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Abstract 
M i t o c h o n d r i a p l a y c r u c i a l c e l l u l a r r o l e s , r a n g i n g t h r o u g h o x i d a t i v e p h o s p h o r y l a t i o n a n d 

g e n e r a t i o n o f A T P , c o n t r o l o f i n t r a - c e l l u l a r C a 2 + s i g n a l l i n g c a s c a d e s , r e g u l a t i o n o f r e d o x 

c e l l u l a r p o t e n t i a l , m a i n t e n a n c e a n d b a l a n c e o f r e a c t i v e o x y g e n s p e c i e s l e v e l s , a n d a r e 

s t r o n g l y a s s o c i a t e d w i t h a p o p t o s i s , a m o n g m a n y o t h e r p h y s i o l o g i c a l p r o c e s s e s . I n 

m a m m a l i a n p r e i m p l a n t a t i o n d e v e l o p m e n t , i t i s c l a i m e d t h e q u a l i t y o f m a t e r n a l l y i n h e r i t e d 

m i t o c h o n d r i a i s d i r e c t l y r e l a t e d t o e m b r y o i n t e g r i t y a n d t h e a b i l i t y o f b l a s t o c y s t s t a g e 

e m b r y o s t o i m p l a n t ; as w e l l as i n f l u e n c i n g d e v e l o p m e n t t h r o u g h t o a d u l t h o o d a n d a n 

a s s o c i a t i o n w i t h c e r t a i n p a t h o l o g i e s . H o w e v e r , s y s t e m a t i c a n d c o m p r e h e n s i v e r e s e a r c h i n t o 

m i t o c h o n d r i a l m o r p h o l o g y a n d f u n c t i o n i n r e l a t i o n t o t h e e m e r g i n g t h r e e b l a s t o c y s t s t a g e 

l i n e a g e s (i.e. t r o p h e c t o d e r m / T E , p r i m i t i v e e n d o d e r m / P r E a n d e p i b l a s t / E P I ) i s s t i l l r e l a t i v e l y 

s c a r c e . A c c o r d i n g l y , u s i n g i m m u n o - f l u o r e s c e n c e b a s e d c o n f o c a l m i c r o s c o p y i m a g i n g a n d a 

s u b s e q u e n t c o m p u t a t i o n a l l y b a s e d a p p r o a c h , w e h a v e a s s a y e d t h e m e m b r a n e p o t e n t i a l 

a c t i v i t y ( u t i l i z i n g M i t o t r a c k e r R e d ( C M X R o s ) ) o f m i t o c h o n d r i a a t t h e l a t e m o u s e b l a s t o c y s t 

s t a g e ; a n d s p e c i f i c a l l y w i t h i n t h e e m e r g i n g i n n e r c e l l m a s s ( I C M ) a n d T E l i n e a g e s . 

A d d i t i o n a l l y , w e h a v e e x p l o r e d t h e r o l e o f p 3 8 - M A P K a c t i v i t y i n m i t o c h o n d r i a m a t u r a t i o n 

d y n a m i c s , u t i l i z i n g c h e m i c a l i n h i b i t i o n a n d q u a n t i t a t i v e r e a l - t i m e p o l y m e r a s e c h a i n r e a c t i o n 

t e c h n i q u e . T h e o b t a i n e d r e s u l t s i n d i c a t e a n i n c r e a s e d r a t i o o f h i g h l y - p o l a r i z e d m i t o c h o n d r i a 

i n d i f f e r e n t i a t i n g T E c e l l s ( a s s o c i a t e d w i t h a t u b u l a r n e t w o r k m o r p h o l o g y ) , a c c o m p a n i e d b y 

c o m p a r a t i v e l y l e s s - p o l a r i z e d m i t o c h o n d r i a i n t h e b l a s t o c y s t i n n e r c e l l m a s s l i n e a g e s . 

C o n v e r s e l y , a r e d u c e d d e g r e e o f m e m b r a n e p o l a r i z a t i o n i n T E c e l l s , c o u p l e d w i t h a 

s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d r a t i o o f p o l a r i z a t i o n i n I C M m i t o c h o n d r i a o f p 3 8 - M A P K i n h i b i t e d 

e m b r y o s w a s o b s e r v e d . M o r e o v e r , a c o m p a r a t i v e l y r o b u s t i n c r e a s e i n m i t o c h o n d r i a l 

m o r p h o l o g i c a l p a r a m e t e r s (e.g. b r a n c h l e n g t h , n u m b e r o f b r a n c h e s ) , c o u p l e d w i t h a 

t r a n s c r i p t i o n a l d o w n r e g u l a t i o n o f e l e c t r o n t r a n s p o r t c h a i n - r e l a t e d m R N A t r a n s c r i p t s w a s 

d e m o n s t r a t e d i n p 3 8 - M A P K i e m b r y o s . R e l i a b l e d e r i v a t i o n o f b a s e l i n e d a t a d e s c r i b i n g 

p r e i m p l a n t a t i o n m o u s e e m b r y o m i t o c h o n d r i a l s t a t u s w i l l a c t as a f o u n d a t i o n f o r f u t u r e 

f u n c t i o n a l s t u d i e s r e l a t e d t o i d e n t i f i e d c e l l - s i g n a l l i n g p a t h w a y s a n d c a n d i d a t e m i t o c h o n d r i a l 

s t r u c t u r a l g e n e s i m p l i c a t e d i n t h e d e r i v a t i o n o f s p e c i f i c b l a s t o c y s t c e l l l i n e a g e s . 

Key words: 
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1. Introduction 
1.1 Preimplantation mouse embryonic development: from oocyte 

to implantation 
1.1.1. Preimplantation mouse embryo development 

P r e i m p l a n t a t i o n m o u s e d e v e l o p m e n t i s c h a r a c t e r i s e d b y d i s t i n c t p e r i o d s o f c l e a v a g e ( c e l l 

d i v i s i o n a n d d i f f e r e n t i a t i o n ) , c u l m i n a t i n g w i t h t h e f o r m a t i o n o f a e m b r y o n i c s t r u c t u r e , 

c o n t a i n i n g a n o u t e r e p i t h e l i a l l a y e r c e l l l a y e r , s u p p o r t i n g a n e n c a p s u l a t e d i n n e r c e l l m a s s 

( I C M ) a n d a f l u i d - c o n t a i n i n g c a v i t y , c a l l e d t h e b l a s t o c y s t a n d i t s s u b s e q u e n t i m p l a n t a t i o n 

i n t o t h e u t e r u s w a l l . T h e t h r e e u n i q u e b l a s t o c y s t c e l l l i n e a g e s e m e r g e t h r o u g h o u t 

p r e i m p l a n t a t i o n d e v e l o p m e n t a r e d e f i n e d as t h e e p i b l a s t ( E P I ) , t h e p r i m i t i v e e n d o d e r m 

