednosti. Rezultati su dobiveni Kruskal-Wallis testom s Dunnovim testom visestrukih
usporedbi, a prikazani kao srednja vrijednost = standardna devijacija. Statisti¢ki znacajna p-vrijednost

smatrana je ona manja od 0,05.

dpc 16.5 17.5 185 19.5 20.5 215
N 10 6 6 6 8 6
X (%) 44,20 54,32 52,72 50,86 50,29 53,61

SD 5,744 4,113 4,289 3,213 6,711 4,624
X (%) 50,00 61,60 63,33 61,33 62,83 66,67
SD 8,869 4,600 5,888 6,593 5,492 4,412
X (%) 46,50 63,00 64,33 63,50 63,83 63,00
SD 5,477 2,211 5,715 6,716 6,401 4,980
X (%) 42,80 46,50 47,50 44,00 46,50 47,00
SD 7,613 4,440 3,507 6,512 6,348 3,578
X (%) 40,00 44,33 45,40 43,80 45,75 46,00
SD 8,315 3,141 6,518 6,680 6,819 0,0
X (%) 34,25 43,00 45,00 43,20 43,67 43,00
SD 9,051 5,292 4,050 7,642 4,633 1,155
X (%) 43,00 52,00 55,80 52,00 52,33 48,00
SD 10,22 4,660 4,392 8,667 7,312 1,155
X (%) 37,25 35,67 41,00 40,00 37,75 37,00
SD 8,294 5,391 4,0 2,0 4,234 0,0

dpc - dan poslije oplodnje; N - broj uzoraka; X - aritmeti¢ka sredina; SD - standardna

devijacija
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Prosjec¢na metilacije DMR regije gena H19 u fetalnim Stakorskim sjemenicima tijekom
razvoja pokazala je statisticki znacajnu razliku izmedu 16.5 i 17.5 dpc (p<0,01) (Slika 12 i
Tablica 11). Srednja vrijednost postotka metilacije DNA u tkivu fetalnog sjemenika Stakora
kretala se od 44,20 + 5,744 % u 16.5 dpc do 53,61 + 4,624 % u 21.5 dpc.
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Slika 12. Prosjek postotka metilacije gena H19 iz svjeze smrznutih uzoraka $takorskih fetalnih
sjemenika od 16.5 do 21.5 dpc. Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom visestrukih usporedbi. Rezultati
su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Broj uzoraka je minimalno 6 po skupini.

Statisticki zna¢ajna p-vrijednost manja je od 0,01, a oznacena je dvjema zvjezdicama (**).
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Metilacija DMR regije gena H19 po pojedinom CpG mjestu, od 1 do 7, samo je u nekima
pokazala statisti¢ki znacajnu razliku u metilaciji DNA (Slika 13 - 17, Tablica 11).

Analizom DNA metilacije utisnutog gena H19 na CpG1 mjestu u fetalnim Stakorskim
sjemenicima tijekom razvoja pokazala je statisticki znacajnu razliku na prijelazu od 16.5 dpc
(50,00 + 8,869 %) do 17.5 (61,60 + 4,6 %) (p<0,05) i do 21.5 dpc (66,67 + 4,412 %) (p<0,01)
(Slika 13 i Tablica 11).
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Slika 13. Postotak metilacije gena H19 na CpGl1 mjestu iz svjeZe smrznutih uzoraka Stakorskih
fetalnih sjemenika od 16.5 do 21.5 dpc. Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom visestrukih usporedbi.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Broj uzoraka je minimalno 6 po
skupini. Statisticki zna¢ajna p-vrijednost manja od 0,05 oznacena je jednom (*), ona manja od 0,01 s

dvije zvjezdice (**).
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CpG2 mijesto odabranog slijeda DMR regije gena H19 imalo je statisticki znacajan
porast postotak metilacije od 16.5 dpc (46,5 = 5,477 %) do svih narednih stadija, zavr$no s 21.5
dpc (63,0 + 4,98 %) (Slika 14 i Tablica 11).
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Slika 14. Postotak metilacije gena H19 na CpG2 mjestu iz svjeZe smrznutih uzoraka $takorskih
fetalnih sjemenika od 16.5 do 21.5 dpc. Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom visestrukih usporedbi.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Broj uzoraka je minimalno 6 po
skupini. Statisticki zna¢ajna p-vrijednost manja od 0,05 oznacena je jednom (*), ona manja od 0,01 s

dvije zvjezdice (**).
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Metilacija DMR regije H19 gena nije pokazala statisticku znacajnost na CpG3
(p=0,5926) i CpG4 (p=0,7580) mjestu (Slika 15 i Tablica 11). Srednja vrijednost metilacije
DNA bila je izmedu 42,80 + 7,613 % u 16.5 dpc i 47,0 + 3,578 % 21.5 dpc za CpG3 mjesto, a
40,00 + 8,315 % u 16.5 dpc 1 46,0 + 0,0 % 21.5 dpc za CpG4 mjesto.
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Slika 15. Postotak metilacije gena H19 na CpG3 (gore) i CpG4 (dolje) mjestu iz svjeze smrznutih
uzoraka Stakorskih fetalnih sjemenika od 16.5 do 21.5 dpc. Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom
viSestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Broj

uzoraka je minimalno 6 po skupini. Nema statisticki znacajne vrijednosti.
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Analizom DNA metilacije utisnutog gena H19 na CpGS5 mjestu u fetalnim Stakorskim
sjemenicima tijekom razvoja nije pokazala statisti¢ki zna¢ajnu razliku (p=0,1302) (Slika 16 i
Tablica 11). Vrijednosti postotka metilacije kretale su se izmedu 34,25 + 9,051 % u 16.5 dpc i
43,0 + 1,155 % 21.5 dpc. Metilacija DNA DMR regije H19 na CpG6 mjestu izrazena u
postocima bila je statisti¢ki znacajna izmedu stadija od 16.5 (43,0 + 10,22 %) i 18.5 dpc (55,80
+ 4,392 %) (p<0,05) (Slika 16 i Tablica 11).
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Slika 16. Postotak metilacije gena H19 na CpGS5 i CpG6 mjestu iz svjeZe smrznutih uzoraka
Stakorskih fetalnih sjemenika od 16.5 do 21.5 dpc. Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom
viSestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Broj
uzoraka je minimalno 6 po skupini. Statisti¢ki znacajna p-vrijednost manja je od 0,05, a oznaéena je

zvjezdicom (*).
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Metilacija DMR regije H19 gena na CpG7 mjestu nije pokazala statisticku znacajnost,
p=0,1772 (Slika 17 i Tablica 11). Srednja vrijednost metilacije DNA bila je izmedu 37,25 +
8,294 % u 16.5 dpc i 37,0 £ 0,0 % 21.5 dpc.
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Slika 17. Postotak metilacije gena H19 na CpG7 mjestu iz svjeZe smrznutih uzoraka $takorskih
fetalnih sjemenika od 16.5 do 21.5 dpc. Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom visestrukih usporedbi.
Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Broj uzoraka je minimalno 6 po

skupini.

5.1.3. Utjecaj nacina pohrane tkiva na rezultate pirosekvenciranja

Kako bi usporedili kvalitetu DNA i kako se odrazava na pirosekvenciranje, dio uzoraka
16.118. dana trudnoce fiksirani su i uklopljeni u parafin, kao za rutinsku histopatolosku analizu.
Iz njih se prilagodenim protokolom izolirao DNA te su se uzorci podvrgnuli pirosekvenciranju
u isto vrijeme kao i njihovi parovi koji su bili pohranjeni metodom smrzavanja na -80 °C.
Statisticka analiza pokazala je razlike izmedu uparenih uzoraka koje nisu bile statisticki
znacajne. Uglavnom su vrijednosti postotka metilacije iz svjeZe smrznutih uzoraka bile nesto

nize od vrijednosti njihovih parova uzoraka uklopljenih u parafin (Slika 18 - 20).
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Slika 18. Postotak metilacije LINE-1 ponavljajuéih sljedova u prosjeku te za svako pojedino CpG
mjesto za 16. i 18. dan trudnoce. Svjeze smrznuti uzorci prikazani su plavo, a oni pohranjeni u parafinu

bijelo. ANOVA test, rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Broj uzoraka

je minimalno 6 po skupini. Nema statisticki znacajne razlike.

Analiza metilacije parova svjeze smrznutih i uzoraka uklopljenih u parafin za gen H19
podijeljena je u dva prikaza zbog veceg broja analiziranih CpG mjesta. I ovi rezultati su
pokazali niZu vrijednost iste analize kod uzoraka pohranjenih na -80 °C. Takoder, vidljive su
razlike u vrijednostima na grafovima (Slika 19 i 20), no ona nije bila statisticki znacajna.

Primjetne su veée oscilacije vrijednosti pri analizi gena H19, nego pri analizi LINE-1

ponavljajucih sljedova.
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Slika 19. Postotak metilacije gena H19 u prosjeku te za svako pojedino CpG mjesto za 16. dan

trudnocée. Svjeze smrznuti uzorci prikazani su plavo, a oni pohranjeni u parafinu bijelo. ANOVA test,

rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Broj uzoraka je minimalno 6 po

skupini. Nema statisticki znacajne razlike.
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Slika 20. Postotak metilacije gena H19 u prosjeku te za svako pojedino CpG mjesto za 18. dan

trudnoce. Svjeze smrznuti uzorci prikazani su plavo, a oni pohranjeni u parafinu bijelo. ANOVA test,

rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Broj uzoraka je minimalno 6 po

skupini. Nema statisticki znacajne razlike.
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5.2. Izrazaj imunohistokemijskih biljega u tkivu fetalnih Stakorskih
sjemenika kroz stadije trudnoce

Pri analizi histoloskih karakteristika fetalnih sjemenika na pocetku se pristupilo
rezovima obojenima hemalaun-eozinom. Na njima se najbolje mogu opisati histoloske
karakteristike stanica i tkiva. Imunohistokemijska analiza na biljeg proliferacije Ki-67, protein
tumorsupresorskog gena RB1, njegove forme fosforilirane na serinu 780 i 795 te biljeg
Sertolijevih stanica SOX9 provela se brojanjem smede obojenih stanica u minimalno 10
poprec¢no presjecenih sjemenskih kanali¢a (tubula). U grafickom prikazu rezultata koristila su
se jo$ dva parametra za normalizaciju rezultata. Kako bi se izbjegle varijacije zbog promjene
ukupnog broja stanica u sjemenom kanalicu te njegovom promjeru, vrijednosti su se dodatno
izrazile kao broj pozitivnih stanica po ukupnom broju stanica te po promjeru pomnozen sa 100
(334, 335).

5.2.1. Histoloske karakteristike fetalnog Stakorskog sjemenika

Slika 23 prikazuje histoloSke promjene Stakorskog sjemenika od 16.5 do 20.5 dpc. Od
sredine (16.5 dpc) do kraja trudnoce (20.5 dpc) uocava se zadebljanje tunike albugineje,
relativno povecanje povrsine intersticija, a do 19.5 dpc povecanje promjera sjemenih kanalica
(Slika 21) te ukupnog broja stanica po kanali¢u (Slika 22) s blagim padom obje vrijednosti do
20.5 dpc. Spolne stanice (gonocite) u svim stadijima su velike, ve¢inu stanice zauzima jezgra,
koja prema kraju trudnoc¢e ima sve rahliji kromatin (svjetlija). Smjestene su u sredini sjemenih
kanali¢a, okruzene Sertolijevim stanicama. U ve¢ini stanica jedan pol je tamnije obojan, $to je
ultrastrukturalno najce$¢e mitohondrij (336). Sertolijeve stanice smjeStene su uz rubove
sjemenih kanali¢a te se od 16. 5 do 20.5 dpc njihove jezgre kondenziraju (tamne), stanice
postaju trokutaste, a ne plosnate. Ve¢ i u 16.5 dpc pruzaju citoplazmatske izdanke izmedu
spolnih stanica. Leydigove stanice prisutne su u intersticiju od 14.5 dpc mijenjaju veli¢inu, no
ne i broj do 20.5 dpc.
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Slika 21. Promjer sjemenih kanali¢a u istraZivanim stadijima Stakorske trudnoce izraZzen u
mikrometrima. Prosje¢ni promjer raste do 19.5 dpc te zatim neznatno pada. Kruskal-Wallis test s
Dunnovim testom viSestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost & standardna
devijacija. Broj uzoraka je minimalno 6 po skupini. Statisti¢ki zna¢ajna p-vrijednost manja od 0,05

oznacena je jednom (¥*), ona manja od 0,01 s dvije (**), a ona manja od 0,001 s tri zvjezdice (***).
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Slika 22. Ukupni broj stanica (N) po sjemenom kanali¢u u istraZivanim stadijima Stakorske
trudnoée. Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom visestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost + standardna devijacija. Broj uzoraka je minimalno 6 po skupini. Statisticki znacajna
p-vrijednost manja od 0,05 oznacena je jednom (*), ona manja od 0,01 s dvije (**), a ona manja od

0,001 s tri zvjezdice (***).
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Slika 23. Histoloske karakteristike Stakorskih sjemenika kroz stadije trudnoée, vizualizacija
svjetlosnim mikroskopom. A) 16.5, (B) 17.5, (C) 18.5, (D) 19.5, (E) 20.5 dpc. K - kanali¢, I - intersticij.

Bojenje hemalaun-eozinom. Poveéanje x 400, skala pokazuje 20 pm.

5.2.2. IzraZenost Ki-67 biljega u $takorskom sjemeniku kroz stadije trudnoce
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Biljeg proliferacije Ki-67 klasi¢ni je biljeg stanica u S-fazi stani¢nog ciklusa. Analiziran
je kako bi se procijenila dinamika promjene njegovog izrazaja kroz stadije Stakorske trudnoce
te za usporedbu s ostalim koriStenim biljezima stani¢nog ciklusa. Jednostavno brojanje na
velikom povecanju (x 400) u minimalno 10 popre¢no presjecenih sjemenih kanali¢a, odnosno
tubula (Slika 24, Tablica 12) korigiralo se s ukupnim brojem stanica i promjerom sjemenog
kanali¢a (Slika 25). U oba sluc¢aja, pokazano je da stanice U 16.5 dpc jo$ proliferiraju, no taj
broj znacajno pada u 17.5 dpc te je izrazito nizak u 18.5 dpc. Na slici 26 moze se uociti kako je
najveéi dio pada broja stanica upravo zbog prekida proliferacije zametnih stanica, odnosno
gonocita od 17.5 dpc. lako se u kanali¢u moze na¢i i nekoliko proliferirajucih stanica u 16.5
dpc, ve¢ u 17.5 dpc broj se svodi na pokoju bazalno poloZenu pozitivnu stanicu (uglavnom

Sertolijeve). U svim stadijima radi se o malom ukupnom broju stanica (od 0 do najvise 7).

Tablica 12. Numericki izraZene srednje vrijednosti izraZenosti biljega proliferacije Ki-67 i

standardne devijacije po stadijima trudnoce Stakora.

dpc 16.5 17.5 18.5 19.5 20.5
N 11 11 11 11 11
X (%) 4,636 1,727 2,182 0,8182 1,182
SD 1,567 1,009 0,9816 0,9816 0,9816
X (%) 0,6668 0,1173 0,09302 | 0,02777 | 0,06307
SD 0,5752 0,07940 | 0,06893 | 0,03592 | 0,05243
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dpc - dan poslije oplodnje; N - broj uzoraka; X - aritmeti¢ka sredina; SD - standardna devijacija
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Slika 24. Broj stanica (N) pozitivnih na biljeg proliferacije Ki-67 po popre¢no presje¢enom
kanali¢u. Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom viSestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani kao
srednja vrijednost = standardna devijacija. Broj uzoraka je minimalno 6 po skupini. Statisticki znacajna
p-vrijednost manja od 0,05 oznacena je jednom (*), ona manja od 0,01 s dvije (**), a ona manja od

0,001 s tri zvjezdice (***).

4-

**k*k

***

**

0 T i E—;—#_
16.5 17.5 18.5 19.5 20.5

Slika 25. Broj stanica (N) pozitivnih na biljeg proliferacije Ki-67 po poprecno presje¢enom

N Ki67+ stanica po N ukupno
po promjeru (um) x 100
N

kanali¢u normaliziran na ukupni broj stanica u kanali¢u i njegov promjer. Kruskal-Wallis test s
Dunnovim testom viSestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna
devijacija. Broj uzoraka je minimalno 6 po skupini. Statisticki znacajna p-vrijednost manja od 0,01

oznacena je dvjema (**), ona manja od 0,001 s tri zvjezdice (***).
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Slika 26. IzraZenost proteina Ki-67, biljega proliferacije u $takorskim sjemenicima kroz stadije
trudnodée, vizualizacija svjetlosnim mikroskopom. (A) 16.5, (B) 17.5, (C) 18.5, (D) 19.5, (E) 20.5
dpc. K - kanali¢, | - intersticij, dvostruka strjelica - ductuli efferentes. Nakon 17.5 dpc, u kanali¢ima se

vise gotovo ne uocava izrazenost biljega Ki-67. Bojenje DAB-om, kontrastiranje hemalaun-eozinom.

Povecanje x 200, skala pokazuje 50 um.
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5.2.3. Izrazenost RB1 proteina u Stakorskom sjemeniku kroz stadije trudnoce

Proteinski produkt tumor supresora RB1 u svom aktivnom obliku analizirao se na isti
nacin kao i biljeg proliferacije. Rezultati su pokazali pad RB1-pozitivnih stanica od 16.5 do
18.5 dpc do gotovo potpunog izostanka signala u kanali¢ima s vrlo blagim rastom na kraju
trudnoce (Slika 27 i 28, Tablica 13). Slika 29 pokazuje tu promjenu, iako u svim stadijima
postoji pozitivni signal u Leydigovim stanicama. Takoder, postoji razlika u intenzitetu
obojenosti pojedinih RB1-pozitivnih stanica. S obzirom na to da je vecina pozitivnih stanica

obojena srednjim intenzitetom, a samo rijetke stanice vrlo jako, sve su analizirane istovjetno.

Tablica 13. Numericki izraZene srednje vrijednosti izraZenosti proteinskog produkta tumor

supresorskog gena RB1 i standardne devijacije po stadijima trudnoée $takora.

dpc 16.5 17.5 18.5 19.5 20.5
N 11 11 11 11 11
X (%) 20,70 18,10 2,300 4,800 4,091
SD 3,945 3,035 1,160 1,687 1,640

X (%)

1,859

1,163

0,1224

0,3250

0,3868

SD

0,4345

0,2269

0,07751

0,1973

0,1766
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dpc - dan poslije oplodnje; N - broj uzoraka; X - aritmetic¢ka sredina; SD - standardna devijacija
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Slika 27. Broj stanica (N) pozitivnih na RB1 po popre¢no presje¢enom kanali¢u. Kruskal-Wallis
test s Dunnovim testom visestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna
devijacija. Broj uzoraka je minimalno 6 po skupini. Statisti¢ki zna¢ajna p-vrijednost manja od 0,05

oznacena je jednom (¥*), ona manja od 0,01 s dvije (**), a ona manja od 0,001 s tri zvjezdice (***).
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Slika 28. Broj stanica (N) pozitivnih na RB1 po popre¢no presjetenom kanali¢u normaliziran na
ukupni broj stanica u kanali¢u i njegov promjer. Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom visestrukih
usporedbi. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Broj uzoraka je
minimalno 6 po skupini. Statisticki znac¢ajna p-vrijednost manja od 0,05 oznacena je jednom (*), ona

manja od 0,01 s dvije (**), a ona manja od 0,001 s tri zvjezdice (***).
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Slika 29. IzraZenost proteinskog produkta tumor supresorskog gena RB1 u S$takorskim
sjemenicima Kkroz stadije trudnoce, vizualizacija svjetlosnim mikroskopom. (A) 16.5, (B) 17.5, (C)
18.5, (D) 19.5, (E) 20.5 dpc. K - kanali¢, | - intersticij, jednostruka strjelica - dvostruka strjelica - ductuli
efferentes. Bojenje je homogeno, unutar cijele stanice. Nakon 17.5 dpc, u kanali¢ima je vidljivo manje
stanica pozitivnih na RB1. Bojenje DAB-om, kontrastiranje hemalaun-eozinom. Povecanje x 200, skala

pokazuje 50 um.
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5.2.4. Izrazenost RB1 proteina fosforiliranog na serinu 780 u Stakorskom
sjemeniku kroz stadije trudnoce

Broj stanica pozitivnih na RB1 fosforiliran na serinu 780 po sjemenom kanali¢u
povecéavao se od 16.5 do 19.5, a zatim pokazao blagi pad (Slika 30 i 31, Tablica 14). Korigirana
vrijednost broja pozitivnih stanica po ukupnom broju stanica i promjeru kanali¢e pokazala je
ukupno vecéi broj pozitivnih stanica u odnosu na broj pozitivnih na od RB1, no ipak blagi pad
do 19.5 dpc. Kvalitativna analiza (Slike 32) pokazuje kako u broju RB1Ser780-pozitivnih
stanica od 16.5 do 19.5 sudjeluju i gonocite i Sertolijeve stanice, a 20.5 dpc vecina signala
nalazi se samo u Sertolijevim stanicama. Na 19.5 dpc pojavljuju se neke intenzivno obojene

stanice izmedu srednje obojenim, §to od 16.5 do 19.5 dpc nije slucaj.