( P r E ) , b o t h r e s i d e n t i n t h e I C M , a n d t h e t r o p h e c t o d e r m ( T E ) . T h e E P I g i v e s rise t o t h e c e l l s 

o f t h e e m b r y o p r o p e r , w h i l e t h e P r E , o n t h e o t h e r h a n d , f o r m s e x t r a e m b r y o n i c y o l k sac 

m e m b r a n e s , t h a t p l a y a c r u c i a l r o l e i n n u t r i e n t u p t a k e a n d w a s t e d i s p o s a l d u r i n g e a r l y 

d e v e l o p m e n t . T h e T E f o r m i n g t h e o u t e r l a y e r o f t h e b l a s t o c y s t , e v e n t u a l l y g i v e r i s e t o t h e 

e m b r y o n i c c o m p o n e n t o f t h e p l a c e n t a . U n d e r s t a n d i n g t h e d e v e l o p m e n t a n d s p e c i f i c a t i o n o f 

t h e s e t h r e e l i n e a g e s i s i m p o r t a n t f o r i m p r o v i n g t h e s u c c e s s o f a s s i s t e d r e p r o d u c t i v e 

t e c h n o l o g i e s a n d f o r g a i n i n g f u n d a m e n t a l i n s i g h t i n t o e a r l y e m b r y o n i c d e v e l o p m e n t . T h e 

q u a l i t y o f m i t o c h o n d r i a i s c r u c i a l f o r s u c c e s s f u l e m b r y o d e v e l o p m e n t a n d m a t u r a t i o n , as 

t h e y a r e t h e p r i m a r y e n e r g y p r o d u c e r s i n c e l l s . F u r t h e r m o r e , t h e d i s t i n c t m o r p h o l o g i c a l a n d 

p h y s i o l o g i c a l c h a r a c t e r i s t i c s o b s e r v e d i n t h e m i t o c h o n d r i a o f d i f f e r e n t c e l l l i n e a g e s h i g h l i g h t 

t h e i m p o r t a n c e o f e n e r g y m e t a b o l i s m r e g u l a t i o n a n d m a i n t e n a n c e i n t h i s p r o c e s s . 

1.1.2. Fertilization 

P r e i m p l a n t a t i o n m o u s e e m b r y o d e v e l o p m e n t o r i g i n a t e s a f t e r f e r t i l i z a t i o n a n d c o n t i n u e s u p 

u n t i l b l a s t o c y s t s t a g e e m b r y o i m p l a n t a t i o n . F e r t i l i z a t i o n c a n b e d e s c r i b e d as t h e f u s i o n o f a 

s i n g l e h a p l o i d s p e r m c e l l a n d a m e t a p h a s e I l - a r r e s t e d o o c y t e r e s u l t i n g i n a 1 - c e l l t o t i p o t e n t 

d i p l o i d z y g o t e , l a t e r g i v i n g r i s e t o a l l e x t r a e m b r y o n i c t i s s u e s , a n d t h e e m b r y o / f o e t u s i t s e l f . 

T o s u c c e s s f u l l y f e r t i l i z e a n o o c y t e , s p e r m c e l l s m u s t n a v i g a t e t h r o u g h t h e u t e r i n e p a s s a g e u p 

i n t o u t e r o t u b a l j u n c t i o n , a n d t o a m p u l l a o f o v i d u c t . W h i l e m i g r a t i o n i s u n d e r w a y , 

s p e r m a t o z o a u n d e r g o a s e r i e s o f m o l e c u l a r c h a n g e s , c o l l e c t i v e l y c a l l e d c a p a c i t a t i o n — 

c h e m i c a l r e a c t i o n s e s s e n t i a l f o r o o c y t e f e r t i l i z a t i o n , s p e r m t r a n s p o r t , r e s u l t i n g i n f a s t e r 

f l a g e l l a m o t i l i t y a n d b e t t e r s p a t i o t e m p o r a l n a v i g a t i o n ( S t i v a l etal, 2 0 1 6 ) . N e v e r t h e l e s s , 
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m o s t o f t h e s p e r m p a s s a g e i s s t i l l e n s u r e d b y m u s c l e c o n t r a c t i o n s o f u t e r u s . C a p a c i t a t i o n i s 

s u c c e e d e d b y s p e r m p e n e t r a t i o n o f t h e o u t e r c u m u l u s m a s s (corona radiata), s u r r o u n d i n g t h e 

o o c y t e a l o n g w i t h zonapellucida l a y e r ( Z P ) . S p e r m p e n e t r a t i o n i s p o s s i b l e d u e t o t h e 

a c t i v i t y o f t h e a c r o s o m e a n d t r y p s i n - l i k e e n z y m e . A d h e s i o n t o t h e o o c y t e p l a s m a m e m b r a n e , 

c a u s e s a c r i t i c a l a c t i v a t e d r e l e a s e o f C a 2 + i n t o t h e o o p l a s m , l e a d i n g t o e x o c y t o s i s o f o o c y t e 

c o r t i c a l g r a n u l e s w h o s e c o n t e n t s r e s u l t i n c h a n g e s i n m o l e c u l a r s t r u c t u r e o f Z P , r e s u l t i n g i n 

i n a b i l i t y o f s l o w e r s p e r m a t o z o a t o p e n e t r a t e i t ; t h u s p r e v e n t i n g P o l y s p e r m i e f e r t i l i z a t i o n 

e v e n t s ( F i g u r e 1 ; C h e e s e m a n et ah, 2 0 1 6 ; T o k u h i r o e / D e a n , 2 0 1 8 ) . 

Figure 1. S c h e m a t i c r e p r e s e n t a t i o n o f e s s e n t i a l p r o c e s s e s a n d f a c t o r s p a r t i c i p a t i n g i n m a m m a l i a n f e r t i l i z a t i o n . 

S p e r m p e n e t r a t i o n o f t h e m e t a p h a s e I I ( M i l ) o o c y t e c u m u l u s c e l l s a n d zona pellucida k i c k s t a r t s f e r t i l i z a t i o n . 

A f t e r a s i n g l e s p e r m c e l l m a n a g e s t o r e a c h t h e o o l e m a , t h e e g g p l a s m a m e m b r a n e , c o r t i c a l g r a n u l e s e x o c y t o s e d 

f r o m w i t h i n t h e p e r i p h e r y o f t h e o o c y t e , w i t h i n t h e c o r t i c a l r e g i o n j u s t b e n e a t h t h e p l a s m a m e m b r a n e , l e a d t o 

t h e f o r m a t i o n o f a f e r t i l i z a t i o n e n v e l o p e t h a t p r e v e n t s p o l y s p e r m y , t h u s , a l l o w i n g t h e s i n g l e s p e r m c e l l t o 

s u c c e s s f u l l y f e r t i l i z e t h e e g g ( t a k e n f r o m B h a k t a et al., 2 0 1 9 ) . 