Tablica 14. Numericki izraZene srednje vrijednosti izrazenosti RB1 fosforiliranog na serinu 780 i

standardne devijacije po stadijima trudnoce Stakora.

dpc 16.5 17.5 18.5 19.5 20.5
N 8 10 10 10 10
X (%) 21,38 23,70 33,90 37,70 28,50

SD 7,210 5,755 7,608 6,430 6,587

X (%)

2,078

1,484

1,389

1,015

1,591

SD

0,5948

0,2130

0,3053

0,2327

0,2902
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dpc - dan poslije oplodnje; N - broj uzoraka; X - aritmetic¢ka sredina; SD - standardna devijacija
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Slika 30. Broj stanica (N) pozitivnih na RB1Ser780 po popre¢no presje¢enom kanali¢u. Kruskal-
Wallis test s Dunnovim testom visestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost +
standardna devijacija. Broj uzoraka je minimalno 6 po skupini. Statisti¢ki zna¢ajna p-vrijednost manja

od 0,05 oznacena je jednom (*), ona manja od 0,01 s dvije zvjezdice (**).
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Slika 31. Broj stanica (N) pozitivnih na RB1Ser780 po poprecno presjeenom kanalicu
normaliziran na ukupni broj stanica u kanali¢u i njegov promjer (n). Kruskal-Wallis test s
Dunnovim testom visestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna
devijacija. Broj uzoraka je minimalno 6 po skupini. Statisticki znacajna p-vrijednost manja od 0,05

oznacena je jednom (*), ona manja od 0,001 s tri zvjezdice (***).
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Slika 32. IzraZenost proteina RB1 fosforiliranog na serinu 780 u $takorskim sjemenicima kroz
stadije trudnocée, vizualizacija svjetlosnim mikroskopom. (A) 16.5, (B) 17.5, (C) 18.5, (D) 19.5, (E)
20.5 dpc. K - kanali¢, | - intersticij, jednostruka strjelica - dvostruka strjelica - ductuli efferentes.
RB1Ser780 pozitivan je u gotovo svim stanicama unutar kanali¢a izmedu 17.5 i 20.5 dpc. Bojenje je
jezgreno te postoje stanice s vrlo jakom izraZenosti. Razlika u intenzitetu smedeg bojanja rezultat je
rasta stanica unutar kanalica i stupnju kondenzacije kromatina unutar jezgre. Bojenje DAB-om,

kontrastiranje hemalaun-eozinom. Povecanje x 200, skala pokazuje 50 um.
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5.2.5. Izrazenost RB1 proteina fosforiliranog na serinu 795 u $takorskom
sjemeniku kroz stadije trudnoce

Pozitivitet stanica obojenih na RB1 fosforiliran na serinu 795 po sjemenom kanali¢u
povecavao se od 16.5 do 19.5 dpc, a zatim pokazao blagi pad (Slika 33 i 34, Tablica 15), sli¢no
kao RB1Ser780, no s nesto ve¢im ukupnim vrijednostima. Kvalitativnom analizom (Slike 35)
uocio se specifi¢an izrazaj RB1Ser795, smjesten u jezgri te izrazito zrnate obojenosti u spolnim
stanicama, odnosno gonocitama. U broju pozitivnih stanica sudjeluju i Sertolijeve stanice, a
nakon 18.5 dpc uocava se heterogenost u izrazaju medu kanali¢ima: oni smjesteni uz povrsinu

imaju jacu, a oni dublje u tkivu sjemenika slabiju obojenosti.

Tablica 15. Numericki izraZene srednje vrijednosti izrazenosti RB1 fosforiliranog na serinu 795 i

standardne devijacije po stadijima trudnocée $takora.

dpc 16.5 17.5 18.5 19.5 20.5
N 8 10 10 10 10
X (%) 25,80 34,80 44,00 31,30 25,80
SD 7,465 8,270 7,348 9,569 7,465

X (%)

2,010

1,589

1,412

1,168

1,707

SD

0,4402

0,1766

0,2600

0,1740

0,2358
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dpc - dan poslije oplodnje; N - broj uzoraka; X - aritmetic¢ka sredina; SD - standardna devijacija
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Slika 33. Broj stanica (N) pozitivnih na RB1Ser795 po poprecno presje¢enom kanali¢u. Kruskal-
Wallis test s Dunnovim testom visestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost +
standardna devijacija. Broj uzoraka je minimalno 6 po skupini. Statisticki znacajna p-vrijednost manja

od 0,05 oznacena je jednom (*), ona manja od 0,01 s dvije zvjezdice (¥*).
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Slika 34. Broj stanica (N) pozitivnih na RB1Ser795 po poprecno presjeenom kanalicu
normaliziran na ukupni broj stanica u kanali¢u i njegov promjer. Kruskal-Wallis test s Dunnovim
testom visestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani kao srednja vrijednost + standardna devijacija. Broj
uzoraka je minimalno 6 po skupini. Statisticki zna¢ajna p-vrijednost manja od 0,05 oznacena je jednom

(*), ona manja od 0,01 s dvije zvjezdice (**), a ona manja od 0,001 s tri zvjezdice (***).
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Slika 35. Izrazenost proteina RB1 fosforiliranog na serinu 795 u $takorskim sjemenicima kroz
stadije trudnoce, vizualizacija svjetlosnim mikroskopom. (A) 16.5, (B) 17.5, (C) 18.5, (D) 19.5, (E)
20.5 dpc. K - kanalié, | - intersticij, dvostruka strjelica - ductuli efferentes. RB1Ser795 pozitivan je u
gotovo svim stanicama unutar kanali¢a izmedu 16.5 i 20.5 dpc. Bojenje je zrnato, unutar jezgre
pozitivnih stanica. Razlika u intenzitetu smedeg bojanja rezultat je rasta stanica unutar kanalic¢a i stupnju
kondenzacije kromatina unutar jezgre. Bojenje DAB-om, kontrastiranje hemalaun-eozinom. Poveéanje
x 200, skala pokazuje 50 um.
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5.2.6. Izrazenost Sox9 biljega u stakorskom sjemeniku kroz stadije trudnoce

Sox9 protutijelo karakteristicno za Sertolijeve stanice koristilo se za potvrdu smjestaja
Sertolijevih stanica u Stakorskom sjemeniku. Od 16.5 do 20.5 dpc Sertolijeve stanice nalaze se
bazalno, uz rub kanali¢a te u tom razdoblju od spljostenih stanica mijenjaju u trokutaste koje

pruzaju citoplazmatske nastavke medu zametne stanice (Slika 36).

P
Pk
[

Slika 36. IzraZenost proteina Sox9, biljega karakteristi¢no izrazenog samo u Sertolijevim
stanicama u S$takorskim sjemenicima kroz stadije trudnoée, vizualizacija svjetlosnim
mikroskopom. (A) 16.5, (B) 17.5, (C) 18.5, (D) 19.5, (E) 20.5 dpc. K - kanali¢é, | - intersticij,
jednostruka strjelica - ductus efferentes. U svim stadijima trudnoée prepoznatljiv je smjestaj i izgled
Sertolijevih stanica te se lako razlikuju od gonocita. Bojenje DAB-om, kontrastiranje hemalaun-

eozinom. Povecanje x 200, skala pokazuje 50 pm.
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5.3. DNA metilacija u tkivu fetalnih ljudskih sjemenika kroz stadije
trudnoce i postnatalno

Za utvrdivanje povezanosti stadija ljudske trudnoce s promjenama postotaka metilacije
LINE-1 ponavljaju¢ih sljedova, genomski utisnutog H19 gena te RB1 gena, analizirali su se
uzorci ljudskih fetalnih sjemenika te postnatalni i juvenilni uzorci. Podaci su prikazani po
tromjesec¢jima, a dodatno i po tjednima fetalnog razvoja. Grafovi prikazuju razlike izmedu
tromjesecja ili tjedana te su zasebno prikazani podaci za prosje¢nu metilaciju i za svako
pojedino CpG mjesto. Dodatno su se usporedili uzorci istog stadija, ovisno o tome jesu li bili
fiksirani u Bouinovoj otopini ili u 10 %-tnom formalinu, a usporedio se i broj rezova iz koje se
radila izolacija gDNA kao parametar kvalitete pirosekvenciranja.

Analiza je obuhvatila stadije ljudske trudnoée od 14. do 35. tjedna, a u prikaz metilacije
po tjednima dodani su arhivski uzorci ljudskih sjemenika iz postnatalnog (1 godina) i

juvenilnog/pretpubertalnog razdoblja (12 godina).

5.3.1. Analiza metilacije LINE-1 ponavljajuéih sljedova

Odreden je postotak DNA metilacije Sest CpG mjesta unutar CpG otoka svakog uzorka
fetalnog ljudskog sjemenika, kako bi se uocila promjena tijekom razvoja. Postotak DNA
metilacije LINE-1 ponavljajucih sljedova prikazan je kao prosjek metilacije Sest CpG mjesta i
po zasebnim CpG mjestima po tromjese€jima trudnoce. Zatim su se isti statisticki podaci

prikazali po tjednima razvoja, bez grupiranja uzoraka po tromjesecjima.
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Tablica 16. Postotak metilacije DNA LINE-1 ponavljajuéih sljedova izraZzen kao medijan,

interkvartilni raspon te minimalna i maksimalna vrijednost po tromjese¢jima trudnoée za

pojedino CpG mjesto i prosjek vrijednosti.

PROSJEK CpG1 CpG2
METILACIJE
tromjesecje 1 2 3 1 2 3 1 2 3
broj mjerenja 36 266 36 6 51 6 6 50 6
minimalna 53,00 | 26,00 | 41,00 | 69,00 | 47,00 | 66,00 | 83,00 | 70,00 | 79,00
vrijednost
25 % percentila | 62,00 | 62,00 | 57,00 | 70,00 | 69,00 | 69,00 | 83,00 | 80,00 | 79,75
medijan 69,00 | 69,00 | 64,00 | 73,50 | 71,00 | 70,00 | 83,50 | 83,00 | 82,00
75 % percentila | 74,00 | 78,00 | 73,00 | 74,00 | 74,00 | 73,75 | 84,00 | 84,25 | 89,75
maksimalna 84,00 | 99,00 | 95,00 | 74,00 | 99,00 | 76,00 | 84,00 | 99,00 | 95,00
vrijednost
p vrijednost 0,1227 0,6288 0,6321
CpG3 CpG4 CpG5
tromjesecje 1 2 3 1 2 3 1 2 3
broj mjerenja 6 49 6 6 40 6 6 41 6
minimalna 68,00 | 40,00 | 57,00 | 53,00 | 26,00 | 48,00 | 60,00 | 29,00 | 41,00
vrijednost
25 % percentila | 68,50 | 66,50 | 58,00 | 53,00 | 50,00 | 49,50 | 60,00 | 62,00 | 56,00
medijan 70,50 | 69,00 | 64,00 | 53,00 | 52,50 | 51,50 | 65,00 | 65,00 | 62,00
75 % percentila | 71,00 | 71,00 | 71,00 | 53,75 | 54,00 | 53,25 | 66,00 | 68,00 | 64,25
maksimalna 71,00 | 97,00 | 74,00 | 54,00 | 95,00 | 57,00 | 66,00 | 98,00 | 65,00
vrijednost
p vrijednost 0,2024 0,4343 0,1643
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CpG6
tromjesecje 1 2 g
broj mjerenja 6 36 6
minimalna 64,00 | 57,00 | 55,00
vrijednost
25 % percentila | 64,00 | 61,00 | 57,25
medijan 64,00 | 63,00 | 60,50
75 % percentila | 64,00 | 66,00 | 65,50
maksimalna 64,00 | 98,00 | 73,00
vrijednost
p vrijednost 0,2003

Tablica 17. Postotak metilacije DNA LINE-1 ponavljajucéih sljedova izrazen kao medijan i

interkvartilni raspon po tjednima trudnode i postnatalno za pojedino CpG mjesto i prosjek

vrijednosti.

PROSJEK METILACIJE CpG1
tjedan broj 25 % | medijan | 75 % broj 25% | medijan | 75 %
mjerenja | perc. perc. | mjerenja | perc. perc.
14 21 62,00 | 69,00 | 74,00 8 70,00 73,50 74,00
16 26 62,00 | 68,00 | 78,00 10 67,25 69,00 77,00
18 18 63,00 | 69,00 75,00 8 70,25 71,50 73,50
19 21 59,00 | 69,00 | 72,50 8 69,50 71,50 72,75
20 43 64,00 | 73,00 | 86,00 16 71,25 76,50 88,75
21 43 62,00 | 68,00 73,00 16 68,75 72,00 73,00
23 53 62,50 | 67,00 | 78,00 20 68,00 70,00 71,00
24 50 59,75 | 69,00 | 79,00 20 70,00 72,50 73,00
25 12 63,25 | 67,50 76,50 4 75,00 76,00 77,00
28 12 57,50 | 63,00 70,00 4 70,00 70,00 70,00
35 23 57,00 | 64,00 | 74,00 8 67,00 71,50 72,25
1g 12 63,00 | 65,00 72,75 4 72,00 72,50 73,00
12 ¢ 12 51,50 | 57,50 64,50 4 58,00 62,00 66,00
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CpG2 CpG3
tjedan broj 25 % | medijan | 75 % broj 25% | medijan | 75 %
mjerenja | perc. perc. | mjerenja | perc. perc.
14 8 83,00 | 83,50 | 84,00 8 68,50 70,50 71,00
16 10 77,50 | 78,00 84,00 10 64,75 67,00 75,25
18 8 78,50 | 81,00 82,75 8 66,25 67,50 70,25
19 8 83,00 | 83,00 | 83,75 8 69,25 70,00 70,00
20 14 76,00 | 82,00 89,00 14 70,00 75,00 86,00
21 16 83,00 | 84,00 84,00 16 65,25 70,00 71,00
23 20 80,00 | 82,00 | 83,00 20 64,00 67,00 71,00
24 20 80,00 | 84,50 89,00 18 66,75 68,00 72,50
25 4 82,00 | 83,50 85,00 4 68,00 69,50 71,00
28 4 79,00 | 80,50 | 82,00 4 57,00 62,50 68,00
35 8 80,00 | 85,00 93,25 6 59,00 64,00 74,00
1g 4 81,00 | 81,00 81,00 4 63,00 65,00 67,00
12 g 4 75,00 | 7550 | 76,00 4 53,00 56,50 60,00

CpG4 CpG5
tjedan broj 25 % | medijan | 75 % broj 25% | medijan | 75 %
mjerenja | perc. perc. | mjerenja | perc. perc.
14 8 53,00 | 53,00 | 53,75 6 60,00 65,00 66,00
16 8 49,50 | 51,00 66,00 8 59,00 64,00 72,00
18 4 53,00 | 53,00 | 53,00 4 64,00 65,00 66,00
19 8 52,00 | 52,00 | 52,75 6 55,00 65,00 67,00
20 14 53,00 | 54,00 64,00 14 65,00 73,00 88,00
21 12 52,00 | 52,50 | 57,00 14 59,00 65,00 69,00
23 16 45,25 | 51,00 59,75 16 61,25 64,00 64,75
24 14 37,00 | 50,00 54,00 16 51,00 65,00 70,75
25 4 53,00 | 53,50 | 54,00 4 66,00 66,50 67,00
28 4 48,00 | 49,50 | 51,00 4 61,00 62,50 64,00
35 8 50,50 | 52,00 55,75 8 46,25 62,00 65,00
1g 4 53,00 | 53,00 | 53,00 4 65,00 65,00 65,00
12 g 4 35,00 | 41,50 | 48,00 4 53,00 55,50 58,00
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CpG6

tjedan broj 25 % | medijan | 75 %
mjerenja | perc. perc.

14 4 64,00 | 64,00 | 64,00
16 6 62,00 | 62,00 77,00
18 4 59,00 | 59,50 60,00
19 4 63,00 | 63,00 | 63,00
20 14 61,00 | 66,00 75,00
21 12 60,00 | 62,00 63,00
23 16 61,00 | 63,00 | 68,00
24 12 59,00 | 62,50 66,00
25 4 63,00 | 63,50 64,00
28 4 59,00 | 60,50 | 62,00
35 8 55,75 | 60,50 70,50
1g 4 63,00 | 63,00 63,00
12 g 4 51,00 | 54,00 | 57,00
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Statisticka analiza metilacije LINE-1 ponavljaju¢ih sljedova prikazana kao prosjek ili u
pojedinom CpG mjestu pokazala je da u niti jednom pojedinom analiziranom CpG mjestu ne
postoji statisticki znaCajna razlika u metilaciji DNA u tkivu fetalnog sjemenika, analizirana
zbirno, po tromjese¢jima (Slika 37, Tablica 16), no da je statisticki znacajna razlika prisutna

kada se analiza provodi po tjednima trudnoce (Slike 38 - 44, Tablica 17).
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Slika 37. Postotak metilacije LINE-1 ponavljaju¢ih sljedova iz uzoraka ljudskih fetalnih
sjemenika po tromjese¢jima oznacenima s 1 (prvo), 2 (drugo) i 3 (trefe tromjesecje). Kruskal-
Wallis test s Dunnovim testom viSestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani medijanom (+),
interkvartilnim rasponom (gornji i donji rub kvadrata) te minimalnom i maksimalnom vrijednosti (T-

oznake). Nema statisticki zna¢ajne razlike medu skupinama.

Zbog uocene vece razlike izmedu minimalne i maksimalne vrijednosti u drugom
tromjesecju, pristupilo se analizi po tjednima. Izmedu 20. tjedna trudnoce (73 %) 1 12 godina
zivota (57,50 %) dobila se statisticki znacajna razlika u prosjecnom postotku metilacije LINE-

1 ponavljajucih sekvenci (Slika 38, Tablica 17).
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Slika 38. Prosjek postotka metilacije LINE-1 ponavljajucih sljedova iz uzoraka ljudskih fetalnih
sjemenika po tjednima. Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom viSestrukih usporedbi. Rezultati su
prikazani kao medijan + interkvartilni raspon. Statisticki zna¢ajna p-vrijednost manja od 0,01 oznac¢ena

je zvjezdicama (**).
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Analiza metilacije LINE-1 ponavljajuéih sljedova na CpG1 mjestu po tjednima pokazala
je statisti¢ki znacajnu razlika kada su se usporedile vrijednosti u 20. (76,50 %) i 25. (76 %)
tjednu trudnoce s vrijednostima u sjemeniku od 12 godina (62 %) (Slika 39, Tablica 17).
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Slika 39. Postotak metilacije LINE-1 ponavljajucih sljedova na CpG1 mjestu iz uzoraka ljudskih
fetalnih sjemenika po tjednima. Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom visestrukih usporedbi.
Rezultati su prikazani kao medijan + interkvartilni raspon. Statisticki zna¢ajna p-vrijednost manja od

0,05 oznacena je zvjezdicom (*).
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Metilacija LINE-1 ponavljajuéih sljedova na CpG2 mjestu nije pokazala je statisticki
znacajnu razliku kada su se uzorci analizirali po tromjese¢jima (Slika 37, Tablica 16). Medijan
vrijednosti kretao se od 83,5 % u prvom tromjesecju, 83 % u drugom do 82 % u tre¢em
tromjesecju. Analizom po tjednima dobila se statisticki znacajna razlika kada su se usporedile
vrijednosti u 21. (84 %) i 24. (84,5 %) tjednu trudnoce s vrijednostima u sjemeniku od 12 godina
(75,5 %) (Slika 40, Tablica 17).
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Slika 40. Postotak metilacije LINE-1 ponavljaju¢ih sljedova na CpG2 mjestu iz uzoraka ljudskih
fetalnih sjemenika po tjednima. Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom visestrukih usporedbi.
Rezultati su prikazani kao medijan + interkvartilni raspon. Statisti¢ki znac¢ajna p-vrijednost manja od

0,05 oznacena je zvjezdicom (*).
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Medijan vrijednosti metilacije LINE-1 ponavljaju¢ih sljedova na CpG3 mjestu
analiziran po tromjese¢jima kretao se od 70,5 % u prvom tromjesecju, 69 % u drugom do 64 %
u treCem tromjesecju te nije pokazao statisticki znacajnu razliku (Slika 37. Tablica 16).
Analizom po tjednima dobila se statisti¢ki znacajna razlika kada su se usporedile vrijednosti u
20. (75 %) tjednu trudnoce s vrijednostima u sjemeniku od 12 godina (56,5 %) (Slika 41,
Tablica 17).
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Slika 41. Postotak metilacije LINE-1 ponavljaju¢ih sljedova na CpG3 mjestu iz uzoraka ljudskih
fetalnih sjemenika po tjednima. Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom visestrukih usporedbi.
Rezultati su prikazani kao medijan + interkvartilni raspon. Statisticki zna¢ajna p-vrijednost manja od

0,01 oznacena je zvjezdicama (**).
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Kada su se usporedile vrijednosti u 20. tjednu (53 %) s vrijednostima u sjemeniku 23.
tjedna trudnoce (45,25 %) 1 onim od 12 godina (35 %) dobila se statisticki znacajna razlika na

CpG4 mjestu odabranog LINE-1 slijeda (Slika 42, Tablica 17).
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Slika 42. Postotak metilacije LINE-1 ponavljaju¢ih sljedova na CpG4 mjestu iz uzoraka ljudskih
fetalnih sjemenika po tjednima. Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom visestrukih usporedbi.
Rezultati su prikazani kao medijan + interkvartilni raspon. Statisticki zna¢ajna p-vrijednost manja od

0,05 oznacena je jednom (*), a ona od 0,01 dvjema zvjezdicama (**).
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Analizom metilacije LINE-1 ponavljajucih sljedova na CpG5 mjestu po tjednima dobila
se statisticki zna€ajna razlika kada su se usporedile vrijednosti u 20. tjednu (73 %) S
vrijednostima u sjemeniku 35. tjedna trudnoce (62 %) i onim od 12 godina (55,5 %) (Slika 43,
Tablica 17).
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Slika 43. Postotak metilacije LINE-1 ponavljaju¢ih sljedova na CpG5 mjestu iz uzoraka ljudskih
fetalnih sjemenika po tjednima. Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom visestrukih usporedbi.
Rezultati su prikazani kao medijan + interkvartilni raspon. Statisticki znac¢ajna p-vrijednost manja od

0,05 oznacena je jednom (*), a ona od 0,01 dvjema zvjezdicama (**).
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Medijan vrijednosti metilacije LINE-1 ponavljaju¢ih sljedova na CpG6 mjestu
analiziran tjednima bio je statisticki zna¢ajna kada su se usporedile vrijednosti u 20. (66 %)

tjednu trudnoce s vrijednostima u sjemeniku od 12 godina (54 %) (Slika 44, Tablica 17).
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Slika 44. Postotak metilacije LINE-1 ponavljajucih sljedova na CpG6 mjestu iz uzoraka ljudskih
fetalnih sjemenika po tjednima. Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom visestrukih usporedbi.
Rezultati su prikazani kao medijan + interkvartilni raspon. Statisticki zna¢ajna p-vrijednost manja od

0,01 oznacena je dvjema zvjezdicama (**).

5.3.2. Analiza metilacije diferencijalno metilirane regije utisnutog gena H19

Gen H19 jedan je od najpoznatijih utisnutih gena, utiSanih po ocevoj liniji. Pravilno
utiSavanje tijekom rasta i1 razvoja od posebne je vaznosti za razvoj spolnih stanica. Odabrana
sekvenca CTCF6 gena H19 ukljucila je 3 CpG mjesta. Rezultati su se analizirali grupirani po
tromjesecjima (Slika 45, Tablica 18) i po tjednima (Slike 46 - 49, Tablica 19).
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Tablica 18. Postotak metilacije CTCFG6 regije gena H19 izraZen kao medijan, interkvartilni raspon

te minimalna i maksimalna vrijednost po tromjesecjima trudnoce za pojedino CpG mjesto i

prosjek vrijednosti.
PROSJEK CpG1 CpG2
METILACIJE
tromjesecje 1 2 3 1 2 3 1 2 3
broj mjerenja 36 71 39 6 14 7 6 15 7
minimalna 30,75 | 12,50 | 29,60 | 49,00 | 44,00 | 45,95 | 45,71 | 38,00 | 45,71
vrijednost
25 % percentila | 30,90 | 35,11 | 35,71 | 49,25 | 50,00 | 50,00 | 46,53 | 45,00 | 47,00
medijan 35,77 | 41,70 | 43,40 | 53,00 | 56,88 | 66,22 | 50,93 | 49,00 | 52,86
75 % percentila | 43,61 | 48,60 | 50,35 | 59,75 | 64,74 | 69,12 | 67,86 | 59,00 | 62,96
maksimalna 44,75 | 72,25 | 57,40 | 61,00 | 79,00 | 75,68 | 72,86 | 72,00 | 71,43
vrijednost
CpG3
tromjesecje 1 2 3
broj mjerenja 6 9 6

minimalna

vrijednost

34,00 | 25,00 | 20,00

25 % percentila

34,00 | 27,50 | 24,50

medijan

35,50 | 37,00 | 36,00

75 % percentila

37,00 | 45,50 | 47,00

maksimalna

vrijednost

37,00 | 61,00 | 52,00
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Tablica 19. Postotak metilacije CTCF6 regije gena H19 izraZen kao medijan i interkvartilni

raspon po tjednima trudnoce i postnatalno za pojedino CpG mjesto i prosjek vrijednosti.

PROSJEK METILACIJE CpG1
tjedan broj 25 % | medijan | 75 % broj 25% | medijan | 75 %
mjerenja | perc. perc. | mjerenja | perc. perc.
12 30 37,00 | 46,93 | 52,86 6 51,00 53,50 56,00
14 24 46,53 | 49,00 49,75 6 49,00 49,50 50,00
16 30 38,00 | 44,00 | 45,00 6 44,00 45,00 46,00
17 30 36,00 | 49,00 | 54,00 6 54,00 54,00 54,00
18 30 26,00 | 40,00 54,05 6 54,05 54,05 54,05
19 30 43,00 | 47,00 | 60,29 6 60,29 63,26 66,22
21 60 4525 | 50,00 | 68,50 18 50,00 54,00 72,00
23 12 37,25 | 44,00 61,25 6 50,00 50,00 50,00
24 36 51,00 | 57,00 | 61,40 6 57,00 57,00 57,00
25 24 35,00 | 55,00 | 56,76 6 56,76 56,76 56,76
26 30 39,00 | 50,00 59,46 6 59,46 59,46 59,46
28 30 36,00 | 57,91 | 66,22 6 66,22 67,67 69,12
35 42 46,03 | 50,50 | 54,96 9 50,00 55,95 75,68
39 30 59,00 | 62,00 69,00 6 59,00 68,00 68,25
19 30 66,18 | 68,28 | 70,37 6 66,18 66,18 66,18
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CpG2 CpG3
tjedan broj 25 % | medijan | 75 % broj 25% | medijan | 75 %
mjerenja | perc. perc. | mjerenja | perc. perc.
12 6 42,86 | 47,86 | 52,86 6 34,00 35,50 37,00
14 6 45,71 | 47,36 49,00
16 6 38,00 | 41,50 45,00 6 35,00 35,00 35,00
17 6 49,00 | 49,00 | 49,00 6 36,00 36,00 36,00
18 6 40,00 | 40,00 40,00 6 26,00 26,00 26,00
19 6 43,00 | 45,00 47,00 6 29,00 29,00 29,00
21 12 46,08 | 52,15 68,50 6 41,00 43,00 45,00
23 6 65,00 | 65,00 65,00
24 6 49,00 | 55,93 62,86 6 37,00 37,50 38,00
25 6 55,00 | 55,00 | 55,00
26 6 50,00 | 50,00 50,00 6 35,00 35,00 35,00
28 6 52,86 | 57,91 62,96 6 39,00 39,00 39,00
35 9 45,71 | 47,00 | 51,00 6 30,00 33,00 36,00
39 6 62,00 | 66,72 71,43 6 42,00 47,00 52,00
19 6 70,37 | 70,37 70,37 6 45,00 45,00 45,00
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Metilacija CTCF regije ljudskog gena H19 niti u jednoj statistickoj analizi nije pokazala
statistiCki znaCajnu razliku postotka izmedu tromjesecja, bez obzira gledao li se prosjek CpG
mjesta ili svako CpG mjesto zasebno. Statisti¢ki znacajna razlika bila je prisutna kada se analiza

provodila po tjednima trudnoce (Slike 46 - 49, Tablica 19).
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Slika 45. Postotak metilacije CTCF6 regije utisnutog gena H19 sljedova iz uzoraka ljudskih
fetalnih sjemenika po tromjesecjima trudnoée oznacenima s 1 (prvo), 2 (drugo) i 3 (trece
tromjesecje). Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom viSestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani
medijanom (+), interkvartilnim rasponom (gornji i donji rub kvadrata) te minimalnom i maksimalnom

vrijednosti (T-oznake).
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Zbog uocene vecée razlike izmedu minimalne i maksimalne vrijednosti u drugom
tromjeseCju, pristupilo se analizi po tjednima. Uocena je razlika u usporedbi vrijednosti
prosjecne metilacije u 12. tjednu (46,93 %) s vrijednostima 39. tjedna (62 %) i jedne godine
zivota (68,28 %). Izmedu 16. tjedna trudnoce (44 %) te 21. (50 %), 24. (57 %), 39. tjedna (62
%) i jedne godine (68,28 %) takoder je nadena statisticki znacajna razlika. 18. tjedan trudnoce
(40 %) imao je statisti¢ki znacajno nize vrijednosti prosje¢ne metilacije CTCF6 regije gena H19
u usporedbi s 39. tjednom (62 %) i jednom godinom (68,28 %) (Slika 46, Tablica 19).
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Slika 46. Prosjek postotka metilacije CTCF6 regije gena H19 iz uzoraka ljudskih fetalnih
sjemenika po tjednima trudnoée. Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom viSestrukih usporedbi.
Rezultati su prikazani kao medijan + interkvartilni raspon. Statisticki zna¢ajna p-vrijednost manja od

0,05 oznacena je jednom (*), manja od 0,01 dvjema (**), a manja od 0,001 trima zvjezdicama (***).

Razlika u vrijednostima metilacije CTCF6 regije gena H19 na CpG1 mjestu uocena je
u 14. tjednu (49,5 %), usporedena s vrijednostima 28. (67,67 %) i 39. tjedna (68 %) i jedne
godine zivota (68,28 %). Izmedu 16. tjedna trudnoce (45 %) te 19. (63,26 %), 28. (67,67 %) i
39. tjedna (68 %) takoder je naden statisticki znacajan porast (Slika 47, Tablica 19).
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Slika 47. Postotak metilacije CTCF6 regije gena H19 na CpG1 mjestu iz uzoraka ljudskih fetalnih
sjemenika po tjednima trudnoée. Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom viSestrukih usporedbi.
Rezultati su prikazani kao medijan + interkvartilni raspon. Statisticki znacajna p-vrijednost manja od

0,05 oznacena je jednom (*), manja od 0,01 dvjema (**), a manja od 0,001 trima zvjezdicama (***).

Analizom metilacije CTCF6 regije gena H19 na CpG2 mjestu po tjednima dobila se
statistiCki znaCajna razlika kada su se usporedile vrijednosti u 16. tjednu (41,5 %) s
vrijednostima u sjemeniku od 23. (65 %), 26. (50 %), 39. tjedna (66,72 %) i jedne godine Zivota
(68,28 %). Izmedu 18. tjedna trudnoce (40 %) te 39. (66,72 %) tjedna i jedne godine zivota
(70,37 %) takoder je nadena statisticki znacajna razlika, kao 1 izmedu 19. (45 %) 1 39. tjedna
trudnoce (66,72 %) (Slika 48, Tablica 19).
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Slika 48. Postotak metilacije CTCF6 regije gena H19 na CpG2 mjestu iz uzoraka ljudskih fetalnih
sjemenika po tjednima. Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom viSestrukih usporedbi. Rezultati su
prikazani kao medijan + interkvartilni raspon. Statisticki zna¢ajna p-vrijednost manja od 0,05 oznac¢ena

je jednom (*), manja od 0,01 dvjema (**), a manja od 0,001 trima zvjezdicama (***).

Metilacija CTCF regije gena H19 na CpG3 mjestu pokazala je razliku u 18. tjednu (26
%), usporedenu s vrijednostima 21. (43 %), 39. tjedna (47 %) i jedne godine Zivota (45 %).
[zmedu 19. tjedna trudnoce (29 %) te 21. (43 %) 1 39. tjedna (47 %) trudnoce takoder je nadena
statistiCki znacajna razlika. 35. tjedan trudnoce (33 %) imao je statisticki znaCajno nize
vrijednosti prosjecne metilacije CTCF regije gena H19 u usporedbi s 39. tjednom (47 %) (Slika
49, Tablica 19).
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Slika 49. Postotak metilacije CTCF6 regije gena H19 na CpG3 mjestu iz uzoraka ljudskih fetalnih
sjemenika po tjednima. Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom viSestrukih usporedbi. Rezultati su
prikazani kao medijan + interkvartilni raspon. Statisticki zna¢ajna p-vrijednost manja od 0,05 oznac¢ena

je jednom (*), a manja od 0,01 dvjema zvjezdicama (**).

5.3.3. Analiza metilacije RB1 gena

Optimalna regija za analizu odredena je prema podacima iz literature (329), kako bi se
odredio nacin regulacije RB1 gena, koji je jedan od glavnih regulatora stani¢nog ciklusa. lTako
se smatra da je hipometiliran tijekom razvoja, zasebne analize za fetalne organe koji sadrze
spolne stanice nisu radene. Spolne stanice za velik broj gena imaju vlastiti epigenetski obrazac,
znatno razliCit od ostalih vrsta diferencirajucih stanica. Odreden je postotak DNA metilacije pet
CpG mjesta promotorske regije RB1 gena te prosjek toga postotka. |1 za RB1 gen rezultati su

prikazani i po tromjese¢jima 1 po tjednima trudnoce.
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Tablica 20. Postotak metilacije DNA RB1 gena izraZzen kao medijan, interkvartilni raspon te

minimalna i maksimalna vrijednost po tromjese¢jima trudnoée za pojedino CpG mjesto i prosjek

vrijednosti.
PROSJEK CpG1 CpG2
METILACIJE
tromjesecje 1 2 3 1 2 3 1 2 3
broj mjerenja 30 55 30 6 12 6 6 9 6
minimalna 0,80 | 0,60 | 0,60 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00
vrijednost
25 % percentila | 0,80 | 0,80 | 0,70 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00
medijan 1,00 | 1,20 | 1,10 | 1,00 | 1,00 | 150 | 1,00 | 1,00 | 2,00
75 % percentila | 1,40 1,90 | 2,85 1,00 | 2,00 | 3,50 1,00 1,50 | 4,50
maksimalna 1,40 | 3,00 | 340 | 100 | 700 | 400 | 1,00 | 4,00 | 5,00
vrijednost
CpG3 CpG4 CpG5
tromjesecje 1 2 3 1 2 3 1 2 3
broj mjerenja 6 11 6 6 12 6 6 11 6
minimalna 1,00 | 1,00 | 1,00 0,0 0,0 0,0 1,00 0,0 0,0
vrijednost
25 % percentila | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 0,250 | 0,0 0,0 1,00 0,0 | 0,250
medijan 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 0,0 0,0 1,00 | 1,00 | 1,00
75 % percentila | 2,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,00 | 1,50 | 1,00 | 1,00 | 4,00
maksimalna 2,00 | 900 | 1,00 | 1,00 | 7,00 | 2,00 | 1,00 | 500 | 5,00
vrijednost
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Tablica 21. Postotak metilacije DNA RB1 gena izraZen kao medijan i interkvartilni raspon po

tjednima trudnode i postnatalno za pojedino CpG mjesto i prosjek vrijednosti.

PROSJEK METILACIJE CpG1
tjedan broj 25 % | medijan | 75 % broj 25% | medijan | 75 %
mjerenja | perc. perc. | mjerenja | perc. perc.
12 30 1,40 1,40 1,40 6 2,0 2,0 2,0
14 30 1,0 1,0 1,0 6 1,0 1,0 1,0
16 45 0,80 1,0 1,80 9 1,0 1,0 2,0
17 30 1,20 1,20 1,20 6 2,0 2,0 2,0
18 30 1,80 1,80 1,80 6 1,0 3,0 5,0
19 30 0,60 0,60 0,60 6 1,0 1,0 1,0
21 30 0,80 0,80 0,80 6 1,0 1,0 1,0
23 30 1,20 1,20 1,20 6 2,0 2,0 2,0
24 45 2,20 3,0 4,20 12 1,0 1,0 7,0
28 30 1,0 1,0 1,0 6 1,0 1,0 2,0
35 30 0,60 0,90 1,20 6 1,0 1,0 1,0
39 30 3,40 3,40 3,40 6 4,0 4,0 4,0
CpG2 CpG3
tjedan broj 25 % | medijan | 75 % broj 25% | medijan | 75 %
mjerenja | perc. perc. | mjerenja | perc. perc.
12 6 1,0 1,0 1,0 6 2,0 2,0 2,0
14 6 1,0 1,0 1,0 6 1,0 1,0 1,0
16 9 1,0 1,0 1,0 9 1,0 1,0 1,0
17 6 1,0 1,0 1,0 6 1,0 1,0 1,0
18 6 1,0 1,0 1,0 6 1,0 1,0 1,0
19 6 1,0 1,0 1,0 6 1,0 1,0 1,0
21 6 1,0 1,0 1,0 6 1,0 1,0 1,0
23 6 2,0 2,0 2,0 6 2,0 2,0 2,0
24 9 1,0 1,0 4,0 9 1,0 8,0 9,0
28 6 1,0 3,0 3,0 6 1,0 1,0 1,0
35 6 1,0 2,0 3,0 6 1,0 1,0 1,0
39 6 5,0 5,0 5,0 6 1,0 1,0 1,0
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CpG4 CpG5

tjedan broj 25 % | medijan | 75 % broj 25% | medijan | 75 %
mjerenja | perc. perc. | mjerenja | perc. perc.
12 6 1,0 1,0 1,0 6 1,0 1,0 1,0
14 6 0,0 0,50 1,0 6 1,0 1,0 1,0
16 9 0,0 0,0 5,0 9 1,0 1,0 1,0
17 6 1,0 1,0 1,0 6 1,0 1,0 1,0
18 6 0,0 0,50 1,0 6 0,0 0,50 1,0
19 6 0,0 1,0 2,0 6 1,0 1,0 1,0
21 6 0,0 0,0 0,0 6 1,0 1,0 1,0
23 6 0,0 0,0 0,0 6 0,0 0,0 0,0
24 9 0,0 1,0 7,0 9 0,0 1,0 5,0
28 6 0,0 0,0 0,0 6 1,0 1,0 1,0
35 6 0,0 0,0 0,0 6 0,0 0,50 1,0
39 6 2,0 2,0 2,0 6 5,0 5,0 5,0
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Analizom metilacije RB1 gena po tromjesecjima nije se dobila statisticki znacajna
razlika prikazana kao prosjek ili u pojedinom CpG mjestu (Slika 50, Tablica 20). Ipak,
statisti¢ki znacajna razlika u metilaciji postoji kada se podaci analiziraju po tjednima trudnoce

(Slike 51 - 56, Tablica 21).
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Slika 50. Postotak metilacije DNA RB1 gena iz uzoraka ljudskih fetalnih sjemenika po
tromjesecjima trudnoée oznacenima s 1 (prvo), 2 (drugo) i 3 (treée tromjesecje). Kruskal-Wallis
test s Dunnovim testom viSestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani medijanom (+), interkvartilnim
rasponom (gornji i donji rub kvadrata) te minimalnom i maksimalnom vrijednosti (T-oznake). Y-

ordinata je modificirana (do 20%) zbog niskih vrijednosti metilacije.