1.1.3. Overview of cleavage division events 

S u b s e q u e n t s t a g e s o f t o t i p o t e n t z y g o t e d e v e l o p m e n t a r e c h a r a c t e r i z e d b y a s e r i e s o f a t y p i c a l 

c e l l d i v i s i o n s , w i t h n o g e n e r a l v o l u m e i n c r e a s e , a l s o k n o w n as c l e a v a g e d i v i s i o n . E m b r y o n i c 

c e l l s , r e s u l t i n g f r o m s u c h d i v i s i o n s a r e r e f e r r e d t o as b l a s t o m e r e s . P r i o r t o t h e c l e a v a g e 
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d i v i s i o n s t a g e s , e m b r y o d e v e l o p m e n t i s u l t i m a t e l y d e p e n d e n t o n m a t e r n a l l y p r o v i d e d 

p r o t e i n s a n d m R N A r e s e r v e s t h a t a r e s t o r e d i n t h e o o c y t e . T h e s e f a c t o r s a r e n e c e s s a r y f o r 

e a r l y d e v e l o p m e n t a l e v e n t s i n c l u d i n g e m b r y o n i c g e n o m e a c t i v a t i o n a n d c e l l - f a t e 

s p e c i f i c a t i o n . D u r i n g t h e f i r s t c l e a v a g e d i v i s i o n ( f r o m z y g o t e t o 2 - c e l l ) a n o t i c e a b l e c h a n g e 

i n t h e e m b r y o ' s t r a n s c r i p t o m e m a r k s t h e b e g i n n i n g o f z y g o t i c g e n o m e a c t i v a t i o n ( Z G A ) . 

Z G A i s i m p l e m e n t e d i n 2 w a v e s : t h e m i n o r b u r s t , c o n d u c t e d as s o o n as 7 h o u r s a f t e r z y g o t e 

p r o n u c l e i a r e f o r m e d , b e i n g p o s s i b l y a s s o c i a t e d w i t h p r o t a m i n e e x c h a n g e i n t h e m a l e 

p r o n u c l e u s . A r o u n d t h e e n d o f 2 - c e l l s t a g e , m a j o r Z G A r e s u l t i n m a t e r n a l m R N A d e c a y , 

t o g e t h e r w i t h r e a r r a n g e m e n t s i n c h r o m a t i n s t r u c t u r e s u c h as D N A m e t h y l a t i o n , c h a n g e s i n 

n u c l e o s o m e p o s i t i o n i n g a n d r e p l a c e m e n t o f c a n o n i c a l h i s t o n e p r o t e i n s ( r e v i e w e d i n 

S v o b o d a , 2 0 1 8 ) . Z G A i n r e s p o n s i b l e f o r e s t a b l i s h i n g t o t i p o t e n c y i n b l a s t o m e r e s , t h u s i t i s a 

c r u c i a l p r o c e s s i n m a m m a l i a n e m b r y o d e v e l o p m e n t — e m b r y o s t h a t f a i l i n Z G A m o s t l y d o 

n o t p r o g r e s s b e y o n d t h e 2 - c e l l s t a g e ( S c h u l z et H a r r i s o n , 2 0 1 9 ) . 

O n e o f t h e m o s t a c t i v e l y r e s e a r c h e d t o p i c s i n e a r l y m a m m a l i a n d e v e l o p m e n t a l b i o l o g y i s 

f o c u s e d o n u n d e r s t a n d i n g t h e u n d e r l y i n g m e c h a n i s m s r e s p o n s i b l e f o r b i a s e d p o s i t i o n a l a n d 

l a t e r f u n c t i o n a l d i s t r i b u t i o n , a n d s e l f - o r g a n i z a t i o n o f b l a s t o m e r e s a c r o s s t h e w h o l e e m b r y o . 

T h e f i r s t c l e a v a g e d i v i s i o n u s u a l l y h a p p e n s 2 4 h o u r s a f t e r f e r t i l i z a t i o n , w h i l e t h e f o l l o w i n g 

o n e s t a k e p l a c e e v e r y 1 2 t o 2 0 h o u r s ( A r t u s et C o h e n - T a n n o u d j i , 2 0 0 8 ) . C o i n c i d e n t w i t h t h e 

p r o l o n g e d t i m i n g o f 2 - c e l l s t a g e b l a s t o m e r e c e l l c y c l e s , s u c h b l a s t o m e r e s a r e a l s o t h e o n l y 

t y p e o f m o u s e e m b r y o n i c c e l l i n d i v i d u a l l y c a p a b l e o f d e v e l o p i n g i n t o a c o m p l e t e e m b r y o / 

o r g a n i s m , i n d i c a t i n g d e c r e a s i n g t o t i p o t e n c y o f b l a s t o m e r e s t h r o u g h o u t d e v e l o p m e n t ( M o r r i s 

et Z e r n i c k a - G o e t z , 2 0 1 2 ) . W h i l e 4 - c e l l s t a g e a n d e a r l y 8 - c e l l s t a g e b l a s t o m e r e s a r e s t i l l a b l e 

t o c o n t r i b u t e t o e x t r a - e m b r y o n i c a n d e m b r y o n i c f a t e , t h e l a t e d i v i d i n g 8 - c e l l s t a g e 

b l a s t o m e r e s h a v e u n d e r g o n e m o r p h o l o g i c a l c o m p a c t i o n a n d p o l a r i z a t i o n e v e n t s , r e s p o n s i b l e 

f o r s e t t i n g u p a f u t u r e l i n e a g e s p e c i f i c a t i o n s , w h i l e e m b r y o s a t l a t e r s t a g e s a l s o s e l f -

r e g u l a t i n g t h e n u m b e r o f p o l a r / a p o l a r a n d o u t e r / i n n e r c e l l s , t h a t l a t e r c o n t r i b u t e t o t h e 

t r o p h e c t o d e r m o r i n n e r c e l l m a s s l i n e a g e s ( F l e m i n g , 1 9 8 7 ) . B o t h c o m p a c t i o n a n d 

p o l a r i z a t i o n o c c u r c o n c u r r e n t l y : t h e f o r m e r e v e n t i n v o l v i n g p h y s i c a l r e s h a p i n g o f 

b l a s t o m e r e s , i n w h i c h c e l l s f l a t t e n a n d i n c r e a s e t h e i r c o n t a c t a r e a , f o r m i n g a t i g h t l y p a c k e d 

s p h e r i c a l c e l l m a s s , w h i l e t h e l a t t e r i n v o l v e s e s t a b l i s h m e n t o f a p i c o - b a s a l p o l a r i t y b y 

l o c a l i s a t i o n o f s p e c i f i c p o l a r i t y f a c t o r s ( V a r e l a s et al, 2 0 1 0 ; Z i o m e k et J o h n s o n , 1 9 8 0 ) . K e y 

f a c t o r s m e d i a t i n g c o m p a c t i o n a n d , l a t e r , b l a s t o c y s t f o r m a t i o n i n c l u d e E - c a d h e r i n a n d f>-
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c a t e n i n . E - c a d h e r i n i s a m e m b e r o f t h e t r a n s m e m b r a n e p r o t e i n c o m p l e x t h a t m e d i a t e s 

c a l c i u m - d e p e n d e n t c e l l - c e l l a d h e s i o n , w h e r e a s P - c a t e n i n i s a c y t o p l a s m i c p r o t e i n s t h a t 

i n t e r a c t w i t h t h e i n t r a c e l l u l a r d o m a i n o f c a d h e r i n s a n d l i n k t h e m t o t h e a c t i n c y t o s k e l e t o n 