Analizom po tjednima dobile su se odredene statisti¢ki zna¢ajne razlike u metilaciji RB1
gena u stanicama fetalnog sjemenika koje se ipak trebaju staviti u kontekst vrlo malih ukupnih
vrijednosti metilacije. Usporedbom 19. (0,6 %) s 24. (3 %) (p<0,01) i 39. tjednom trudnoce (3,4
%) (p<0,05) dobila se statisticki znacajna razlika u prosje¢nom postotku metilacije RB1 gena,
kao i usporedbom 21. (0,8 %) s 24. tjednom (3 %) (p<0,05) i 24. (3 %) s 35. tjednom trudnoce
(0,9 %) (p<0,01) (Slika 51, Tablica 21).
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Slika 51. Prosje¢ni postotak metilacije DNA RB1 gena iz uzoraka ljudskih fetalnih sjemenika po
tjednima trudnoce. Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom viSestrukih usporedbi. Rezultati su
prikazani kao medijan + interkvartilni raspon. Statisticki zna¢ajna p-vrijednost manja od 0,05 oznac¢ena

je jednom (*), a manja od 0,01 dvjema zvjezdicama (**).

Analiza metilacije RB1 gena na CpG1 mjestu nije pokazala statisticki znacajnu razliku
kada su se uzorci analizirali po tromjese¢jima (Slika 50 i Tablica 20), a ni po tjednima trudnoce
(Slika 52, Tablica 21). Medijan vrijednosti kretao se od 1 % u prvom tromjeseéju, 1 % u drugom

do 1,5 % u tre¢em tromjesecju.
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Slika 52. Postotak metilacije RB1 gena na CpG1 mjestu iz uzoraka ljudskih fetalnih sjemenika po
tjednima. Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom viSestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani kao

medijan + interkvartilni raspon. Nema statisticki znacajne razlike.

Metilacija RB1 gena na CpG2 mjestu po tjednima pokazala je statisti¢Cki znacajnu
razliku kada su se usporedile vrijednosti 14. (1 %), 16. (1 %) i 18. tjedna (1 %) usporedile s
vrijednostima 39. tjedna trudnoce (5 %) (Slika 53, Tablica 21).
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Slika 53. Postotak metilacije RB1 gena na CpG2 mjestu iz uzoraka ljudskih fetalnih sjemenika po
tjednima. Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom viSestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani kao
medijan =+ interkvartilni raspon. Statisticki znacajna p-vrijednost manja od 0,01 oznacena je dvjema

zvjezdicama (**).

112



Medijan vrijednosti metilacije RB1 gena na CpG3 mjestu analiziran po tromjesecjima
kretao se od 1 % u prvom tromjese¢ju, 0 % u drugom do 0 % u treCem tromjesecju te nije
pokazao statisti¢ki znacajnu razliku (Slika 50. Tablica 20). Usporedbom vrijednosti metilacije
14. (1 %), 16. (1 %) i 18. tjedna (1 %) s vrijednostima 24. tjedna trudnoce (8 %) dobila se
statistiCki znacajna razlika (Slika 54, Tablica 21).
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Slika 54. Postotak metilacije RB1 gena na CpG3 mjestu iz uzoraka ljudskih fetalnih sjemenika po
tjednima. Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom visestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani kao
medijan + interkvartilni raspon. Statisti¢ki znacajna p-vrijednost manja od 0,05 ozna¢ena je jednom (*),

a manja od 0,01 dvjema zvjezdicama (**).

Metilacija RB1 gena na CpG4 mjestu nije pokazala je statisticki zna¢ajnu razliku kada
su se uzorci analizirali po tromjesecjima (Slika 50, Tablica 20), a ni po tjednima trudnoce (Slika
55, Tablica 21). Medijan vrijednosti kretao se od 1 % u prvom tromjesec¢ju, 0 % u drugom i 0

% u treCem tromjesecju.
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Slika 55. Postotak metilacije RB1 gena na CpG4 mjestu iz uzoraka ljudskih fetalnih sjemenika po
tjednima. Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom viSestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani kao

medijan + interkvartilni raspon. Nema statisticki znacajne razlike.

Kada su se analizirale vrijednosti metilacije RB1 gena na CpG5 mjestu po tjednima,
uocila se statisti¢ki znacajna razlika kada su se usporedile vrijednosti 19. (0,5 %), 23. (0 %) i
35. tjedna (0,5 %) s vrijednostima 39. tjedna trudnoce (5 %) dobila se statisticki znacajna razlika
(Slika 56, Tablica 21).
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Slika 56. Postotak metilacije RB1 gena na CpG5 mjestu iz uzoraka ljudskih fetalnih sjemenika po
tjednima. Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom viSestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani kao
medijan + interkvartilni raspon. Statisticki znacajna p-vrijednost manja od 0,05 oznacena je jednom (*),

manja od 0,01 dvjema (**), a manja od 0,001 trima zvjezdicama (***).
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5.3.4. Utjecaj nacina fiksacije i koliine tkiva na rezultate pirosekvenciranja

Medu arhivskim uzorcima ljudskih fetalnih sjemenika uocilo se da su pojedini bili
fiksirani u Bouinovoj otopini, a ne formalinu, pa su se uzorci odgovarajucih stadija usporedili
radi procjene kvalitete DNA i kako se odrazava na pirosekvenciranje.

Parovi uzoraka nadeni su za 21. i 30. tjedan trudnoce, pa su isti usporedeni
pirosekvenciranjem. Analizirajuéi razlike u postotku metilacije LINE-1 ponavljajuéih sljedova
za prosjecnu vrijednost i pojedina CpG mjesta, uoceno je da postoje varijacije medu parovima

uzoraka, no samo izmedu jednog para je bila statisti¢ki znacajna (p<0,001) (Slika 57).
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Slika 57. Postotak metilacije LINE-1 ponavljajucih sljedova u prosjeku te za svako pojedino CpG
mjesto za 21. i 30. tjedan trudnoce. Prikazi postotka metilacije za uzorke fiksirane u Bouinovoj otopini
su svijetlozeleni, dok su -uzorci fiksirani u 10 %-tnom formalinu tamnozeleni. ANOVA test, rezultati
su prikazani kao medijan + interkvartilni raspon. Broj uzoraka je minimalno 6 po skupini. Statisticki

znacajna P-vrijednost manja od 0,001 oznacena je trima zvjezdicama (***).

Iako postoje istrazivanja koja preporucuju optimalan broj rezova za izolaciju DNA koji
¢e se pirosekvencirati, ve¢inom su radena na karcinomskom i odraslom tkivu, pa se isti princip
u ovom istraZivanju primijenio na fetalno tkivo.

Odabran je uzorak ¢ija je koli¢ina bila dovoljna za ispitivanje utjecaja broja rezova na
kvalitetu pirosekvenciranja. lako je koli¢ina izoliranog DNA bila u ocekivanom porastu
(Tablica 22) s obzirom na broj parafinskih rezova, u postupak pirosekvenciranja se ulazi s
uvijek istom kolicinom DNA. Usporedba LINE-1 ponavljaju¢ih sekvenci pokazala je male
razlike medu uzorcima koje nisu bile statisticki znacajne, $to se moze objasniti statisticki veCom

vjerojatnos¢u duze sekvence DNA koja nije degradirana u ve¢em broju uzoraka.
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Analizom prosjeka postotka metilacije p vrijednost je bila 0,7629, za CpG1 mjesto
0,3987, za CpG2 mjesto 0,0638, za CpG3 mjesto 0,0564, za CpG4 mjesto 0,5112, za CpG5
mjesto 0,7397, a za CpG6 mjesto 0,1518 (Slika 58).

Tablica 22. Prosjecna (A) koncentracija DNA izraZena u ng/ pL po broju rezova. lako je razlika

veca od 10 puta izmedu dva i deset rezova, to se ne odrazava na pirosekvenciranje.
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Slika 58. Postotak metilacije LINE-1 ponavljajuéih sljedova u prosjeku te za svako pojedino CpG
mjesto. Broj rezova je od dva do deset istog uzorka. Kruskal-Wallis test, Dunnov test visestrukih
usporedbi, rezultati su prikazani kao medijan + interkvartilni raspon. Broj uzoraka je minimalno 6 po

skupini. Nema statisticki znacajne razlike.

5.4. Izrazaj imunohistokemijskih biljega u tkivu fetalnih ljudskih
sjemenika kroz stadije trudnoce

Analiza biljega Ki-67, proteina tumor supresorskog gena RB1, njegovih formi
fosforiliranih na serinu 780 i 795 te biljega Sertolijevih stanica SOX9 provela se onako kako je
opisano za Stakorska tkiva. Broj smede obojenih stanica u minimalno 10 popre¢no presjecenih
sjemenskih kanali¢a prikazao se graficki kao ukupan broj te broj normaliziran na ukupan broj

stanica u kanali¢u, a njegov promjer pomnozen sa 100 (334, 335).
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5.4.1. HistoloSke karakteristike fetalnog ljudskog sjemenika

Slike 59 i 60 prikazuju dinamiku promjera sjemenih kanali¢a i broja stanica u kanali¢u
tijekom ljudske trudnoce. Promjer kanali¢a doseze vrhunac u 19. i 20. tpo te nakon toga
postepeno pada, dok broj stanica kanali¢a raste do 15. tjedna te dalje vrlo blago ali kontinuirano
pada, uglavnom zbog rasta stanica. Oboje se odrazava na dobivene rezultate pri normalizaciji

broja pozitivnih stanica po promjeru sjemenog kanaliéa.

X

120+ =L

XXX

Y
(=]
T

[
e

'S
<

Promjer kanali¢a (um)
o
=]
1

)
<

0 ] 1 ) I I I I ] I 1

13/14 15/16 1718 19/20 21/22 23/24 25/26 27/28 33/34 38/39

Slika 59. Promjer sjemenih kanali¢a u istraZivanim stadijima ljudske trudnoce izrazen u
mikrometrima. Prosje¢ni promjer raste do 19/20 tpo te zatim postepeno pada. Kruskal-Wallis test s
Dunnovim testom visestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani kao medijan + interkvartilni raspon. Broj
izmjerenih kanali¢a je minimalno 10 po tjednu. Statisticki zna¢ajna p-vrijednost manja od 0,05 oznacena

je jednom (*), a ona manja od 0,001 s tri zvjezdice (***).
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Slika 60. Ukupni broj stanica (N) po sjemenom kanaliCu u istraZivanim stadijima ljudske
trudnocée. Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom viSestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani kao
medijan + interkvartilni raspon, a mjereno je u minimalno 10 kanali¢a po skupini. Statisticki znacajna

p-vrijednost manja od 0,05 oznacena je jednom (*), a ona manja od 0,001 s tri zvjezdice (***).

5.4.2. Izrazenost Ki-67 biljega u ljudskom sjemeniku kroz stadije trudnoée

Ki-67, izraZen u stanicama u S-fazi stani¢nog ciklusa u tkivu fetalnog sjemenika bio je
izrazen u jezgrama zametnih, Sertolijevih i Leydigovih stanica. Unutar sjemenih kanalica
gotovo sve pozitivne stanice bile su zametne (Slika 65).

Kao 1 prije, rezultati su prikazani po tromjesecjima trudnoce, a potom po tjednima. U
slucaju biljega Ki-67, ve¢ se u prikazu rezultata po tromjesecjima dobila statisticki znacajna
razlika u izrazaju gena (Slika 61 i 63, Tablica 23), a detaljnija dinamika izrazaja prikazala se u
grafu po tjednima (Slika 62 i 64, Tablica 24).

Analizirajuci broj Ki-67-pozitivnih stanica po kanali¢u, ve¢ se po tromjesecjima uocio
pad vrijednosti prema kraju trudnoce. Gledajuéi iste vrijednosti po tjednima, kontinuirani blagi
pad vrijednosti ima minimum u 21. tpo. U svim stadijima radi se o relativno malom ukupnom

broju stanica.
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Tablica 23. Numericki izraZeni medijani i interkvartilni rasponi izraZenosti biljega proliferacije

Ki-67 po tromjese¢jima trudnoée ¢ovjeka.

tromjesecje 1 2 3
Minimum 7 0 0
25 % percentila 7 3 1
medijan 8,5 5 2
75 % percentila 10 7 3
maksimum 12 16 6
minimum 0,1984 0 0
25 % percentila 0,2036 0,07341 0,03647
medijan 0,2152 0,1149 0,07873
75 % percentila 0,2442 0,1688 0,1047
maksimum 0,2545 0,3788 0,3133
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Tablica 24. Numericki izraZeni medijani i interkvartilni rasponi izraZenosti biljega proliferacije

Ki-67 po tjednima trudnode.

tjedan 25 % medijan 75 % 25 % medijan 75 %

perc. perc. perc. perc.

14 1 3 7,25 0,03638 0,07248 0,2042
15 4,75 6 6,25 0,1463 0,165 0,1951
17 3 6 10,5 0,07703 0,1417 0,1933
19 5 6 7 0,1055 0,1445 0,1678
20 3,25 5 6 0,06268 0,08813 0,1138
21 1 2 2 0,02458 0,03125 0,05006
23 2 3 4 0,05804 0,08819 0,1145
25 2 3 4,25 0,09804 0,1227 0,1585
26 1,75 2 3 0,06879 0,08687 0,1257
28 1 2 2,25 0,02994 0,05278 0,06091
33 0 1 1,25 0,0 0,3532 0,06013
38 0,75 1 2 0,02185 0,0363 0,05918
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Slika 61. Broj stanica (N) pozitivnih na biljeg proliferacije Ki-67 po popre¢no presje¢enom
kanali¢u u tromjese¢jima trudnoce oznacenima s 1 (prvo), 2 (drugo) i 3 (trece tromjesecje).
Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom visestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani medijanom (+),
interkvartilnim rasponom (gornji i donji rub kvadrata) te minimalnom i maksimalnom vrijednosti (T-
oznake). Statisticki zna¢ajna p-vrijednost manja od 0,05 oznacena je jednom (*), a ona manja od 0,001

s tri zvjezdice (***).

Gledajuci iste rezultate po tjednima trudnoce, statistic¢ki znacajne p-vrijednost manje od
0,05 zabiljezene su izmedu 14.125., 15.128., 19.126., 20.121. tpo, one manje od 0,01 izmedu
15.121.,17.i21.,17.i23.,17.128.,19.i23.,19. i 28. te 20. i 38. tpo, a p<0,001 izmedu 14. i
21.,14.123.,14.126.,14.128.,14.133.,14.138.,15.133.,,15.138,,17.133.,,17.1 38, 19. i
21.,19.133.,19.138. te izmedu 20. 1 33. tpo. Samo su one s p<0,001 prikazane graficki (Slika
62).
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Slika 62. Broj stanica (N) pozitivnih na biljeg proliferacije Ki-67 po popre¢no presje¢enom
kanali¢u u tjednima trudnoée. Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom visestrukih usporedbi. Rezultati
su prikazani medijanom i interkvartilnim rasponom. Na grafu su ozna¢ene samo najvece statisticki

znacajne razlike s p<0,001, a ostale navedene u tekstu.
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Slika 63. Broj stanica (N) pozitivnih na biljeg proliferacije Ki-67 po popreéno presje¢enom
kanalicu normaliziran na ukupni broj stanica u kanali¢u i njegov promjer u tromjese¢jima
trudnocée oznacenima s 1 (prvo), 2 (drugo) i 3 (trece tromjesecje). Kruskal-Wallis test s Dunnovim
testom visestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani medijanom (+), interkvartilnim rasponom (gornji i

donji rub kvadrata) te minimalnom i maksimalnom vrijednosti (T-oznake). Statisticki znacajna p-

vrijednost manja od 0,001 s tri zvjezdice (***).
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Statisticki znacajne p-vrijednosti po tjednima manje od 0,05 zabiljezene su izmedu 14.
126.,17.128.,21.125.,25.138. tpo, one manje od 0,01 izmedu 14.120., 15.128., 17.133,,
17.138.,19.128., 19.133. te 20. i 38. tpo, a p<0,001 izmedu 14.121., 14.123.,14.128., 14.1i
33.,14.138,15.121.,,15.133.,15.138,17.121.,,19.121., 19. i 38. tpo. Potonje su p<0,001
prikazane graficki (Slika 64).
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Slika 64. Broj stanica (N) pozitivnih na biljeg proliferacije Ki-67 po popre¢no presje¢enom
kanali¢u normaliziran na ukupni broj stanica u kanali¢u i njegov promjer u tjednima trudnoce.
Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom viSestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani medijanom i
interkvartilnim rasponom. Na grafu su oznacene samo najvece statisticki znacajne razlike s p<0,001, a

ostale navedene u tekstu.
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Slika 65. Izrazenost proteina Ki-67, biljega proliferacije u ljudskim sjemenicima u prvom (A),

drugom (B) i tre¢em (C) tromjesecju, vizualizacija svjetlosnim mikroskopom. Uocava se sve manji
broj Ki-67-pozitivnih stanica (smede obojane) napredovanjem trudnoce. Pozitivno obojene stanice
prisutne su izvan i unutar kanalica te u njihovoj stijenci u svim stadijima. Bojenje DAB-om,

kontrastiranje hemalaun-eozinom. Povecanje x 400.
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5.4.3. Izrazenost RB1 proteina u ljudskom sjemeniku kroz stadije trudnoce

Proteinski produkt tumor supresora RB1 imao je ukupno veci broj pozitivnih stanica po
sjemenom kanali¢u od Ki-67 biljega. Izrazen je uglavnom u jezgri, no u nekim stanicama dao
je obojanost ograni¢enu na citoplazmu, jasno razli¢itu od pozadinske obojenosti (engl.
background). Broj RB1-pozitivnih stanica po kanali¢u pokazao je pad prema kraju trudnoce,
gledano po tromjesecjima, a po tjednima su zabiljezene najvise vrijednosti izmedu 15.1 19. tpo
te zatim blagi kontinuirani pad (Slika 66 i 67, Tablica 25 i Tablica 26). Vrijednosti korigirane
ukupnim brojem stanica u kanali¢u i promjerom kanali¢a pokazale su rast broja RB1-pozitivnih
stanica izmedu 23. i 25. tpo, nakon jaceg pada u tjednima 20. i 21. (Slika 69), $to je vidljivo i u
analizi po tromjese¢jima (Slika 68, Tablica 25). Pri brojanju se razlika u intenzitetu bojenja nije
uracunavala, nego su se sve stanice s pozitivnim, smedim signalom jednakovrijedno

urac¢unavale.

Tablica 25. Numeri€ki izrazeni medijani i interkvartilni rasponi izrazenosti RB1 proteina po

tromjesecjima trudnode ¢ovjeka.

Broj RB1+ stanica po sjemenom kanali¢u

tromjesecje 1 2 3
minimum 26 12 10
25 % percentila 26,75 25 21
medijan 29 33,5 25

75 % percentila 31,25 40 32,25
maksimum 33 53 44

Broj RB1+ stanica po ukupnom broju stanica i po promjeru sjemenog

kanali¢a
tromjesecje 1 2 3
Minimum 0,9333 0,2110 0,4340
25 % percentila 0,9659 0,6123 0,7480
Medijan 1,017 0,7984 0,9102
75 % percentila 1,089 0,9530 1,056
Maksimum 1,117 1,216 1,358
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Tablica 26. Numericki izraZeni medijani i interkvartilni rasponi izraZenosti biljega RB1 po

tjednima trudnoce.