( D e V r i e s etal, 2 0 0 4 ) . C o n s e q u e n t l y , t h e n e w l y - r e s h a p e d e m b r y o c a n b e s p l i t i n t o a r e a s o f 

c e l l c o n t a c t ( b a s o - l a t e r a l f o r o u t e r c e l l s a n d u b i q u i t o u s f o r i n n e r c e l l s ) a n d c o n t a c t - f r e e z o n e s 

( a p i c a l a r e a o f o u t e r c e l l s ) . T h e u n i q u e a p i c a l d o m a i n s o f o u t e r c e l l s a r e m a r k e d w i t h 

i n c r e a s e d p r e s e n c e o f F - a c t i n , l o c a l i s e d a t y p i c a l p r o t e i n k i n a s e CI p a r t i t i o n i n g d e f e c t i v e 

c o m p l e x ( a P K C - P A R c o m p l e x ) , e z r i n , m i c r o v i l l i a n d f a c t o r s , c o n t r i b u t i n g a n a p i c a l - b a s o -

l a t e r a l a x i s o f i n t r a - c e l l u l a r p o l a r i t y ( K o r o t k e v i c h etal., 2 0 1 7 ) . T h e d i f f e r e n t i a l s p a t i a l 

s e g r e g a t i o n a n d i n h e r i t a n c e o f a p i c a l - b a s o l a t e r a l p o l a r i t y o f 8 - c e l l d a u g h t e r b l a s t o m e r e s 

r e p r e s e n t t h e f i r s t w a v e o f p o t e n t i a l i n t e r n a l i z a t i o n o f a p o l a r c e l l s t o t h e n a s c e n t I C M , a l s o 

r e f e r r e d t o a s y m m e t r i c d i v i s i o n s . D u r i n g t h e 1 6 - t o 3 2 - c e l l t r a n s i t i o n , p o l a r i z e d o u t e r 1 6 - c e l l 

s t a g e b l a s t o m e r e s c a n c o n t r i b u t e a n a d d i t i o n a l p o p u l a t i o n o f i n n e r c e l l s i n a s e c o n d w a v e o f 

c e l l i n t e r n a l i z a t i o n . T h e r e f o r e , a t t h e e a r l y b l a s t o c y s t 3 2 - c e l l s t a g e , t h e p l u r i p o t e n t I C M 

c o m p r i s e s i t s i n i t i a l f u l l c o m p l e m e n t o f E P I a n d P r E p r o g e n i t o r s a n d t h e o u t e r p o l a r i z e d a n d 

d i f f e r e n t i a t i n g T E c e l l s i n i t i a t e t h e i r i r r e v e r s i b l e c e l l - f a t e c o m m i t m e n t ( M o r r i s et al, 2 0 1 0 ; 

P o s f a i etal, 2 0 1 7 ) . T h e f a c t o r s i n f l u e n c i n g t h e f r e q u e n c y b y w h i c h a s y m m e t r i c d i v i s i o n 

t y p e s o c c u r ( e i t h e r a t t h e 8 - t o 1 6 - o r 1 6 - t o 3 2 - c e l l t r a n s i t i o n s ) , a n d w h e t h e r t h e y r e p r e s e n t 

i n h e r e n t r a n d o m n e s s , a r e n o t c o m p l e t e l y u n d e r s t o o d . H o w e v e r , t h e i n t r a - c e l l u l a r p o s i t i o n o f 

n u c l e i a l o n g t h e e m b r y o n i c r a d i a l a x i s ( o u t e r - c e l l a p i c o - b a s o - l a t e r a l a x i s ) a n d t h e o r i e n t a t i o n 

a n d s i z e o f t h e a p i c a l d o m a i n p l a y a n i m p o r t a n t r o l e i n o r i e n t a t i n g e n s u i n g d i v i s i o n s ( A j d u k 

et al, 2 0 1 4 ) . I n d e e d , a n i m p o r t a n t t r a i t o f t h e a p i c a l d o m a i n o f o u t e r c e l l s i s i t s a b i l i t y t o 

r e c r u i t o n e o f t h e m i t o t i c s p i n d l e p o l e s , w h i c h h e l p s i n o r i e n t i n g a n d e s t a b l i s h i n g a p a r t i c u l a r 

d e g r e e o f u n e v e n i n h e r i t a n c e o f t h e a p i c a l d o m a i n b e t w e e n t h e r e s u l t i n g d a u g h t e r c e l l s . 

N e w l y - d i v i d e d c e l l s c a n a c q u i r e , d e p e n d i n g o n a m i t o t i c s p i n d l e a n g l e , e i t h e r a p o l a r 

( t r a n s v e r s a l p l a n e o f d i v i s i o n ) , p o l a r ( s a g i t t a l p l a n e ) o r m i x e d c o n d i t i o n ( o b l i q u e o r " u n e v e n " 

p l a n e ) . I t i s s p e c u l a t e d t h a t t h e f a t e o f t h o s e " u n e q u a l " c e l l s s p e c i f i c a l l y d e p e n d s o n 

d i f f e r e n t i a l d i s t r i b u t i o n o f E - c a d h e r i n i n e a c h d a u g h t e r p r o g e n y ( r e v i e w e d i n J o h n s o n , 2 0 0 9 ) . 