Broj RB1+ stanica po sjemenom kanali¢u Broj RB1+ stanica po ukupnom
broju stanica i po promjeru
sjemenog kanalic¢a
tjedan 25 % medijan 75 % 25 % medijan 75 %
perc. perc. perc. perc.
13 26,75 29 31,25 0,9659 1,017 1,089
14 23,5 28,5 34,75 0,8413 0,9085 0,9636
15 31,5 39 45 0,8184 0,9681 1,04
17 32 36 43 0,7563 0,8571 1,023
19 335 40 45,25 0,7998 0,899 1,004
20 30 33,5 39,75 0,535 0,6263 0,7098
21 24,5 30 35,75 0,5872 0,606 0,7197
23 28 33 39,25 0,9111 1,01 1,105
25 30 31 33,75 0,8572 0,9949 1,076
26 20,75 24,5 26 0,8841 1,077 1,192
28 21,75 28 30,25 0,629 0,6546 0,8051
58 18,25 20 21,5 0,7362 0,8333 0,9724
38 20,5 24,5 28,5 0,7237 0,8573 0,9506

lako je statisticki znaCajna razlika bila prisutna ve¢ i na prijelazu drugog u trece
tromjesecje, po tjednima trudnoce statisticki znacajne p-vrijednost manje od 0,05 zabiljezene
su izmedu 15.126., 15.138., tpo, one manje od 0,01 izmedu 14.119.,17.126.,17.138.,19.1
28., tpo, a p<0,001 izmedu 15.133., 17.133.,19.126.,19.133.,19.1 38, 23. 1 33. tpo. Samo
su one s p<0,001 prikazane graficki (Slika 67).
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Slika 66. Broj stanica (N) pozitivnhih na RB1 protein po popre¢no presje¢enom kanali¢u u
tromjesecjima trudnoée oznacenima s 1 (prvo), 2 (drugo) i 3 (trece tromjesecje). Kruskal-Wallis
test s Dunnovim testom visestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani medijanom (+), interkvartilnim
rasponom (gornji i donji rub kvadrata) te minimalnom i maksimalnom vrijednosti (T-oznake). Statisticki

znacajna p-vrijednost manja od 0,001 oznacena je s tri zvjezdice (***).
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Slika 67. Broj stanica (N) pozitivnih na RB1 biljeg po popre¢no presje¢enom kanali¢u u tjednima
trudnoée. Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom visestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani
medijanom i interkvartilnim rasponom. Na grafu su oznafene samo najvece statisti¢ki zna¢ajne razlike

s p<0,001, a ostale navedene u tekstu.
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Slika 68. Broj stanica (N) pozitivnih na RB1 biljeg po poprefno presjeenom kanalicu
normaliziran na ukupni broj stanica u kanali¢u i njegov promjer u tromjese¢jima trudnoce
oznacenima s 1 (prvo), 2 (drugo) i 3 (treée tromjesecje). Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom
visestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani medijanom (+), interkvartilnim rasponom (gornji i donji
rub kvadrata) te minimalnom i maksimalnom vrijednosti (T-oznake). Statisti¢ki zna¢ajna p-vrijednost

manja od 0,001 oznacena je s tri zvjezdice (¥**).

Po tjednima trudnoce statisti¢ki znacajne p-vrijednost manje od 0,05 zabiljeZene su
izmedu 15.121., 17.120., 25. 1 28. tpo, one manje od 0,01 izmedu 13.128., 14.120., 19.1 20.,
21.125.,21.126.,26.128. tpo, a p<0,001 izmedu 13.120., 13.121., 15.120., 20.123.,20.1
25.,20.126.,21.123,23.128. tpo, a samo su one s p<0,001 prikazane graficki (Slika 69).
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Slika 69. Broj stanica (N) pozitivnih na RB1 biljeg po poprefno presjeenom kanalicu
normaliziran na ukupni broj stanica u kanali¢u i njegov promjer u tjednima trudnoce. Kruskal-
Wallis test s Dunnovim testom visestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani medijanom i interkvartilnim
rasponom. Na grafu su oznacene samo najvece statisticki znacajne razlike s p<0,001, a ostale navedene

u tekstu.

128



~

Slika 70. IzraZenost proteinskog produkta tumor supresora RB1 u ljudskim sjemenicima u prvom
(A), drugom (B) i trecem (C) tromjesecju, vizualizacija svjetlosnim mikroskopom. Uocava se sve
najjace i najucestalije obojenje RB1-pozitivnih stanica (smede obojane) u drugom tromjesecju trudnoce.
Pozitivno obojene stanice prisutne su izvan i unutar kanali¢a te u njihovoj stijenci u svim stadijima.

Bojenje DAB-om, kontrastiranje hemalaun-eozinom. Povecanje x 400.
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5.4.4. Izrazenost RB1 proteina fosforiliranog na serinu 780 u ljudskom sjemeniku
kroz stadije trudnoce

Biljeg RBL1 proteina fosforiliran na serinu 780 (RB1Ser780) izrazen je u jezgri, najcesce
u zametnim stanicama, a u manjem broju i Sertolijevim i Leydigovim. Broj pozitivnih stanica
po sjemenom kanali¢u pokazao je pad prema kraju trudnoce, gledano po tromjesecjima, a po
tjednima je najveci pad zabiljezen u 19. tpo te prema kraju trudnoce (Slika 71 i 72, Tablica 27
i Tablica 28). Statisticki znacajne p-vrijednost manje od 0,05 zabiljezene su izmedu 17. 1 19.,
21.126., tpo, one manje od 0,01 izmedu 13.119., 15.119.,21.133., 19.128., tpo, a p<0,001
izmedu 13.126., 13.133,,15.126., 15.133., 17.126, 17.133., 23.126., 23. 1 33. tpo. Samo
one s p<0,001 su prikazane graficki (Slika 72).

Vrijednosti korigirane ukupnim brojem stanica u kanali¢u 1 promjerom kanali¢a
pokazale su rast broja izmedu 21. i 26. tpo, nakon jaceg pada u tjednima 20. i 21. (Slika 74,
Tablica 28), sto je vidljivo i u analizi po tromjese¢jima (Slika 73, Tablica 27).

Tablica 27. Numeri¢ki izraZeni medijani i interkvartilni rasponi izrazenosti RB1Ser780 proteina

po tromjesecjima trudnoce ¢ovjeka.

Broj RB1Ser780+ stanica po sjemenom kanali¢u

tromjesecje 1 2 3
Minimum 15 2 0
25 % percentila 16 5 2,25
Medijan 21 10 7,5
75 % percentila 25 17 11,75
maksimum 32 41 35

Broj RB1Ser780+ stanica po ukupnom broju stanica i po promjeru

sjemenog kanalica

tromjesecje 1 2 3
Minimum 0,6173 0,03704 0
25 % percentila 0,6315 0,1136 0,0935

Medijan 0,6698 0,2242 0,2302
75 % percentila 0,8369 0,3622 0,457
maksimum 0,9527 1,195 1,19
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Tablica 28. Numericki izraZeni medijani i interkvartilni rasponi izraZenosti biljega RB1Ser780 po

tjednima trudnoce.

Broj RB1Ser780+ stanica po sjemenom Broj RB1Ser780+ stanica po
kanalié¢u ukupnom broju stanica i po
promjeru sjemenog kanalica
tjedan 25 % medijan 75 % 25 % Medijan 75 %
perc. perc. perc. perc.
13 16 21 25 0,6315 0,6698 0,8369
15 9 20 33,75 0,2088 0,5547 1,018
17 4 17 29,5 0,09949 0,3098 0,6975
19 4 6 9 0,0958 0,1422 0,2042
20 4,25 8,5 14,75 0,08972 0,1490 0,2482
21 9,75 11 15,5 0,2314 0,2794 0,2961
23 7 11,5 26,75 0,2028 0,3571 0,8867
25 7,75 8,5 9,25 0,2937 0,3192 0,3798
26 2 2,5 3 0,07468 0,1139 0,1364
33 0,75 1 2 0,02604 0,05289 0,08015
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Slika 71. Broj stanica (N) pozitivnih na RB1Ser780 protein po popreéno presje¢enom kanali¢u u
tromjese¢jima trudnoée oznacenima s 1 (prvo), 2 (drugo) i 3 (trefe tromjesecje). Kruskal-Wallis
test s Dunnovim testom viSestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani medijanom (+), interkvartilnim
rasponom (gornji i donji rub kvadrata) te minimalnom i maksimalnom vrijednosti (T-oznake). Statisti¢ki
znacajna p-vrijednost manja od 0,05 oznacena je jednom (*), ona manja od 0,01 s dvije (**), a ona manja

od 0,001 s tri zvjezdice (***).
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Slika 72. Broj stanica (N) pozitivnih na RB1Ser780 biljeg po popre¢no presjecenom kanali¢u u
tjednima trudnoce. Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom viSestrukih usporedbi. Rezultati su
prikazani medijanom i interkvartilnim rasponom. Na grafu su oznafene samo najvece statisticki

znacajne razlike s p<0,001, a ostale navedene u tekstu.
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Slika 73. Broj stanica (N) pozitivnih na RB1Ser780 biljeg po poprecno presjecenom kanalicu
normaliziran na ukupni broj stanica u kanali¢u i njegov promjer u tromjesecjima trudnoce
oznacenima s 1 (prvo), 2 (drugo) i 3 (trece tromjesecje). Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom
visestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani medijanom (+), interkvartilnim rasponom (gornji i donji
rub kvadrata) te minimalnom i maksimalnom vrijednosti (T-oznake). Statisticki znacajna p-vrijednost

manja od 0,01 oznacena je s dvije zvjezdice (**).
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Gledajudi iste rezultate po tjednima trudnoce, statisti¢ki znacajne p-vrijednost manje od
0,05 zabiljezene su izmedu 20.121., 21.133., one manje od 0,01 izmedu 15.120., 15.126., 19.
123.,23.126.,ap<0,001 izmedu 13.119.,13.120.,13.126.,13.133.,15.119.,15.133.,17.1i
33, 23.1 33, 25.1 33. tpo. Samo su one s p<0,001 prikazane graficki (Slika 74).
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Slika 74. Broj stanica (N) pozitivnih na RB1Ser780 biljeg po poprecno presjetenom kanalié¢u
normaliziran na ukupni broj stanica u kanalic¢u i njegov promjer u tjednima trudnoée. Kruskal-
Wallis test s Dunnovim testom visestrukih usporedbi. Na grafu su oznafene samo najvece statisticki

znacajne razlike s p<0,001, a ostale navedene u tekstu.
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Slika 75. IzraZenost proteinskog produkta tumor supresora RB1 fosforiliranog na serinu 780
(RB1Ser780) u ljudskim sjemenicima u prvom (A), drugom (B) i treéem (C) tromjeseéju,
vizualizacija svjetlosnim mikroskopom. Uocava se sve razlika u lokalizaciji i broju obojenih stanica
medu tromjese¢jima. Pozitivno obojene stanice prisutne su unutar, a ponekad i izvan kanali¢a u svim

stadijima. Bojenje DAB-om, kontrastiranje hemalaun-eozinom. Poveéanje x 400.
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5.4.5. Izrazenost RB1 proteina fosforiliranog na serinu 795 u ljudskom sjemeniku
kroz stadije trudnoce

Biljeg RB1 proteina fosforiliran na serinu 795 (RB1Ser795) izraZen je u jezgri, a Cesto
slabo i u citoplazmi zametnih stanica, Sertolijevih i Leydigovih. Gledano po tromjeseé¢jima broj
pozitivnih stanica po sjemenom kanali¢u nije pokazao razliku, a po tjednima je najveéi pad
zabiljezen u 20. 1 21. tpo te skok vrijednosti u 23. tpo (Slika 76 1 77, Tablica 29 i Tablica 30).
Statisticki znacajne p-vrijednost manje od 0,05 zabiljezene su izmedu 15. 1 26., 15. 1 33. tpo,
one manje od 0,01 izmedul4.120., 14.121.,17.120.,17.121.,19.123., 23.126., 23. 1 33. tpo,
a p<0,001 izmedu 15. 1 20., 15.1 21., 20. 1 23., 21. i 23. tpo. Vrijednosti korigirane ukupnim
brojem stanica u kanali¢u i promjerom kanali¢a pokazale su pad vrijednost s najnizim iznosima
20.121. tpo, nakon ¢ega raste u 23. tpo (Slika 79), a to se odrazava i na analizu po tromjese¢jima
(Slika 78, Tablica 29).

Tablica 29. Numericki izraZeni medijani i interkvartilni rasponi izraZenosti RB1Ser795 proteina

po tromjesecjima trudnoce Covjeka.

Broj RB1Ser795+ stanica po sjemenom kanali¢u

tromjesecje 1 2 3
minimum 26 7 14
25 % percentila 27 16 21
medijan 29,5 29 26

75 % percentila 32,25 35 35
maksimum 34 49 55

Broj RB1Ser795+ stanica po ukupnom broju stanica i po promjeru

sjemenog kanalic¢a

tromjesecje 1 2 3
minimum 0,9333 0,1324 0,4767
25 % percentila 0,983 0,3587 0,7578
medijan 1,05 0,7503 0,9289
75 % percentila 1,108 0,9142 1,119
maksimum 1,128 1,097 1,667
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Tablica 30. Numericki izraZeni medijani i interkvartilni rasponi izraZenosti biljega RB1Ser795 po

tjednima trudnoce.

Broj RB1Ser795+ stanica po sjemenom Broj RB1Ser795+ stanica po
kanalié¢u ukupnom broju stanica i po
promjeru sjemenog kanalica
tjedan 25 % medijan 75 % 25 % medijan 75 %
perc. perc. perc. perc.
13 27 29,5 32,25 0,983 1,05 1,108
14 25,25 29,5 35,75 0,885 0,9427 1,001
15 32 33,5 37,5 0,8929 0,9152 0,965
17 24,75 31 39,25 0,3861 0,7397 0,9145
19 10 28 32,5 0,2398 0,6457 0,7501
20 13 16 17 0,2043 0,2369 0,2882
21 12,75 14,5 15 0,2469 0,292 0,3985
23 32 35 40,25 0,9187 1,061 1,25
26 17,75 19,5 22 0,7388 0,8789 0,9765
28 21,75 24 25,5 0,5586 0,6276 0,677
33 16,75 22 25,25 0,7996 0,9112 1,024
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Slika 76. Broj stanica (N) pozitivnih na RB1Ser795 protein po popre¢no presje¢enom kanali¢u u
tromjesecjima trudnoée oznacenima s 1 (prvo), 2 (drugo) i 3 (trece tromjesecje). Kruskal-Wallis
test s Dunnovim testom viSestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani medijanom (+), interkvartilnim
rasponom (gornji i donji rub kvadrata) te minimalnom i maksimalnom vrijednosti (T-oznake). Nema

statisticki znac¢ajne razlike medu grupama (p=0.7472).
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Slika 77. Broj stanica (N) pozitivnih na RB1Ser795 biljeg po popre¢no presjetenom kanali¢u u
tjednima trudnoce. Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom viSestrukih usporedbi. Rezultati su
prikazani medijanom i interkvartilnim rasponom. Na grafu su oznafene samo najveée statisticki

znacajne razlike s p<0,001, a ostale navedene u tekstu.
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Slika 78. Broj stanica (N) pozitivhih na Rb1Ser795 biljeg po popreéno presjeéenom kanali¢u
normaliziran na ukupni broj stanica u kanali¢u i njegov promjer u tromjese¢jima trudnoée
oznacenima s 1 (prvo), 2 (drugo) i 3 (trece tromjesecje). Kruskal-Wallis test s Dunnovim testom
visestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani medijanom (+), interkvartilnim rasponom (gornji i donji
rub kvadrata) te minimalnom i maksimalnom vrijednosti (T-oznake). Statisti¢ki zna¢ajna p-vrijednost

manja od 0,001 oznacena je s tri zvjezdice (¥**).
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Analiza po tjednima imala je statisticki znacajne p-vrijednost manje od 0,05 zabiljezene
izmedu 21.126.,21.1 33. tpo, one manje od 0,01 izmedu 13.117., 13.128., 20.i 26., 20. i 33.
tpo, a p<0,001 izmedu 13.119., 13.120., 13.121., 14.119., 14.120., 14.121.,15.1 19, 15.1i
20.15.i121.,17.123.,19.123.,20.123.,21.123.,23.1 28. tpo
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Slika 73. Broj stanica (N) pozitivnih ha RB1Ser795 biljeg po popre¢no presje¢enom kanali¢u
normaliziran na ukupni broj stanica u kanali¢u i njegov promjer u tjednima trudnoée. Kruskal-
Wallis test s Dunnovim testom visestrukih usporedbi. Rezultati su prikazani medijanom i interkvartilnim
rasponom. Na grafu su oznacene samo najvece statisticki znacajne razlike s p<0,001, a ostale navedene

u tekstu.
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Slika 80. Izrazenost proteinskog produkta tumor supresora RB1 fosforiliranog na serinu 795
(RB1Ser795) u ljudskim sjemenicima u prvom (A), drugom (B) i tre¢em (C) tromjese€ju,
vizualizacija svjetlosnim mikroskopom. Uocava se sve razlika u lokalizaciji i broju obojenih stanica

medu tromjese¢jima. Pozitivno obojene stanice prisutne su unutar, rijetko i izvan kanali¢a u svim

stadijima. Bojenje DAB-om, kontrastiranje hemalaun-eozinom. Povecéanje x 400.
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5.4.6. Izrazenost SOX9 proteina u l[judskom sjemeniku kroz stadije trudnoce

Da bismo razlucili Sertolijeve stanice od zametnih stanica u fetalnom sjemeniku koristili
smo SOX9, biljeg Sertolijevih stanica. SOX9 kontinuirano je izrazen od embrionalnog
razdoblja te je jasno signalizirao smjesStaj Sertolijevih stanica isklju¢ivo unutar Sjemenih
kanali¢a. U usporedbi sa Stakorskim sjemenicima, nije se uocio pravilan smjestaj Sertolijevih
stanica uz rub kanali¢a, nego je daleko vise heterogen. (Slika 81).

o -

A e

Slika 81. IzraZzenost SOX9 biljega u Sertolijevim stanicama ljudskih sjemenika u prvom (A),
drugom (B) i tre¢em (C) tromjeseéju, vizualizacija svjetlosnim mikroskopom. Pozitivno obojene
stanice prisutne su samo unutar kanali¢a u svim stadijima. Bojenje DAB-om, kontrastiranje hemalaun-

eozinom. Povecanje x 400.
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6. RASPRAVA

Rasvjetljavanje uzroka muske neplodnosti (ukljucuju¢i neplodnost uslijed lijeCenja
tumora sjemenika) izrazito je vazan predmet istrazivanja, S obzirom da je incidencija muske
neplodnosti i tumora sjemenika u porastu medu zapadnjatkom populacijom (1). Uz sve ulozene
napore, oko 15 % svih uzroka neplodnosti parova ostaje nerazjasnjeno (1). Temeljem znanja o
epigenetskom ishodiStu tumora, starenja i imunoloskih bolesti (4, 5), pretpostavlja se da dio
uzroka muske neplodnosti leZi u poremecéenoj epigenetskoj regulaciji, koja se moze odviti ve¢
u ranom fetalnom razvoju (6). Polazna tocka za rasvjetljavanje molekularnih mehanizama
najéesée su zivotinjski modeli, uglavnom glodavci (2), dok su u istrazivanjima na ¢ovjeku
posebno vrijedni kvalitetni svjezi uzorCi sjemenika odraslih muskaraca s poremeéenim
nalazima spermiograma (3). Fetalni razvoj sjemenika ¢ovjeka je nedovoljno istrazen zbog
rijetkosti ovakvih uzoraka, pa su istrazivanja na ovom materijalu koja su provedena u ovoj
disertaciji od posebnog znacaja.

Mnoga istrazivanja provedena, kako na zivotinjama, tako i na ljudima, ukazala su na
utjecaj okolisnih ¢imbenika (epigenatora) na plodnost jedinke putem epigenetskih mehanizama
kontrole gena. U zivotinja je mogu¢ eksperimentalni pristup u kontroliranim uvjetima (214), a
za razliku od toga, saznanja o utjecaju epigenetskih promjena na ljudske jedinke dobivena su
najcesce U retrospektivnim studijama, nakon katastrofa, stanja izrazitog stresa ili presje¢nim
istrazivanjima karakteristika neplodnih ispitanika i njihovih bioloskih parametara (337).
Poznavaju¢i naéin na koji okoli$ni ¢imbenici, odnosno epigenatori mogu mijenjati genski
izrazaj (4, 5), odavno se pretpostavilo da mogu poremetiti razvoj embrija ili fetusa, kada je
neometana epigenetska regulacija od presudne vaznosti. Tako se i znacajan udio uzroka
neplodnosti 1 tumora spolnog sustava povezuje s poremecajima epigeneticke regulacije tijekom
prenatalnog Zivota.

Istrazivanja ljudskih zametnih stanica fetalne dobi znacajno su ograni¢ena zbog male
koli¢ine dostupnog materijala pa se znanje o razvoju embrija i fetusa crpilo ve¢inom iz uzoraka
Carnegie zbirke (15). Ipak, tijekom godina doslo je do porasta istrazivanja genskog izrazaja i
mehanizama epigenetske regulacije u sjemenicima ljudi i glodavaca (7, 154, 165, 180, 195,
319). U gotovo svakom istrazivanju provedenom na uzorcima sjemenika ¢ovjeka broj uzoraka
je ogranicavajuci faktor, dok je kvaliteta uzoraka razlicita jer ovisi o zakonima drzava u kojima
se istrazivanje provodi. U posljednjih nekoliko godina uspjele su se provesti ¢ak i funkcionalne

studije ili studije vizualizacije modernim tehnikama (338), iako su ti podaci nedovoljni za
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statistiCku obradu i prijenos na op¢u populaciju (10, 153). Danska, Kalifornija (SAD), Kina i
Velika Britanija neke su od zemalja u kojima je, uz eticku dozvolu, dopusteno uzeti svjeze tkivo
embrija ili fetusa nakon pobacaja (10, 116, 117, 339). Time se proSiruje moguénost analize
tkiva metodama koje se ne mogu provesti iz uzoraka koji su bili fiksirani i uklopljeni u parafin
kao §to su in vitro istrazivanja na tkivima ljudskog fetalnog sjemenika uzgojenog u kulturi pod
utjecajem razli¢itih molekula (116, 339).

Vise studija analizirale su epigeneticke promjene ljudskih primordijalnih 1 fetalnih
zametnih stanica tijekom trudnoce (149, 151, 153) i pokazale su vaznost zaustavljanja stani¢énog
ciklusa zametnih stanica prije razdoblja de novo uspostavljanja spolnospecifi¢nih metilacijskih
obrazaca (10, 63). Nekoliko studija istrazivale su epigeneti¢ke promjene u zametnim stanicama
Stakora, u kojima se karakteristicno iste promjene odvijaju sinkrono (7, 9, 271), sli¢no kao u
misa (146, 150, 285, 340).

U svim istrazivanjima do sada provedenim na fetalnim sjemenicima, nije se u potpunosti
razjasnila regulacija izrazaja RB1 gena putem metilacije promotora, koji je jedan od glavnih
regulatora stani¢nog ciklusa, kao ni uloga njegovih fosforiliranih i nefosforiliranih proteinskih
produkata koji redom poticu ili zaustavljaju stani¢ni ciklus. Takoder, analiza metilacije LINE-
1 ponavljajucih sekvenci te gena H19 i RB1 nisu se provele pirosekvenciranjem na ljudskim
fetalnim tkivima, a na $takorskim samo djelomi¢no (9).

Tijekom izrade ove disertacije, usporedno su se provele iste analize na fetalnom
sjemeniku Stakora i covjeka tijekom razvoja, uklju¢ujuci razdoblje uspostavljanja de novo DNA
metilacijskih oznaka 1 prethodnog zaustavljanja stani¢nog ciklusa, kako bi se dobio uvid u
dinamiku i kvalitetu tih promjena $to je potrebno kao baza za daljnja istrazivanja molekularnih

mehanizama neplodnosti.

6.1. DNA metilacija u fetalnom tkivu sjemenika Stakora

DNA metilacija presudan je mehanizam u oblikovanju genoma sisavaca kako bi se
razvile jedinke sposobne za odrzavanje vrste, a tijekom specifikacije zametnih stanica
epigeneticko reprogramiranje opsezno mijenja DNA metilacijske obrasce na spolnospecifican
nacin. Dok je broj istrazivanja dinamike promjena DNA metilacije na misu velik (146, 150,
340, 341), postoji samo nekoliko istrazivanja epigenetickih promjena imunohistokemijskim
metodama na Stakorskim zametnim stanicama (7, 166, 342), od kojih samo jedno analizira tkiva

pirosekvenciranjem DMR regije gena H19 (9). Rezultati ove disertacije obuhvatili su nesto $iri
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I detaljnije vremensko razdoblje stakorske trudnoce, od 16.5 dpc (engl. days post coitum) do

dana pred okot, 21.5 dpc.

Dosadasnje spoznaje ukazuju na to da se u razdoblju od 19.5 do 20.5 dpc pocinje odvijati
de novo metilacija te zavrSava nekoliko dana poslije okota (8, 9), no postoje studije koje ukazuju
na raniji poc¢etak de novo DNA metilacije oko 15 dpc (166, 342). Do sada je kontrola aktivnosti
proteinskog produkta LINE-1 (engl. Long INterpersed Element-1) retrotranspozona detektirana
samo u tkivu sjemenika fetalnog i odraslog Stakora protutijelom (342, 343), gdje je naden jak
izrazaj. Po naSim saznanjima, u disertaciji su dobiveni prvi rezultati analize metilacijskog
statusa LINE-1 ponavljajucih sekvenci u tkivu fetalnog sjemenika Stakora. Tri odabrana CpG
otoka te njthove prosjecne vrijednosti pokazale su kontinuirani, statisticki znacajan porast
postotka metilacije LINE-1 ponavljajué¢ih sekvenci do 19.5 dpc, kada se dosegao plato
vrijednosti koje se odrzavaju do dana okota, §to je u skladu s dostupnom spomenutom
literaturom te istrazivanjima na mi§jim zametnim stanicama. Naime, u mi§jim fetalnim
sjemenicima vecina retrotranspozona i satelitnih sljedova DNA se de novo metilira do 18.5 dpc
(341), a za ocekivati je da ¢e u Stakorskom tkivu zbog duZeg trajanja trudnoce to odgovarati
19.51li 20.5 dpc. Ipak, postoje evolucijski mladi LINE-1 sljedovi koji uspijevaju izbje¢i de novo
metilaciju putem DNMT enzima te stvaraju prijetnju genomskom integritetu stanice. Ipak, takvi
transpozonski sljedovi se ipak utiSavaju, odnosno metiliraju putem PIWI proteina i piRNA
vezanih na specificna mjesta retrotranspozona (230). Rezultati disertacije pokazuju statisticki
znacajan porast prosjecne metilacije LINE-1 ponavljajucih sljedova do 19.5 dpc, a do kraja
trudnoce porast postoji, no vrlo je blag (Slika 8), §to moze ukazivati na naknadnu metilaciju
retrotranspozona PIWI proteinima i piRNA. Gotovo se ista krivulja dobiva gledajuci svaki
analizirani CpG zasebno (Slike 9 - 11). Blage razlike su vidljive u po¢etnoj i krajnjoj vrijednosti
dobivenih rezultata. CpG3 pokazuje postotak metilacije na dan okota od gotovo 100%, a i ostale
vrijednosti DNA metilacije niti u jednom analiziranom CpG mjestu ne padaju ispod 60 % u
16.5 dpc, sto pokazuje vaznost visokog udjela metiliranosti ovih potencijalno opasnih
ponavljajucih sljedova.

U Covjeka i misa poznat je velik broj utisnutih gena (129 za ¢ovjeka i 149 za misa), dok
ih u Stakora ima ukupno 14 (185, 186). Nekoliko gena je medu spomenutim vrstama izrazena
na isti nacin, S obzirom na utiSavanje ocevog ili maj¢inog alela. Tako su covjeku, misu i Stakoru
zajednicko utiskivanje gena Peg3, 1gf2, Rtl1, Dio3, DIkl i Rasgrfl s maj¢ine (a izrazenost s
oceve strane) te H19, Rian/MEGS, Dio3os i GtI2/MEG3 s oceve strane. H19 gen je predstavnik
utisnutih gena po o¢evoj liniji. Misji ICR (engl. imprinted control region) gena H19 je regija
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koja regulira gensku izrazenost ovisno 0 metilacijskom statusu ICR-a (187, 188, 344).
Evolucijski je sli¢an Stakorskom, §to se detaljno prikazalo u Amarger i sur. (333), po ¢ijem radu
su i dizajnirane pocetnice koriStene pri analizi tkiva. Treba istaknuti da je de novo metilacija
utisnutih gena u sjemeniku Stakora istrazivana u samo jednoj studiji analizom metilacijskih
promjena u razdoblju od 16.5 dpc do 3 dana poslije okota, gdje je pokazan najveci porast
metilacije DNA u postnatalnom razdoblju (9). Spomenuta studija koristila je metodu
pirosekvenciranja, kao i u ovoj disertaciji, no analizirane sekvence DMR regije razlikuju se od
one koristene u ovom radu te su smjestene nesto vise uzvodno prema DMR regiji 1gf2 gena
(345). Rezultati ove disertacije analizirali su promjenu postotka DNA metilacije sedam CpG
mjesta unutar DMR regije (engl. differentially methylated region) na uzorcima fetalnih
Stakorskih sjemenika pirosekvenciranjem. Prosje¢na metilacija te CpG mjesta 1, 2 i 6 pokazala
su porast vrijednosti do 17.5 - 18.5 dpc s daljnjim zadrZzavanjem platoa postotka metilacije.
Postoci metilacije uglavnom su se kretali izmedu 40 - 60% (Slike 12 - 17), $to odgovara zbirnim
vrijednostima za zametne i Sertolijeve stanice u razdoblju koje se preklapa izmedu spomenute

studije u kojoj se analiza radila pirosekvenciranjem (9) i ove disertacije.

DNA metilacija LINE-1 sljedova predstavlja razinu globalne metilacije genoma te se
znacajno razlikuje u zametnim 1 somatskim stanicama, jer je u potonjim rano i izrazito utiSan,
dok u zametnim stanicama ima drukéiju dinamiku (346). Zbog toga dobiveni porast razine
metilacije LINE-1 sljedova moZemo pripisati porastom u zametnim stanicama. Utisnuti gen
H19 osjetljiv je indikator vanjskih utjecaja sposobnih mijenjati epigeneti¢ki status (202).
Rezultati razine metilacije gena H19 iz procis¢enih zametnih stanica dali bi detaljnije
informacije no, s obzirom na to da je ,,onecis¢enje” somatskim stanicama kontinuirano te se
promjene u razinama takoder mogu pripisati zametnim stanicama, jer somatske stanice imaju

obrazac metilacije H19 ostvaren prije razdoblja trudnoce istrazivanih u ovom radu.

6.2. Proliferacija i izrazaj RB1 proteina i njegovih fosforiliranih formi
proteina u fetalnom tkivu sjemenika stakora

U nekoliko istrazivanja analizirala se proliferacija stanica sjemenika glodavaca (271,
286, 287, 347), a rezultati ovog rada poklapaju se s najdetaljnijim prikazom nadenim u literaturi
(271) jer oba pokazuju da gonocite Stakora ulaze u stanje mirovanja oko 17.5 dpc te gotovo niti
jedna gonocita ne proliferira (tj. nije Ki-67-pozitivna) u 19.5. dpc. S druge strane, dobiveni

rezultati pokazuju da se broj proliferiraju¢ih Sertolijevih stanica blago se poc¢inje povecavati u
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17.5 dpc te u 19.5 dpc ¢ini ukupan broj stanica pozitivnih na Ki-67 u Stakorskom sjemeniku
(Slike 24 - 26). Dobivena deskriptivna opservacija ne poklapa se u potpunosti s poznatom
literaturom. Naime, po Angelopoulou i sur. proliferacija Sertolijevih stanica u Stakora povecava
se do 18.5 dpc, a smanjuje do 20.5 dpc te ponovo raste do 7 dpp (98), no u tom radu koristio se
Wistar soj Stakora koji ima trudnoc¢u dulju za 1 - 2 dana od soja Fischer, na kojem su se izvele
analize za disertaciju.

U ovom radu ukupan broj Ki-67-pozitivnih stanica bio je manji nego u radu Nunes i sur.
(271), sto mozemo pripisati drugom soju Stakora ili razli¢itom protutijelu, S obziromnato dau
radu nije navedena ni razlika u epitopu protutijela ni njegova specificnost. Takoder, autori
radova koji analiziraju proliferaciju stanica sjemenika koristili su razli¢ite metode brojenja
stanica: proliferacijski indeks (broj pozitivnih i ukupnog broja stanica u kanali¢u) (287),
numeri¢ku gustocu (347) ili nisu detaljno naveli kakav omjer su koristili (271). Rezultati
doktorske disertacije ukljucuju rast broja stanica po kanali¢u te promjer kanali¢a u
kvantifikaciju pozitivno obojenih stanica, kako bi se dobio rezultat neovisan o histoloSkim
parametrima te time donekle modificira rezultate. S obzirom na to da oba parametra rastu od
16.5 do 19.5 dpc, a zatim blago padaju (Slika 21 i 22), snizavaju broj stanica pozitivnih na Ki-
67 (Slika 25) do 20.5 dpc. Navedena se analiza provela kao standardna i dobro poznata metoda
obiljeZzavanja stanica koje su u S-fazi stani¢nog ciklusa, radi bolje kontekstualizacije izrazaja

specificnog regulatora stani¢nog ciklusa, RB1.

Nunes i sur. takoder su analizirali RB1 u uzorcima sjemenika Stakora i pokazali izrazaj
RB1 u gonocitama 15 dpc, nesto nizi 17 dpc, dok izrazaja nije bilo u 19 dpc, a u Sertolijevim
stanicama RBL1 nije prisutan u niti jednom navedenom stadiju (271). S obzirom na izrazaj toga
proteina, rezultati ovog rada malo se razlikuju, iako prate trend pada broja pozitivnih stanica.
U disertaciji najnizi izrazaj RB1 proteina bio je 18.5 dpc, dok se od 19.5 dpc do kraja trudnoce
uocava blagi porast vrijednosti RB1-pozitivnih stanica (Slike 27 - 29), a ¢ine ih i Sertolijeve i
zametne stanice (Slika 29). Zbog koristenog nacina brojanja pozitivnih signala, zanemarila se
razlika u jaini intenziteta smede obojenosti (334, 335) (Slika 29). Razlike u dobivenim

rezultatima mogu se objasniti drugim sojem ili epitopom protutijela, kao i za Ki-67.

Do sada u literaturi nije opisan izrazaj zasebnih fosforiliranih formi RB1 proteina u
stanicama fetalnog sjemenika Stakora. U odrasle jedinke provedena je zbirna analiza svih
fosforiliranih formi RB1 te je naden vrlo jak izrazaj RB1 u spermatogonijama te jezgreno

obojenje Sertolijevih stanica na epitop RB1 proteina 300-380 (prepoznaje hipo- i jako
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hiperfosforilirane forme RB1 proteina), ovisno o fazi spermatogeneze (348) te je to dovedeno
u vezu s oscilacijama razine androgena.

Poznato je da je RB1 hipofosforiliran u stanicama u fazi mirovanja, a fosforilira se na
serinu 780 i 795 uz pomo¢ CDK4/CDKG6 tijekom srednje i kasne G1 faze (349). Rezultati
disertacije ukazali su na sli¢an izrazaj RB1 proteina fosforiliranog na serinu 780 i 795 u
fetalnom sjemeniku. Izrazaj oba biljega raste do 19.5 dpc, a zatim blago pada (Slike 30 i 33),
iako s razli¢itom strminom krivulje rasta. S obzirom na to da ukupan broj stanica po kanalicu i
promjer kanalica rastu do 19.5 dpc, a zatim blago padaju (Slika 21 i 22), ukljucivanje tih
parametara u izra¢un pozitivno obojenih stanica modificira rezultate i prikazuje ih kao relativni
pad. Razlika u strmini pada izrazaja RB1 proteina fosforiliranog na serinu 780 i 795 moze se
pripisati razlikama u dinamici fosforilacije i defosforilacije pri izlasku stanice iz stanja
mirovanja stani¢nog ciklusa, s obzirom na to da su razlicite fosforilacije aktivne kroz razli¢ite
faze stani¢nog ciklusa (npr. fosforilacija serina 795 jedna je od prvih modifikacija RB1 proteina
do koje dolazi u G1 fazi stani¢nog ciklusa) (249). Kvalitativna analiza ukazuje da su pozitivno
obojene i Sertolijeve i zametne stanice na oba protutijela. Ipak, naglasena je razlika u izgledu
obojenosti: dok je izrazaj RB1Ser780 vise homogen i ravnomjerno rasporeden unutar jezgre
(Slika 32), signal u RB1Ser795-pozitivnim stanicama zrnat je, vjerojatno vezan na odredene

dijelove DNA u jezgri (Slika35) te ima veci ukupni broj pozitivno obojenih stanica (Slika 33).

Istrazivanje SOX9 biljega Sertolijevih stanica sluzilo je za potvrdu njihovog smjestaja
tijekom razvoja unutar sjemenih kanalica 1 usporedbu s izraZzajem 1 smjeStajem u ljudskim
fetalnim sjemenicima (vidi 6.4.). U sjemenicima Stakora Sertolijeve stanice ve¢ od 16.5 dpc
zauzimaju periferno mjesto, uz rub sjemenih kanali¢a, samo $to napredovanjem razvoja i
sazrijevanjem mijenjaju oblik od plosnatih do trokutastih stanica spremnih za opskrbu zametnih
stanica u daljnjih stadijima razvoja (Slika 36). U tom procesu sudjeluje i RB1 kao jedan od

najvaznijih proteina u krajnjoj diferencijaciji Sertolijevih stanica (269).

Dobiveni rezultati imunohistokemijske analize Stakorskih sjemenika sveobuhvatno
pokazuju dinamiku proliferacije 1 dinamike stani¢nog ciklusa u populacijama stanica kanali¢a
Stakorskog sjemenika. Daljnja istrazivanja mogla bi se usmjeriti na ulogu RB1Ser780 i
RB1Ser795 specifi¢nu za sjemenik u fetalnom razvoju, npr. utjecajem ciljanog ometanja ili

utiSavanja tih fosforilacija na razvoj sjemenika i plodnost Stakora.
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6.3. DNA metilacija u fetalnom tkivu sjemenika ¢ovjeka

DNA metilacija gena u fetalnim tkivima zaista je neistrazeno podrué¢je zbog razloga
navedenih u pocetku rasprave. Ova disertacija ukljucila je analizu LINE-1 ponavljajuéih
sljedova, DMR regije H19 i RB1 gena. Potonjem genu analizirala se metiliranost zbog njezine
uloge u zaustavljanju izrazaja RB1 proteina. Niti jedan gen nije pokazao razliku u metiliranosti
izmedu tromjesecja trudnoce (Slika 37, 45 1 50). Ipak, uocivsi veliku razliku u minimalnim 1
maksimalnim vrijednostima, analize su se provele i po tjednima, radi moguce dinamike DNA

metilacije ovisne o tjednima trudnoce.

LINE-1 su podvrsta retrotranspozona, pokretnih genetickih elemenata koji se
transponiraju putem RNA intermedijera i utjeCu na regulaciju izrazaja gena. Njihova
pravovremena metilacija sprje¢ava njihovo Sirenje po genomu umetanjem u genomski slijed sto
bi moglo dovesti i do muske neplodnosti (218). lako se vec¢ina LINE-1 sekvenci utiSava u
somatskim stanicama epigenetskim i posttranskripcijskim (222, 223) mehanizmima, kao $to su
CpG metilacija LINE-1 i utisavanjem potaknutim malim interferiraju¢im SIRNA te dr., na
transgeni¢nim Zivotinjama je pokazano kako dio LINE-1 sljedova izbjegne utisavanje te se
njihova aktivnost moze uociti u ranim embrionalnim stadijima te zametnim stanicama (225,
229). Kako bi se sprijecila mutageneza uzrokovana transpozonima, PIWI (engl. P-element-
induced wimpy testis) proteini i piRNA preuzimaju de novo DNA metilaciju na
retrotranspozonskim sljedovima (230).