1.1.4. First cell-fate decision — trophectoderm and inner cell mass 
T h e f i r s t c e l l - f a t e d e c i s i o n b e t w e e n T E a n d I C M c a n b e c o n s i d e r e d as i n i t i a t i n g f r o m t h e 8 -

c e l l s t a g e o n w a r d s . T h i s p h a s e i s c h a r a c t e r i z e d b y t h e a m p l i f i c a t i o n o f c e l l c o n t a c t s b y a l l 

b l a s t o m e r e s d u r i n g t h e p r o c e s s o f e m b r y o c o m p a c t i o n , l e a d i n g t o t h e f o r m a t i o n o f a n 
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i n t r a c e l l u l a r a x i s o f a p i c a l - b a s o l a t e r a l p o l a r i t y . T h e H i p p o s i g n a l l i n g p a t h w a y p l a y s a c r i t i c a l 

r o l e i n t h e r e g u l a t i o n o f d i f f e r e n t i a t i o n d u r i n g f i r s t c e l l - f a t e d e c i s i o n ( F i g u r e 2 ) . T h e H i p p o 

p a t h w a y i s r e g u l a t e d b y a c o m p l e x n e t w o r k o f u p s t r e a m s i g n a l l i n g m o l e c u l e s a n d p r o t e i n s , 

i n c l u d i n g t h e M S T 1 / 2 k i n a s e s , t h e L A T S 1 / 2 k i n a s e s , a n d t h e s c a f f o l d p r o t e i n s S A V 1 a n d 

M O B 1 . D u r i n g t h e 8 - t o 1 6 - c e l l s t a g e d i v i s i o n , t h e H i p p o p a t h w a y i s a c t i v e a n d i n h i b i t s t h e 

a c t i v i t y o f t h e t r a n s c r i p t i o n a l c o - a c t i v a t o r s Y A P a n d T A Z , b i n d i n g p a r t n e r s o f t h e 

t r a n s c r i p t i o n f a c t o r T E A D 4 , b y p r e v e n t i n g t h e i r t r a n s l o c a t i o n i n t o t h e n u c l e u s a n d t h e 

a c t i v a t i o n o f t h e i r t a r g e t g e n e s . T h e T E A D 4 t r a n s c r i p t i o n f a c t o r i s a k e y d o w n s t r e a m e f f e c t o r 

o f t h e H i p p o p a t h w a y a n d i s a c t i v a t e d ( b y i n t e r a c t i o n , i n t h e n u c l e u s , w i t h Y A P / T A Z ) w h e n 

t h e H i p p o p a t h w a y i s i n h i b i t e d . I n d e e d , i n o u t e r T E c e l l s , t h e H i p p o p a t h w a y i s a c t i v e l y 

i n h i b i t e d , l e a d i n g t o t h e a c t i v a t i o n o f T E A D 4 t r a n s c r i p t i o n a l c o m p l e x a n d t h e e x p r e s s i o n o f 

i t s d o w n s t r e a m t a r g e t g e n e s . T h e s e g e n e s i n c l u d e Gata2, Gata3 a n d Cdx2 - m a r k e r s o f t h e 

f u t u r e T E , t h a t t h e y a r e i n v o l v e d i n t h e t r a n s c r i p t i o n a l r e g u l a t i o n o f c e l l p r o l i f e r a t i o n , 

d i f f e r e n t i a t i o n , a n d c e l l - f a t e d e t e r m i n a t i o n i n t h e d e v e l o p i n g e m b r y o ( r e v i e w e d i n A l b e r i o , 

2 0 2 0 ) . C o n v e r s e l y , t h e i n n e r u n p o l a r i z e d c e l l s m a i n t a i n a n a c t i v e H i p p o p a t h w a y , t h a t l e a d s 

t o Y A P / T A Z p h o s p h o r y l a t i o n , v i a A M O T - L A T S - N F 2 c o m p l e x , a n d e n s u r e s t h e y a r e 

s e q u e s t e r e d t o t h e c y t o p l a s m a n d d o n o t e n t e r t h e n u c l e u s ; t h u s p r e v e n t i n g Cdx2 ( a n d o t h e r 

T E - r e l a t e d g e n e ) t r a n s c r i p t i o n b u t a l s o e n s u r i n g a n a c t i v e l y t r a n s c r i b i n g p l u r i p o t e n t Sox2 

g e n e ( r e v i e w e d i n C h a z a u d et Y a m a n a k a , 2 0 1 6 ) . B y t h e e n d o f 1 6 - 3 2 - c e l l t r a n s i t i o n , t h e 

e m b r y o h a s p r i m a r i l y m a n a g e d t o e s t a b l i s h a s p a t i a l a n d p o l a r i t y s p e c i f i c i d e n t i t y o f e a c h 

c e l l a n d , i n t u r n , i s a b l e t o i n i t i a t e t h e s e c o n d c e l l - f a t e d e c i s i o n d i v i s i o n . I m p o r t a n t l y , t h e 

e m b r y o ' s s e l f - o r g a n i z i n g p r o p e r t i e s a l l o w i t t o r e g u l a t e a c o n s t a n t r a t i o o f i n n e r a n d o u t e r 

c e l l s u t i l i z i n g a n i n t r i n s i c m e c h a n i s m o f c e l l - s h a p e r e m o d e l l i n g a n d r e s e g r e g a t i o n u p t o 3 2 -

c e l l s t a g e a n d e v e n f u r t h e r i n d e v e l o p m e n t ( J o h n s o n , 2 0 0 9 ) . 
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Figure 2. A s c h e m a t i c d e p i c t i o n o f p o l a r i t y - d e p e n d e n t c e l l - p o s i t i o n i n g m o d e l o f t h e f i r s t c e l l - f a t e d e c i s i o n i n 

p r e i m p l a n t a t i o n m o u s e e m b r y o d e v e l o p m e n t . A t t h e 1 6 - c e l l s t a g e , n e w l y f o r m e d b l a s t o m e r e s i n h e r i t d i f f e r e n t 

d e g r e e s o f a p i c a l ( c o n t a c t l e s s d o m a i n ) o r b a s o l a t e r a l ( c e l l c o n t a c t s ) p o l a r i t y f a c t o r s , b a s e d u p o n t h e o r i e n t a t i o n 

o f d i v i s i o n o f t h e i r m o t h e r 8 - c e l l s t a g e c e l l . T h e d e g r e e o f f a c t o r a c q u i s i t i o n i s d e p e n d e n t o n t h e p l a n e o f c e l l 

d i v i s i o n , t h u s g e n e r a t i n g d a u g h t e r c e l l s w i t h v a r y i n g a m o u n t o f a p i c a l d o m a i n , o r n o n e a t a l l . B l a s t o m e r e s , 

i n h e r i t i n g a p i c a l - b a s o l a t e r a l p o l a r i t y f a c t o r s a n d a n o u t e r p o s i t i o n a r e d e s t i n e d t o d e v e l o p i n t o e x t r a e m b r y o n i c 

t r o p h e c t o d e r m , v i a p r e v e n t i n g H i p p o s i g n a l l i n g a c t i v a t i o n . I n s i d e p o l a r c e l l s w i t h n o a p i c a l d o m a i n f a c t o r s 

a c t i v a t e t h e H i p p o p a t h w a y a n d c o n t r i b u t e t o t h e e m b r y o n i c i n n e r c e l l m a s s . T h e e x i s t e n c e o f i n t e r n a l i z e d p o l a r 

d a u g h t e r c e l l s i s n o t d e r i v e d . O u t s i d e l o c a t e d b l a s t o m e r e s w i t h n o a p i c a l p o l a r i t y f a c t o r s o r s m a l l a m o u n t a r e 

e i t h e r i n t e r n a l i z e d v i a a c t o m y o s i n c o n t r a c t i l i t y , o r l e s s f r e q u e n t l y r e p o l a r i z e i n t h e o u t s i d e a r e a ( t a k e n f r o m 

1.1.5. Second cell-fate decision — epiblast and primitive endoderm 

A t t h e 3 2 - c e l l s t a g e , a s t h e b l a s t o c y s t c a v i t y f o r m s , b l a s t o m e r e s a r e a l r e a d y c l a s s i f i e d as 

e i t h e r o u t e r c e l l s o r i n n e r c e l l m a s s ( I C M ) , t h e s e c o n d c e l l - f a t e d e c i s i o n p u s h e s e m b r y o n i c 

d e v e l o p m e n t f u r t h e r , l e a d i n g t o t h e f o r m a t i o n o f a f l u i d f i l l e d c a v i t y c o n t a i n i n g b l a s t o c y s t 

c o m p r i s i n g t h r e e m o r p h o l o g i c a l l y d i s t i n c t c e l l l i n e a g e s : a n a l r e a d y e p i t h e l i a l i z e d f l a t r o d 

l i k e o u t e r t r o p h e c t o d e r m l i n e a g e ( T E , m a r k e d b y C D X 2 e x p r e s s i o n ) , f u r t h e r s u b d i v i d e d i n t o 

p o l a r T E ( a d j a c e n t t o I C M ) a n d m u r a l T E ( a t t h e a b e m b r y o n i c p o l e ) , a n d a n I C M , c o n s i s t i n g 

o f d e e p l y l o c a t e d p l u r i p o t e n t e p i b l a s t ( E P I , m a r k e d b y N A N O G e x p r e s s i o n ) , s u p e r f i c i a l 

p r i m i t i v e e n d o d e r m ( P r E , m a r k e d b y G A T A 6 e x p r e s s i o n ) , a n d a s m a l l n u m b e r o f y e t 

u n s p e c i f i e d c e l l s ( m a r k e d b y N A N O G a n d G A T A 6 c o e x p r e s s i o n ) . F o l l o w i n g i m p l a n t a t i o n , 

a l l t h r e e l i n e a g e s w i l l d i f f e r e n t i a t e / c o n t r i b u t e p r o g e n y i n t o m o r p h o l o g i c a l l y a n d f u n c t i o n a l l y 

Mihajlovič et B r u c e , 2 0 1 7 ) . 
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i n d e p e n d e n t s t r u c t u r e s : T E c e l l s w i l l f o r m p l a c e n t a l t i s s u e , P r E w i l l c o n t r i b u t e t o y o l k sac 

f o r m a t i o n , a s w e l l as p a r i e t a l a n d v i s c e r a l e n d o d e r m , a n d p l u r i p o t e n t E P I c e l l s w i l l s e r v e as a 

f o u n d a t i o n o f a f u t u r e e m b r y o ( F i g u r e 3 ) . 
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Figure 3. A g e n e r a l i z e d r e p r e s e n t a t i o n o f p r e i m p l a n t a t i o n m o u s e d e v e l o p m e n t u p t o t h e i m p l a n t a t i o n p e r i o d . A 

b r i e f s u m m a r y o f p r e i m p l a n t a t i o n m o u s e e m b r y o d e v e l o p m e n t f r o m f e r t l i l i z e d z y g o t e t o f u l l y d e v e l o p e d E 4 . 5 

s t a g e ( l a t e b l a s t o c y s t ) e m b r y o . T h e f i g u r e d e p i c t s t i m i n g s o f p l u r i p o t e n t - t o - d i f f e r e n t i a t i n g b l a s t o m e r e 

d e v e l o p m e n t , t h e n u m b e r o f c e l l s a t e a c h s t a g e , p r o g r e s s i n g l i n e a g e s p e c i f i c a t i o n a n d c o r r e s p o n d i n g d e r i v a t i o n 

e v e n t s ( t a k e n f r o m C h a z a u d et Y a m a n a k a , 2 0 1 6 ) . 

S t a r t i n g f r o m t h e l a t e 1 6 - c e l l s t a g e , a c e r t a i n b l a s t o m e r e s f o r m a n o s m o t i c g r a d i e n t p o w e r e d 

b y N a + / H + p u m p s i n t h e a p i c a l s i d e a n d N a + / K + A T P a s e c o m p l e x l o c a t e d b a s o l a t e r a l l y , t h u s 

c r e a t i n g a n i n t e r n a l f l u i d - f i l l e d c a v i t y a n d s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s i n g v o l u m e o f t h e e m b r y o 

( D u m o r t i e r et al, 2 0 1 9 ) . T h e p r e s e n c e o f t h e c a v i t y i s t h o u g h t t o b e a n i m p o r t a n t f a c t o r 

p r e c e d i n g t h e s e c o n d c e l l - f a t e d i v i s i o n a n d a n u m b e r o f m o d e l s d e t a i l i n g P r E c e l l 

d i f f e r e n t i a t i o n h a v e b e e n p r o p o s e d . T h e " p o s i t i o n a l i n d u c t i o n " m o d e l s t a t e s t h a t I C M c e l l s 

t h a t a r e i n c o n t a c t w i t h t h e c a v i t y a r e d e s t i n e d t o d i f f e r e n t i a t e i n t o a n o t h e r e x t r a e m b r y o n i c 

t i s s u e , n a m e l y t h e p r i m i t i v e e n d o d e r m ( P r E ) a s t h e y c o n t r i b u t e t o t h e f a c i l i t a t i o n o f o s m o t i c 

w a t e r t r a n s f e r a c r o s s t h e T E m o n o l a y e r v i a N a + / K + A T P a s e s a n d a q u a p o r i n s . C o n v e r s e l y , 

c e l l s r e s i d i n g d e e p e r i n t h e I C M a r e m e a n t t o r e m a i n as a p l u r i p o t e n t e p i b l a s t ( E P I ) , a n d l a t e r 

d e v e l o p i n t o e m b r y o p r o p e r ( R u b i o et S i m o n , 2 0 2 1 ) . A l t h o u g h , t h e a b s e n c e o f a c o n f i r m e d 

s i g n a l l i n g m o l e c u l e d e r i v e d f r o m t h e c a v i t y u n d e r m i n e s t h e v a l i d i t y o f t h e " p o s i t i o n a l 
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i n d u c t i o n " m o d e l ( R y a n et al, 2 0 1 9 ) . A n a l t e r n a t i v e " s a l t a n d p e p p e r " t h e o r y p r o p o s e s a 

t h r e e - s t e p m o d e l o f P r E l i n e a g e s p e c i f i c a t i o n t o e x p l a i n t h e a c q u i s i t i o n o f t h e s e c o n d c e l l -