Analizirana sekvenca, odabrana iz literature prema Daskalos i sur. (330), sadrzi Sest
CpG mjesta. Analiziraju¢i po tjednima trudnoce, najucestalija statisticki znacajna visoka razina
DNA metilacije nalazila se u 20. tjednu trudnoce, gotovo na svim CpG mjestima te u prosjecnim
vrijednostima. Niska razina DNA metilacije na svim analiziranim CpG mjestima bila je prisutna
u uzorcima dvanaestogodiSnjaka, u pubertetu, vjerojatno pocetkom spermatogeneze. Po
nedavnim istrazivanjima, neke od histonskih modifikacija navode se kao vazni prateci
mehanizmi utiSavanja retrotranspozona u spermijima. Tako je H4K20me3 izrazito pojacan na
podruc¢jima heterokromatina u kojem se nalaze LINE-1 sljedovi u ljudskim spermijima (350), a
provodi se specificnim histonskim metiltransferazama KMT5A, KMT5B i KMT5C.

Ukupno je razina DNA metilacije LINE-1 sljedova bila dosta visoka, izmedu 60 i 80 %,
u prosjeku (Slike 38 - 44). Moguci uzrok izostanka strmih porasta postotka metilacije je
opasnost mutagenog potencijala LINE-1 sljedova i nuznosti da se iste uti$aju u ranijim stadijima

trudnoc¢e od onih istrazivanih u ovom radu, S obzirom na to da je pojacan izrazaj proteina
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kodiranih LINE-1 sljedovima naden u tumorima zametnih stanica djecje dobi, koji su ¢esto
rezultat poremecaja epigencticke regulacije zametnih stanica u embrionalno doba (346, 351).
Takoder, s obzirom na to da je dinamika utiSavanja retrotranspozona razli¢ita u somatskim i
zametnim stanicama, a s obzirom na to da su se u radu analizirala cijela tkiva, nije moguce sa
sigurnoS¢u prepoznati razlike specificne za tip stanice, iako se sam porast razine metilacije
moze pripisati promjenama u zametnim stanicama jer je za njih postoji karakteristi¢an obrazac
metilacije.

U javanskog makakija analiza DNA metilacije od neonatalnog do odraslog razdoblja
putem izrazaja SmC pokazano je progresivno uspostavljanje de novo metilacije postnatalno
koje se nastavlja do odraslog razdoblja te ostaje stabilno (177).

Izrazaj DNMT3a i 3b prisutan je u nekim fetalnim zametnim stanicama Stakora 17.5 1
21.5 dpc, javanskog makakija 98 i 110 dpc te Covjeka 14. 1 19. tpo (178), dok su najviSe razine
DNMT3a i DNMT1 u ljudskom fetalnom sjemeniku nadene su u 22. tpo, a visoke izmedu 21.
i 23. tpo (179), po cemu mozemo pretpostaviti da se bas u to vrijeme DNA prespermatogonija
remetilira te se odvija genomsko utiskivanje po ofevom obrascu (vidi dalje). Niske razine
metilacije muskih PGC odrzavaju se barem do 19. tpo (153). Imunohistokemijsko bojenje 5-
metilcitozinom pokazalo je da se gonocite ljudskih fetalnih sjemenika izmedu 20. i 40. tjedna
trudnoce nisu pozitivne, dok je signal u Sertolijevim stanicama srednje pozitivan (180).

U miSa, tijekom daljnje spermatogeni¢ne diferencijacije DNA zametnih stanica dodatno
se metilira te na kraju spermiji imaju oko 80 - 90 % metilacije na CpG mjestima (181). Kod
ljudi ne postoji znatna razlika metilacije DNA medu spermatogonijalnim mati¢nim stanicama
odraslog muskarca 1 spermija, ukazuju¢i da se metilacijski obrazac ve¢inom formira prije

nastupa spermatogeneze (182), kao i kod javanskog makakija (177).

Gen H19 odabran je kao predstavnik utisnutih gena presudnih za normalan razvoj
muskih zametnih stanica. Njegova poremecena metilacija povezana je s nizom uzroka muske
neplodnosti (197-201), a detektirana je u regulatornom slijedu CTCF-vezuju¢eg mjesta 6
(CTCF6), smjestenog u DMR regiji IGF2-H19. Navedeno se dovodi u vezu s negativnim
utjecajem na razvoj embrija, fetusa i ishod trudnoce (198), s obzirom na to da su metilacijski
poremecaji IGF2-H19 nadeni su u tkivu fetusa zacetih metodama potpomognute oplodnje, $to
je dovedeno u vezu sa smanjenom tezinom pri porodu (202). Poznat je metilacijski obrazac H19
gena u zametnim stanicama javanskog makakija, u kojeg se pretpostavlja uspostavljanje de
novo metilacije postnatalno, sve do odraslog razdoblja (177). Sli¢no tome, u ljudi je pokazana

hipometiliranost DMR regije H19 u fetalnim spermatogonijama 24. tpo na samo jednom uzorku
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te da se spolnospecificna metiliranost DMR regije H19 uspostavlja tek prije ulaska u mejozu u
spermijima ulaskom u pubertet (204, 205). Navedeno ukazuje da se DMR regija H19 u muskih
spolnih stanica metilira prije spermatogeneze i ulaska stanica u mejozu, no zbog oskudnog broja
uzoraka i zakljucaka izvedenih na njihovom vrlo malom broju nije sigurno da se de novo
metilacija DMR regije H19 provodi isklju¢ivo poslijenatalno. Ipak, saznanja o metilacijskom
statusu H19 u tumorima zametnih stanica, za koje se zbog izrazaja biljega mati¢nosti i
metilacijskog statusa drugih gena pretpostavlja da potjecu od fetalnih zametnih stanica (352)
govore u prilog tome da se H19 ne metilira u fetalnom razdoblju, ili barem ne u prvoj polovici
trudnoce (353).

U ovoj su se disertaciji analizirala tri CpG mjesta na kojima su se prosje¢ne vrijednosti
DNA metilacije kretale izmedu 35 - 65% (Slike 45 - 49). Analizom po tjednima dobio se trend
blagog rasta vrijednosti od 12. tjedna trudno¢e do postnatalnog razdoblja (1 godina), uz
varijacije vrijednosti izmedu istrazivanih tjedana. lako postoji mnogo statisticki znacajno
razlicitih vrijednosti, dio njih moze ukazivati na varijaciju kvalitete uzoraka ili neprimjerenost
uprosjecivanja vrijednosti u slu¢aju CTCF6 regije H19. Naime, gledano po svakom CpG mjestu
zasebno, uocava se porast vrijednosti u 19. (CpGl), 23. (CpG2) i 21. tjednu (CpG3) te na
svakom pri kraju trudnoce, §to moze ukazivati na mehanizam de novo metilacije koji je

specifi¢an za stadij i lokalizaciju, tj. CpG mjesto.

DNA metilacija tumorsupresorskog RB1 gena se analizirala u fetalnom sjemeniku kako
bi ustanovili odnos izmedu metilacije gena i pripadajuceg proteinskog izrazaja jer je poznato
da je izrazaj RB1 proteina vrlo oskudan u nekim mati¢nim stanicama kao $to su bazalne stanice
epidermisa ili proliferirajuce stanice mreznice (354). RB1 je metiliran u vi$e tipova tumora, na
jednom ili oba alela (355) te takva inaktiviraju¢a hipermetilacija promotorske regije pogoduje
razvoju malignih tumora mreznice u djece (236) nekontroliranom proliferacijom tih stanica.
Optimalna regija za analizu odredena je prema podacima iz literature (329). lako se smatra da
je hipometiliran tijekom razvoja (356), opsezne analize za fetalne organe koji sadrze spolne
stanice nisu radene. Spolne stanice za velik broj gena imaju vlastiti epigenetski obrazac, znatno
razli¢it od ostalih vrsta diferencirajucih stanica. Odreden je postotak DNA metilacije pet CpG
mjesta te prosjek tog postotka. lako su se neke od razlika pokazale statisticki znacajnim, S
obzirom na to da se usporeduju medusobno, radi se o ukupno vrlo malim vrijednostima
(medijan 0 - 8%), pa se ukupno gledajuci ne moze govoriti o stadiju ili trendu porasta. S obzirom
na to da je proteinski produkt RB1 gena jedan od glavnih (negativnih) regulatora stani¢nog

ciklusa, a promjena metilacijskog statusa gena nije praktican mehanizam kontrole koli¢ine
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izrazaja gena te se tijekom stani¢nog ciklusa aktivnost RB1 regulira posttranslacijskim
promjenama, kao $to je fosforilacija. Dakle, u fetalnom sjemeniku covjeka pronadena je

hipometilacija RB1 gena $to korelira s hjegovim snaznim proteinskim izrazajem.

Razina globalne metilacije genoma izrazena DNA metilacijom LINE-1 sljedova vazan
je pokazatelj epigenetske regulacije koja je ovim rezultatima pokazana u uzorcima ljudskih
sjemenika u fetalnom razdoblju. Rast razine sredinom trudno¢e ukazuje na prenatalno
utiSavanje transpozonskih sljedova. lako bi rezultati razine metilacije gena H19 iz odijeljenih
stanica dali informacije tipi¢ne za zametne stanice, to Se iz parafinskih uzoraka koji su bili na
raspolaganju, nije moglo jednostavno izvesti. Ipak, zbirni rezultati za sve tipove stanica
sjemenika pokazuju porast vrijednosti diferencijalno metilirane regije H19 do kraja trudnoce,
§to je tipi¢no samo za zametne stanice. Razina metilacije RB1 gena ima toliko niske ukupne
vrijednosti, da se moze smatrati kako je taj gen hipometiliran u trudno¢i u svim vrstama stanica

sjemenika.

6.4. Proliferacija i izrazaj RB1 proteina i njegovih fosforiliranih formi
proteina u fetalnom tkivu sjemenika ¢ovjeka

Proliferacija stanica ljudskog sjemenika dosta je dobro opisana u literaturi. Analizom
transkriptoma 1 izraZaja gena, izracunato je da izmedu 8. 1 10. tpo % ukupnog broja zametnih
stanica proliferira, a nadalje se dogadaji odvijaju poprili€no asinkrono. Naime, u ljudskom
fetalnom sjemeniku u isto vrijeme i u istom kanalicu mogu postojati stanice koje se tek
naseljavaju i one koje su ve¢ usle u stadij mirovanja stani¢nog ciklusa. Do 23. tpo gotovo 70%
zametnih stanica sjemenika miruje (10). Biljegu proliferacije Ki-67 u svim radovima pada broj
pozitivno obojenih stanica napredovanjem trudnoce do poroda. Do 24. tpo Ki-67 uglavnom se
nalazi samo u gonocitama, koje su pozitivne na OCT4 biljeg mati¢nosti (ali ne i svim
gonocitama), a poslije i u nekim prespermatogonijama, smjestenim periferno unutar sjemenog
kanali¢a (314, 321). Transkripcijski profil stanica ljudskog sjemenika pokazuje da proliferira
samo 10 % somatskih stanica i u 7. i u 18. tpo (63). U ovom radu pokazano je da je Ki-67 biljeg
bio izrazen u jezgrama zametnih, Sertolijevih i Leydigovih stanica, dok su unutar kanali¢a skoro
sve pozitivne stanice bile gonocite (Slika 65). Ve¢ se u analizi po tromjese¢jima dobio statisticki
znacajan pad izrazaja Ki-67 prema kraju trudnoce (Slika 61 i 63). Detaljnija dinamika izrazaja
prikazala je najnizu vrijednost u 21. tpo u grafu po tjednima (Slika 62 i 64).
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Po dostupnoj literaturi, u sjemenicima odraslin pacijenata RB1 se detektirao u
Sertolijevim stanicama, vecini spermatogonija i spermatocita te slabo u spermatidama (273,
274), dok je u fetalnim sjemenicima od 15. i 28. tpo bio jedva izrazen u zametnim stanicama
(276). S obzirom na to da je u spomenutom istrazivanju koristeno ,,pan-RB1* protutijelo, koje
je dosta nespecificno, pitanje je njegove reaktivnosti te epitopa na kojeg se veze. Drugo
istraZivanje navelo je prisutnost RB1 proteina u Sertolijevim stanicama i prospermatogonijama
unutar sjemenih kanali¢a fetalnog sjemenika (272). U rezultatima dobivenim protutijelom koje
detektira RB1, zabiljezio se porast broja RB1-pozitivnih stanica u 15. i 19. tpo te daljnji
varijabilan pad prema kraju trudnoce. Korekcija broja s ukupnim brojem stanica po sjemenom
kanali¢u i njegovom promjeru, naglasio se pad vrijednosti u 20. i 21. tpo te ponovni porast od
23. do 26. tpo (Slike 67 i 69). Uz manje detalja, navedene promjene su se uocile i po analizama
po tromjese¢jima (Slike 66 1 68). Izrazaj je najvise bio prisutan U jezgrama zametnih stanica te

I u pokojoj Sertolijevoj stanici (Slika 70).

Kontrola funkcije RB1 tijekom stani¢nog ciklusa ostvaruje se opseznim reverzibilnim
posttranslacijskim modifikacijama (244), a kako ciklus napreduje, mjesta (de)fosforilacije se
mijenjaju (249). Fosforilacijom serina 780 RB1 regulira spermatogonijalnu stani¢nu
proliferaciju (255), a pokazano je i povecanje fosforilacije RB1 proteina na serinu 780 pod
utjecajem androgena na stani¢nim linijama raka prostate (254). U stanicama fetalnih sjemenika
u ovom istrazivanju RB1 fosforiliran na serinu 780 najc¢esce je bio izrazen u jezgrama zametnih
stanica te u manjem broju Sertolijevim 1 Leydigovim stanicama (Slika 75). Gledaju¢i broj
RB1Ser780-pozitivnih stanica po sjemenom kanali¢u, uvidio se pad vrijednosti prema kraju
trudnoce 1 po tromjesecjima i po tjednima (Slika 71 1 72). Analizom po tjednima zabiljeZen je
dodatni pad u 19. tpo (Slika 72). Rezultati broja pozitivnih stanica u omjeru na ukupan broj
stanica kanali¢a i promjer pokazali su pad vrijednosti 20. - 21. tpo, nakon kojeg slijedi porast u
23. - 26. tpo (Slika 74), §to se odrazava i na rezultate po tromjese¢jima (Slika 73, Tablica 27).

U rezultatima disertacije RB1Ser795 imao je znatno visi izrazaj, uglavnom lokaliziran
u jezgri, a Cesto je bio prisutan i niski izrazaj u citoplazmi zametnih, Sertolijevih i Leydigovih
stanica. Broj pozitivnih stanica po sjemenom kanali¢u najvise je pao u 20. 1 21. tpo te se povisio
u 23. tpo (Slika 77), no po tromjese¢jima nije bilo razlike (Slika 76). Broj RB1Ser795 korigiran
ukupnim brojem i promjerom kanali¢a pao je do najnizih vrijednosti 20. i 21. tpo, nakon ¢ega
slijedi porast u 23. tpo (Slika 79), sto se uo¢ava u rezultatima po tromjese¢jima (Slika 78). Dok

dosadasnja literatura navodi razli¢ite podatke, ovi su rezultati potkrijepljeni pozitivnim i
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negativnim kontrolama kojima se osigurava tehnicka ispravnost metode. Spomenuta literatura
pokazuje da u sjemeniku odraslih muskaraca RB1 fosforiliran na serinu 795 postoji u dijelu

spermatogonija, a u fetalnom sjemeniku prisutan je u malom broju zametnih stanica (275, 276).

Nakon pokretajuéeg signala, stanice u mirovanju ulaze u stani¢ni ciklus te se u ranoj G1
fazi RB1 fosforilira i potom oslobada E2F1-3 transkripcijske faktore. Daljnja kaskadna reakcija
odvija se dijelom u citoplazmi te ne nastupa odmah (357). To je moguci razlog kvalitete i
kvantitete formi RB1 proteina analiziranih u ovom radu. Takoder, terminalno diferencirane
stanice te stanice u privremenom mirovanju nisu identi¢no regulirane, iako se koriste gotovo
isti kaskadni putevi. Dokazano je da je terminalna diferencijacija i stani¢ni ciklus odvojivi

procesi, iako se to ne moze prepoznati transkripcijskim studijama (358).

SOX9, biljeg Sertolijevih stanica, dao je uvid u heterogenost histoloSkog smjestaja tih
stanica unutar sjemenih kanali¢a, u usporedbi s pravilno rubno smjestenim Stakorskim Sox9-

pozitivnim Sertolijevim stanicama (Slika 81).

Izrazaj biljega proliferacije te RB1 1 fosforiliranih formi pokazuje zaustavljanje
stani¢nog ciklusa zametnih stanica asinkrono tijekom sredine trudnoc¢e. Rezultati disertacije se
generalno poklapaju s dostupnom literaturom u vidu razdoblja aktivnosti i mirovanja stanica
fetalnog sjemenika, uz blage razlike. Fosforilacije RB1 se nisu prikazale ovako detaljno niti u
jednom di sada poznatom radu te predstavljaju jasan pokazatelj kontrole stani¢nog ciklusa

gonocita posttranslacijskim promjenama RB1 proteina.

6.5. Metodoloska usporedba metoda pohrane i kolicine tkiva

Evaluacija metoda dugoro¢ne pohrane tkiva vazan je aspekt molekularnih istrazivanja.
Ovisno o prostornim i tehnoloSkim moguénostima, obu€enosti osoblja, razne klinicke ustanove
pohranjuju tkiva na razne nacine. Ako se usporeduju istim metodama, postavlja se pitanje
usporedivosti tih rezultata. Cesto je u rutinskom radu najprakti¢nije i najjednostavnije
uzorkovana tkiva fiksirati, dehidrirati te uroniti u parafin te ¢uvati u predvidenom mjestu, koje
¢esto ni nema uvjete za hladenje. Takve zbirke klini¢kih uzoraka potencijalno predstavljaju
ogroman izvor vrijednih informacija o stupnju metilacije pojedinih gena izmedu zdravih 1
patolosko promijenjenih uzoraka te promjeni metilacije gena tijekom razvoja. S druge strane,

molekularna istrazivanja u kojima se uzorkuju stani¢ne linije ili Zivotinjski modeli redovito se
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provode na sveze smrznutim uzorcima jer laboratoriji uglavnom imaju za to predvidena
rashladna tijela u kojima je dugorocna pohrana moguca. Dugoro¢na pohrana u istrazivanjima
mora biti predvidena i pretpostavlja se da nema posljedice na kvalitetu DNA, RNA 1 njihove
epigeneticke promjene (359). Tijekom pripreme ove doktorske disertacije, na uzorcima fetalnih
Stakorskih sjemenika proveo se identi¢an protokol bisulfitne konverzije i pirosekvenciranja uz
razliku u metodi izolacije DNA iz svjeze smrznutog tkiva, pohranjenog na -80 °C te onog
fiksiranog, dehidriranog i uronjenog u parafin, koje se cuva na +4 °C (vidi: Materijal i metode:
Izolacija genomskog DNA). Dobiveni rezultati ukazali su da izostanak statisticki znacajnih
razlika izmedu prosje¢nih vrijednosti postotaka metilacije DNA uzoraka istih stadija
pohranjenih na razli¢it na¢in kada se analiziraju LINE-1 ponavljajuce sekvence i utisnuti gen
H19, kako prosjecna vrijednost metilacije, tako 1 pojedina CpG myjesta. lako razlike medu
parovima svjeze smrznut - fiksiran, pa pohranjen u parafinu postoje (Slike 18 - 20), rezultati
pokazuju da one ne utjecu na statisticke rezultate, Sto nam potvrduje kako se tkiva pohranjena
u klinickim ustanovama mogu jednakovrijedno koristiti u molekularnim istrazivanjima, ako su
po moguénosti skupljena u relativno kratkom vremenskom razdoblju. Naime, stajanjem zbog
fiksacije u formalinu se DNA moze fragmentirati, a rezultati analize metilacije mogu postati
teSko ponovljivi (328). U nasSem se slucaju pohrana Stakorskih uzoraka svela na samo nekoliko
mjeseci te se u rezultatima nisu primijetile varijacije u ponovljenim mjerenjima.

Usporedba metoda pohrane tkiva primijenila se i na ljudskim fetalnim uzorcima. Kako
su neku uzorci bili fiksirani u Bouinovoj otopini, a neki u 10 %-tnom formalinu, izabrali su se
uzorci odgovarajucih stadija radi usporedbe. Ova je usporedba pokazala odredene varijacije
medu parovima, koje ipak nisu bile statisti¢ki znacajne. Ovo je vazan rezultat prvenstveno jer
se u klini¢koj praksi uzorci sjemenika vrlo ¢esto pohranjuju u Bouinovoj otopini za ouvanje
histoloske strukture sjemenika i smanjivanje deformiranja tkiva, prisutnog pri fiksiranju u
formalinu (360).

Uzorci sjemenika, pogotovo biopsije malog volumena, koje se iz sjemenika uzimaju kao
jedan od posljednjih koraka u razjasnjenju uzroka muske neplodnosti (361), predstavljaju
vrijedan materijal na kojem bi se, nakon klini¢ke iskoriStenosti, mogle provoditi opsezne
analize molekularnih puteva poznatih bolesti nepoznatog uzroka. U klinickom protokolu za
programirano smrzavanje tkiva sjemenika, koje se provodi na KBC Zagreb, pod nadleznosti
prof. dr. sc. Davora JeZeka, predvideno je upareno pohranjivanje tkiva uzetih prilikom biopsije
sjemenika. Kada se iz svakog sjemenika u prosjeku uzme pet malih cilindara tkiva
azoospermi¢nih musSkaraca, svaki se cilindar prepolovi, jedna polovica podlijeze

programiranom smrzavanju, a druga se polovica histoloski i imunohistokemijski analizira 1
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procjenjuje postoji li potencijal spermatogeneze u drugoj polovici smrznutog tkiva (362). Eticki
se ne smatra opravdanim Kkoristiti tkivo sjemenika pohranjenog ovim protokolom
programiranog smrzavanja ako postoji moguénost nalazenja spermija sposobnog za umjetnu
oplodnju (engl. in vitro fertilisation, IVF), ¢ak ni ako postoji ,,viSak® cilindara. U tom slucaju,
dio tkiva pripremljen za histopatolosku analizu ostaje kao materijal koji bi se mogao obradivati
u laboratoriju za molekularna istrazivanja. Zato je vazno evaluirati metode pohrane i fiksacije,
kako bi takvi vrijedni uzorci, kada su ve¢ dostupni, bili izvor relevantnih, ponovljivih
informacija o genomu i epigenomu neplodnih muskaraca. U naSem laboratoriju, uzorci fiksirani
Bouinovom otopinom cesto su davali rezultate koji nisu bili ponovljivi, tj. razlika u visestruko
ponovljenim mjerenjima na istom uzorku istom metodom bila je veéa od 10, pa ¢ak i 20 %
(neobjavljeni rezultati). Jo§ nije razjasnjeno u potpunosti je li razlog tih varijacija duljina
pohrane ili sam fiksativ (363, 364).

Usporedbom broja rezova pri izolaciji DNA, od dva do deset, nisu se nasle razlike u
rezultatima pirosekvenciranja, jer se u koraku bisulfitne konverzije stavlja varijabilna koli¢ina
DNA, kako bi svi uzorci imali 1 ng/mL DNA u smjesi reagensa. Koli¢ina izoliranog DNA
pokazala je znacajno razlicite rezultate prema broju rezova od 10 um (od 27 ng/uL za dva reza
do 456 za deset rezova). I u ovom dijelu istrazivanja usporedba se provela pirosekvenciranjem
LINE-1 ponavljaju¢ih sekvence koje daju najusporedivije rezultate. Manje razlike u postotku
pirosekvenciranja medu uzorcima razli¢itog broja rezova mogu se objasniti statisticki veCom
vjerojatnosc¢u da se dulja nedegradirana sekvenca DNA nade u ve¢em broju uzoraka.

Prema dostupnoj literaturi, ovakve metodoloSke usporedbe, tj. usporedba dvaju fiksativa
te broja rezova iz kojih se izolirao DNA jo$ nisu radene na fetalnim tkivima. Ovim
istrazivanjem potvrdilo se da se uzorci sjemenika rutinski fiksirani u Bouinovoj otopini mogu
koristiti 1 za analize epigenoma, Sto je obecavajuce pri koristenju arhivskih baza tkiva sjemenika
koja se fiksiraju ovom metodom. Daljnja vrijedna spoznaja je da su za kvalitetnu i usporedivu
analizu bila dovoljna samo dva reza od 10 pm ionako malih fetalnih sjemenika. Uzimaju¢i u
obzir degradaciju DNA koja se dogada duljim stajanjem uzoraka fiksiranih u formalinu te
odabirom kracih pocetnica za PRC i pirokesvenciranje, otvara se moguénost opSirnih analiza

vrlo malih koli¢ina tkiva, §to je posebno obecavajuce za rijetke uzorke kao $to su fetalni organi.

6.6. Usporedba analiziranih varijabli izmedu ¢ovjeka i Stakora

Nekoliko autora posvetila se usporedbi razdoblja trudnoce ¢ovjeka i glodavaca. Unatoc¢
razlici u trajanju, placentaciji i polozaju zamenih listi¢a, postoje procesi u razvoju po kojima
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glodavci predstavljaju vrijedan model istrazivanja koji se moze prenijeti na ¢ovjeka. Tako je za
stupanj i razinu mijelinizacije stakorskog mozga predlozeno da se prenatalni razvoj u Stakora
poklapa s prva dva tromjesecja razvoja mozga u ljudi. Prijelaz prvog u drugo tromjesecje u
Stakora se odvija jedan do dva dana pred okot, a tre¢e tromjesecje u ljudi odrazava se kao prvi
tjedni postnatalnog razvoja (365). Autori koji su koristili matematicki model usporedbe
anatomskog razvoja razli¢itih dijelova Stakorskog i ljudskog mozga za svaku analiziranu regiju
su dobili malo drugaciju razvojnu krivulju preklapanja (366). Za razvoj cijelog spolnog sustava
medu vrstama jo$§ nije predlozena slicna usporedba, no pokazano je nekoliko usporednih
prikaza epigenetskih promjena zametnih stanica medu ¢ovjekom, glodavcima, makakijem i
svinjom (149, 286, 322, 367, 368).

Usporedba vrijednosti DNA metilacije LINE-1 ponavljajuéih transpozonskih sljedova u
Stakora i Covjeka pokazuje da se razdoblje do 19.5 dpc ima najstrmiji porast postotka metilacije,
nakon kojeg se nastavlja znatno blazi rast vrijednosti, dok u ¢ovjeka metilacija LINE-1 sljedova
zadrzava otprilike istu razinu DNA metilacije, osim rasta u 20. tjednu trudnoce te pada ulaskom
u pubertet i pocetkom spermatogeneze. U Covjeka se vjerojatno znacéajniji porast vrijednosti
metilacije repetitivnih sljedova odvija u ranijim stadijima od onih analiziranih u disertaciji, §to
predstavlja razliku izmedu dva organizma.

Spolnospecifi¢na de novo metilacija DNA odvija od 17. dana embrionalnog razvoja
sjemenika u Stakora, iako u spolnim stanicama veé¢inom postnatalno (9), a u Covjeka vjerojatno
kroz duze vremensko razdoblje te je analizirana razinom metilacije DMR regije utisnutog gena
H19. jer se lako postoji trend porasta DNA metilacije napredovanjem trudnoce, najvise u
drugom tromjesecju (16. - 23. tpo), nema znacajne razlike izmedu analiziranih razdoblja (14. -
39. tpo), Sto se samo djelomi¢no slaze s dosadasnjim pretpostavkama dobivenim na
istrazivanjima razine metilacije H19 u spolnim stanicama javanskog makakija, koja pokazuju
postnatalnu uspostavu utiskivanja toga gena, kao i istrazivanja na ljudskim uzorcima (204, 205).

Proliferacija stanica u sjemenim kanali¢ima u ljudi doseze najmanji broj u 21. tpo, ima
porast do 25. tpo te ponovo pada krajem trudnoce, $to je vjerojatno povezano s cikliranjem
novodiferenciranih prespermatogonija. Sli¢an se trend uocava kod Stakora, samo §to je najnizi
broj zabiljeZen 19.5 dpc, nakon ¢ega slijedi blagi porast broja proliferiraju¢ih (Ki-67+) stanica.
Po spomenutim istrazivanjima koja su usporedivala Stakorski i ljudski razvoj mozga te se po
ovom parametru moze pretpostaviti da vecina Stakorske trudno¢e odgovara ljudskom prvom
tromjesecju, pred okot pocinje drugo tromjesecje, a po literaturi, postnatalno tre¢e tromjesecje
se nastavlja na ljudsko postnatalno razdoblje, s obzirom na to da se cikliranje

novodiferenciranih spermatogonija u Stakora dogada postnatalno od 3 dpp.
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Izrazit pad RB1-pozitivnih stanica u Stakorskom sjemeniku 18.5 dpc moze se usporediti
s padom broja stanica u stani¢nom ciklusu 20. - 21. tpo u ljudi. Blagi porast broja krajem
trudnoce u Stakora nagovjescuje postnatalni rast broja stanica koje cikliraju, $to prati broj
proliferirajucih stanica, ozna¢enih biljegom Ki-67. | u ljudi je primjetan rast broja RB1+ stanica
23. - 26. tpo, a zatim pad do kraja trudnoce. Fosforilirane forme RB1 proteina, RB1Ser780 i
RB1795 u stakorskom sjemeniku imaju sli¢nu krivulju promjene izrazaja: pada im do 19.5 dpc,
blaze od RBL1 te zatim vrlo malo raste do okota. U ljudi je trend sli¢an, uz razliku u ukupnom

broju stanica s izrazenim RB1Ser780 i RB1Ser795, kada se medusobno usporede.

Zbirno, pad proliferacije stanica fetalnog sjemenika u trudno¢i Stakora opaza se prema
kraju trudnoce, kad se opaza i znacajan porast globalne metilacije DNA. Dinamika mitotickog
ciklusa i metilacije prisutna je i u ljudskom sjemeniku, u kojem se opaza znacajni pad
proliferacije stanica i povecanje izrazaja negativnog regulatora stani¢nog ciklusa u drugom
tromjesecju prema kraju trudnoce, najvise izrazen od 20-23. tpo kada je primjetan trend porasta
DNA metilacije na pojedinim CpG tockama LINE-1 ponavljajucih sljedova, sa znacajno ve¢om
razinom metilacije nego u predpubertalnom razdoblju. Sto se ti¢e metilacije diferencijalno
metiliranih regija utisnutih gena, koja je spolno specifi¢na (npr. H19), u stakorskom fetalnom
sjemeniku izraZena je u istom razdoblju kad i globalna metilacija, dok se u ljudskom sjemeniku
dogada u drugom tromjesec¢ju, no nesto ranije, jer je najizrazenija razlika u metilaciji DMR

regije H19 vidljiva izmedu 16. i 21. tpo.

Dobiveni rezultati pridonose razumijevanju normalnih razvojnih procesa u ljudskom
sjemeniku te ih na relevantan nacin usporeduju sa Stakorskima, radi procjene prikladnosti
glodavaca kao modela za istrazivanje navedenih promjena. U svjetlu izrazitoga rasta incidencije
muske neplodnosti 1 tumora sjemenika, a znaju¢i da dio uzroka proizlazi iz neadekvatno
razvijenih fetalnih zametnih stanica, od presudne je vaznosti odrediti razdoblja trudnoce u
kojemu se te promjene najlakse mogu odviti (osjetljiva razdoblja). Relativno brz rast spomenute
incidencije ukazuje da se te promjene ne dogadaju na genetskoj, nego vjerojatnije na
epigenetskoj razini. Daljnja istrazivanja svakako se trebaju usmjeriti na istraZivanje utjecaja
tvari koje nas okruzuju u svakodnevnom zivotu, a imaju epigenetsko djelovanje, kao §to su
lijekovi, insekticidi, ostatne tvari iz plastike i dr. Rezultati ove disertacije ukazuju na sredinu
ljudske trudnoc¢e kao razdoblje posebno osjetljivo na takve utjecaje jer se tada zaustavlja
stani¢ni ciklus kako bi se mogle odviti spolnospecificne epigenetske promjene u zametnim

stanicama. Fetalne zametne stanice od hipometiliranog prelaze u adekvatno metilirano stanje,
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izbjegavajucéi time genomsku nestabilnost i pretjeranu proliferaciju koja u odrasloj dobi moze
dovesti do tumorigeneze. U Stakora se iste promjene dogadaju u zadnjoj trecini trudnoce i
nastavljaju poslijenatalno te se u funkcionalnim studijama epigenetskih promjena zametnih
stanica Stakora, koje sluze kao model za ljudske bolesti i stanja, to treba uzeti u obzir. Takoder,
mogucénost odvajanja razli¢itih vrsta stanica unutar sjemenika te njihova zasebna analiza dala
bi vise informacija, no skupljanje svjezih ljudskih tkiva izrazito je otezano. U ovoj disertaciji
takoder je pokazana vrijednost arhivskih uzoraka, s obzirom na kvalitetu DNA i vrlo malih

koli¢ina potrebnih za primjerenu analizu.
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7. ZAKLJUCCI

Dobiveni rezultati ukazuju na nekoliko najvaznijih zakljucaka:

1. Rezultati disertacije detaljno opisuju dinamiku metilacije DNA (transpozon
LINE-1, utisnuti gen H19 i gen supresor tumora RB1) i biljega aktivnosti
stani¢nog ciklusa (Ki-67, RB1, fosforilirani RB1) u sjemeniku sisavaca za
vrijeme trudnoce Sto predstavlja bazu za bolju analizu urodenih poremecaja

plodnosti.

2. Znacajni porast postotka DNA metilacije LINE-1 ponavljajuéih sljedova od
16.5 do 21.5 dpc i diferencijalno metilirane regije (DMR) utisnutog gena H19
u tkivu Stakorskog sjemenika od 16.5 do 17.5 dpc koja ostaje visoka do kraja
trudnoce u skladu je s odvijanjem de novo metilacije DNA od 17.5 dpc.

3. U ljudskom fetalnom sjemeniku postotak DNA metilacije LINE-1
ponavljajucih sljedova je visok tijekom trudnoce, a znacajno je veci u 20.
tjednu trudnoce u odnosu na prepubertalni sjemenik (12 godina). Za postotak
DNA metilacije DMR regije utisnutog gena H19 primijecen je trend porasta
metilacije prema kraju trudnoce te upucuje na drugo tromjesecje trudnoce

kao razdoblje moguceg pocetka de novo metilacije.

4. Promotorska regija regulatora stani¢nog ciklusa RB1 gena opcenito je
hipometilirana u ljudskom fetalnom sjemeniku kroz cijelo analizirano
razdoblje trudnoce (ispod 5%), $to upucuje na vaznost njegove aktivnosti za

razvoj (proliferaciju i diferencijaciju) zametnih stanica.

5. U stakora, temeljem znacajnog smanjenja izrazaja proliferacijskog biljega
Ki-67 (od 16.5 do 20.5 dpc), kao i naglog pada izrazaja fosforiliranih RB1
proteina (izmedu 16.5 1 19.5 dpc) u odnosu na promjer sjemenih kanali¢a i
ukupan broj stanica u njima moze se zakljuciti da stani¢ni ciklus miruje.
Znacajno povecanje izrazaja neposredno pred kraj trudnoce (19.5 - 20.5 dpc)

fosforiliranih formi RB1 proteina neophodnih za izlaz iz G1 faze ciklusa
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ukazuje na pripremu za ocekivani nastavak ciklusa i mitoti¢ku proliferaciju

nakon okota.

Znacajno smanjenje izrazaja biljega proliferacije Ki-67 i fosforiliranih formi
RB1 od prvog prema drugom tromjesecju u odnosu na promjer sjemenih
kanali¢a i1 ukupan broj stanica u njima ukazuje na smanjenje aktivnosti
stani¢nog ciklusa. Povecanje izrazaja ukupnog RB1 proteina od drugog
prema treCem tromjesecju trudnoce i dijela fosforiliranih formi RB1 ukazuje

na mogucu pripremu za nastavak ciklusa poslije poroda.

Nacin fiksacije uzoraka ne utjeCe na rezultate pirosekvenciranja, kao ni

koli¢ina tkiva iz koje se izolira DNA.
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8. SAZETAK

Neki od uzroka muske neplodnost mogu imati ishodiste u epigenetickim poremecajima
tijekom prenatalnog zivota. Cilj disertacije bio je istraziti DNA metilaciju LINE-1
transpozonskih ponavljajucih sljedova i diferencijalno metilirane regije (DMR) utisnutog gena
H19 u tkivu fetalnog sjemenika ¢ovjeka i Stakora te RB1 tumorsupresorskog gena u covjeka
usporedno sa stanicnom proliferacijom i izrazajem tumor supresora RB1 te njegovih
fosforiliranih oblika. DNA metilacija u fetalnom Stakorskom sjemeniku zna¢ajno raste za
LINE-1 od 16.5 do 21.5 dpc, a za H19 do 17.5 dpc. Analiza ljudskih uzoraka pokazuje visoku
razinu metilacije LINE-1 tijekom trudnoce te znacajno snizenje u pubertetu, a za H19 rast do
kraja trudnoce, dok je RB1 tijekom trudnoée hipometiliran (ispod 5%). Izrazaj biljega
proliferacije Ki-67 u stakorskom sjemeniku znacajno se smanjuje od 16.5 do 19.5 dpc kao i
izrazaj fosforiliranih RB1 proteina u odnosu na ukupan broj stanica i promjer kanalica, a zatim
se povisuje (19.5 - 20.5 dpc). U ljudskim sjemenicima izrazaj Ki-67 i fosforiliranih oblika RB1
u odnosu na ukupan broj stanica i promjer kanali¢a pada od prvog prema drugom tromjesjecju,
a od drugog prema tre¢em raste ukupni RB1 i dio fosforiliranih formi. Rezultati ovog rada
znacajni su kao baza za daljnje istrazivanje uzroka neplodnosti ili tumora sjemenika koji mogu
biti uzrokovani promjenom metilacije gena koji djeluju na stabilnost genoma, genomsko

utiskivanje 1 regulaciju stani¢nog ciklusa.
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9. ABSTRACT
Methylation of RB1, H19 genes and LINE 1 repetitive sequence during fetal

development of testis in man and in rat, Marta Himelreich Peri¢, 2022

Some of the causes of male infertility may have their origin in epigenetic disorders
during prenatal life. The aim of the study was to investigate DNA methylation of LINE-1
transposon repetitive sequences and the imprinted differentially methylated region (DMR) of
H19 gene in human and rat fetal testis and the RB1 tumor supressor gene in humans in parallel
with the expression of RB1 protein and its phosphorylated forms. DNA methylation in the fetal
rat testis increases significantly for LINE-1 from 16.5 to 21.5 dpc, and for H19 to 17.5 dpc.
Analysis of human samples showed a high level of LINE-1 methylation during pregnancy with
a significant decrease in puberty, and for H19 an increase until the end of pregnancy, while RB1
was hypomethylated during pregnancy (below 5%). The expression of Ki-67 proliferation
marker in the rat testis is significantly reduced from 16.5 to 19.5 dpc as well as the expression
of phosphorylated RB1 proteins from 16.5 and 19.5 relative to total cell number and tubular
diameter, and is increased from 19.5 to 20.5. In human testes, the expression of Ki-67 and
phosphorylated RB1 in relation to the total number of cells and the diameter of the tubules
decreases from the first to the second trimester, and from the second to the third the total RB1
and a part of the phosphorylated forms increase. The results of this work are important as a
basis for further research into the causes of infertility or testicular tumors that may be caused
by altered methylation of genes that affect genome stability, genomic imprinting, and cell cycle

regulation.
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