f a t e d e c i s i o n . T h e f i r s t s t ep o f t h e m o d e l i n v o l v e s s t o c h a s t i c p r o c e s s e s t h a t l e a d t o t h e c o -

e x p r e s s i o n , w i t h i n c e l l s o f t h e I C M , o f N A N O G a n d G A T A 6 a t t h e 3 2 - c e l l ( E 3 . 5 ) s t age . T h e 

s e c o n d s t ep o c c u r s a t t h e 6 4 - c e l l ( E 4 . 0 ) s t a g e , w h e r e i n h i b i t o r y r e g u l a t o r y p a t h w a y s m a t u r e 

a n d m u t u a l e x c l u s i o n o f N A N O G a n d G A T A 6 e x p r e s s i o n o c c u r s i n i n d i v i d u a l c e l l s . T h i s 

r e s u l t s i n t h e f o r m a t i o n o f a s p a t i a l l y r a n d o m i z e d h e t e r o g e n e o u s p o p u l a t i o n o f I C M c e l l s 

e x p r e s s i n g e i t h e r N A N O G o r G A T A 6 , t e r m e d t h e e m e r g e n c e o f a " s a l t a n d p e p p e r " p a t t e r n 

d i s t r i b u t i o n o f E P I a n d P r E p r o g e n i t o r c e l l s . T h e t h i r d s t ep i n v o l v e s c e l l s o r t i n g w i t h i n t h e 

I C M , d r i v e n b y a c t i v e a n d / o r p a s s i v e c e l l m o v e m e n t s , w h i c h l e a d s t o t h e f i n a l s p a t i a l 

s e g r e g a t i o n o f t h e E P I a n d P r E c e l l l i n e a g e s a t a r o u n d t h e 1 2 8 - c e l l s t a g e ( r e v i e w e d i n 

Z e r n i c k a - G o e t z eta!, 2 0 0 9 ) . H o w e v e r , m a t h e m a t i c a l m o d e l i n g s u g g e s t s t h a t s t o c h a s t i c 

p r o c e s s e s a r e u n l i k e l y t o b e t h e d r i v i n g f o r c e b e h i n d t h e " s a l t a n d p e p p e r " d i s t r i b u t i o n o f 

G A T A 6 a n d N A N O G p r o t e i n s t h r o u g h o u t t h e I C M ( B e s s o n n a r d et al, 2 0 1 4 ) . 

T h e " t i m e i n s i d e - t i m e o u t s i d e " h y p o t h e s i s i s a n o t h e r m o d e l t h a t p r o p o s e s t h e d e v e l o p m e n t a l 

h i s t o r y o f a n i n d i v i d u a l e a r l y b l a s t o c y s t I C M c e l l s i n f l u e n c e s i t s e v e n t u a l f a t e as e i t h e r E P I 

o r P r E p r o g e n i t o r ( B r u c e et Z e r n i c k a - G o e t z , 2 0 1 0 ) . O n e o f t h e c a u s a t i v e r e a s o n s o f t h e o n s e t 

o f h e t e r o g e n e i t y i n t h e I C M p o p u l a t i o n f r o m t h e 3 2 - c e l l s t a g e o n w a r d s , m i g h t b e c o n n e c t e d 

t o o b s e r v a t i o n s s u g g e s t i n g , t h a t i n n e r c e l l s d e r i v e d f r o m t h e f i r s t a s y m m e t r i c d i v i s i o n ( 8 - 1 6 -

c e l l s t a g e ) a r e b i a s e d t o b e c o m i n g E P I p r o g e n i t o r s , w h i l e c e l l s g e n e r a t e d f r o m s e c o n d 

a s y m m e t r i c d i v i s i o n ( 1 6 - 3 2 - c e l l s t a g e ) a r e s i g n i f i c a n t l y m o r e o f t e n P r E p r o g e n i t o r s ( M o r r i s 

etal, 2 0 1 0 ) . N o n e t h e l e s s , t h e f o l l o w i n g r u l e s o f s p e c i f i c a t i o n a r e s t r o n g l y d e p e n d e n t o n t h e 

n u m b e r o f i n t e r n a l i z e d c e l l s a f t e r t h e f i r s t a s y m m e t r i c d i v i s i o n . I t i s i m p l i e d , t h e i n t r i c a c i e s 

b e h i n d s u c h r e g u l a t i o n m e c h a n i s m s a r e m e d i a t e d b y f i b r o b l a s t g r o w t h f a c t o r ( F G F ) 

s i g n a l l i n g : b l a s t o m e r e s d e r i v e d a f t e r 1s t a s y m m e t r i c d i v i s i o n s h o w h i g h e r l e v e l o f F G F 4 

p r o t e i n / m R N A e x p r e s s i o n , t h a t c o u l d i n f l u e n c e s t h e i n i t i a t i o n o f P r E f o r m a t i o n i n 

n e i g h b o u r i n g I C M c e l l s v i a a p a r a c r i n e m e c h a n i s m ( K r u p a et al, 2 0 1 4 ) . O n t h e c o n t r a r y , 

i n n e r c e l l s p r o d u c e d b y t h e s e c o n d r o u n d o f d i v i s i o n p o s s e s s h i g h e r m R N A l e v e l s o f Fgfr2, a 

r e c e p t o r t h a t r e c o g n i z e s t h e F G F 4 m o l e c u l e , t h u s k i c k s t a r t i n g , o r a t l e a s t a u g m e n t i n g , t h e 

P r E d i f f e r e n t i a t i o n p a t h w a y — d e p i c t e d i n F i g u r e 4 . T h e r e f o r e , i n c a se s w h e n t h e n u m b e r o f 

i n n e r c e l l s , e m e r g i n g a f t e r t h e 8 - t o l 6 - c e l l s t a g e i s s m a l l , t h e l e v e l s o f e x p r e s s e d / s e c r e t e d 

F G F 4 a r e n o t e n o u g h t o a c t i v a t e t h e F G F R 2 r e c e p t o r s o f n e i g h b o u r i n g b l a s t o m e r e s u n t i l t h e 
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s e c o n d r o u n d o f a s y m m e t r i c d i v i s i o n , t h u s m a j o r i t y o f c e l l s a r e o r i e n t e d t o w a r d s t h e E P I 

l i n e a g e . C o n v e r s e l y , i n s i t u a t i o n s w h e n t h e p r o d u c e d n u m b e r o f c e l l s a f t e r t h e 1 s t r o u n d i s 

h i g h e n o u g h ( > 3 i n n e r c e l l s ) , t h e s t i m u l a t i o n t h r e s h o l d i s r e a c h e d , a l l o w i n g a n u m b e r o f c e l l s 

t o a c q u i r e P r E f a t e ( F i g u r e 4 ) . 
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Figure 4. M o d e l o f E P I v s P r E s p e c i f i c a t i o n . I n n e r b l a s t o m e r e s , d e r i v e d f r o m t h e f i r s t w a v e o f 

a s y m m e t r i c c e l l d i v i s i o n e x p r e s s e l e v a t e d l e v e l s o f Fgf4 m R N A a n d r e d u c e d l e v e l s o f Fgfr2 m R N A , 

c o m p a r e d t o t h o s e , c r e a t e d d u r i n g t h e 2 n d w a v e . W h e n e n o u g h i n n e r c e l l s o r i g i n a t i n g f r o m t h e 1 s t a s y m m e t r i c 

d i v i s i o n a r e c r e a t e d , e x t r a c e l l u l a r F G F 4 l e v e l s rise, t h u s , e x c e e d i n g a t h r e s h o l d r e q u i r e d t o i n i t i a t e s o m e P r E 

d e r i v a t i o n . I n c o n t r a s t , w h e n t h e n u m b e r o f i n n e r c e l l s c r e a t e d d u r i n g 8 - 1 6 - c e l l s t a g e i s n o t s u f f i c i e n t , n o t 

e n o u g h F G F 4 i s s e c r e t e d , l e a d i n g t o u n b a l a n c e d d e r i v a t i o n o f m a i n l y E P I p r o g e n i t o r s . A s a c o n s e q u e n c e , t h e 

2 n d w a v e p r o d u c e s e l e v a t e d n u m b e r o f t h e P r E p o p u l a t i o n , a l s o c o n f i r m e d b y i n c r e a s e d l e v e l s o f Fgfr2 

e x p r e s s i o n , r e q u i r i n g l e s s F G F 4 d e m a n d e d f o r P r E s p e c i f i c a t i o n ( t a k e n f r o m K r u p a et al., 2 0 1 4 ) 

T h e p a r a c r i n e m e c h a n i s m o f F G F s i g n a l l i n g i s p r o p a g a t e d d o w n s t r e a m v i a t h e m i t o g e n -

a c t i v a t e d - k i n a s e / e x t r a c e l l u l a r s i g n a l - r e g u l a t e d k i n a s e ( M A P K / E R K ) p a t h w a y . A f t e r F G F 4 

l i g a n d b i n d s t o i t s t r a n s m e m b r a n e F G F R 1 / 2 r e c e p t o r s , s e v e r a l t y r o s i n e r e s i d u e s b e c o m e 

a u t o p h o s p h o r y l a t e d , i n c r e a s i n g r e c e p t o r a c t i v i t y . T h e o n g o i n g p h o s p h o r y l a t i o n i s t h e n 

f o l l o w e d b y r e c r u i t m e n t o f a d a p t o r p r o t e i n s , b e l o n g i n g t o t h e m i t o g e n - a c t i v a t e d p r o t e i n 

k i n a s e ( M A P K ) f a m i l y , t h u s c o n n e c t i n g t h e F G F 4 a n d M A P K p a t h w a y s . S u b s e q u e n t s i g n a l 

t r a n s d u c t i o n i s f u r t h e r c h a r a c t e r i s e d b y m u l t i p l e p r o t e i n p h o s p h o r y l a t i o n r e a c t i o n s 

o r i g i n a t i n g f r o m t h e c y t o p l a s m i c d o m a i n o f F G F R 1 / 2 t y r o s i n e r e s i d u e s c u l m i n a t i n g w i t h t h e 

a c t i v a t i o n o f R A S ; i n v o l v e d i n m u l t i p l e e s s e n t i a l p h y s i o l o g i c a l p r o c e s s e s . A c t i v a t e d R A S i s 

PE cells 
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a b l e t o r e c r u i t t h e R A F f a m i l y o f k i n a s e p r o t e i n s , w h i c h t h e n p h o s p h o r y l a t e s m i t o g e n 

a c t i v a t e d p r o t e i n k i n a s e k i n a s e s 1 a n d 2 ( M E K 1 / 2 ) , p a r t o f t h e M A P K c a s c a d e . F i n a l 

e l e m e n t s o f t h e E R K p a t h w a y i n c l u d e a c t i v a t e d E R K 1 / 2 k i n a s e s , t r a n s l o c a t i o n t o t h e n u c l e u s 

a n d a d i c t a t i o n o f c e l l u l a r r e s p o n s e v i a t r a n s c r i p t i o n a l a c t i v a t i o n o f v a r i o u s b i o l o g i c a l l y 

i m p o r t a n t g e n e s a n d e v e n t u a l p r o t e i n s ( K r u p a etal., 2 0 1 4 ; M c C u b r e y etal., 2 0 0 7 ; Y a m a n a k a 

etal, 2 0 1 0 ; F i g u r e 5 ) . 

Figure 5 . T h e r o l e o f F G F 4 / E R K s i g n a l i n g i n p r e i m p l a n t a t i o n m o u s e e m b r y o g e n e s i s . F G F 4 / E R K c a s c a d e 

r e g u l a t e s E P I / P r E s p e c i f i c a t i o n a c r o s s t h e I C M . B e f o r e f u l l d e v e l o p m e n t o f t h e b l a s t o c y s t i s e s t a b l i s h e d , e v e r y 

c e l l w i t h i n I C M e x p r e s s e s F G F R 1 r e c e p t o r a n d b o t h E P I a n d P r E s p e c i f i c f a c t o r s ( s u c h a s N A N O G f o r E P I a n d 

G A T A 6 f o r P r E ) s i m u l t a n e o u s l y . C o n t i n u o u s w i t h b l a s t o c y s t c a v i t y e s t a b l i s h m e n t , F G F 4 i s t r a n s l a t e d f r o m 

f u t u r e E P I c e l l s , p r o m o t i n g G A T A 6 e x p r e s s i o n i n n e i g h b o u r i n g b l a s t o m e r e s v i a a p a r a c r i n e m e c h a n i s m . I n 

t h e s e c e l l s F G F 4 , a c t i n g t h r o u g h F G F R 1 a n d F G F R 2 , m a i n t a i n s G A T A 6 e x p r e s s i o n a n d d o w n r e g u l a t e s 

N A N O G ( i . e . , a c t i v a t e s t h e P r E s p e c i f i c a t i o n p r o g r a m ) . N e x t , i t i n d u c e s e x p r e s s i o n o f s e v e r a l l a t e P r E m a r k e r s , 

s u c h as S O X 1 7 , P D G F R a , G A T A 4 , S O X 7 ( T a k e n f r o m S o s z y h s k a et at., 2 0 1 9 ) . 

I n t h e c o n t e x t o f t h e s e c o n d c e l l - f a t e d e c i s i o n , M E K 1 / 2 a n d E R K 1 / 2 a r e e x t r e m e l y i m p o r t a n t 

i n P r E d e r i v a t i o n , as p h a r m a c o l o g i c a l i n h i b i t i o n o f M E K t h r o u g h o u t t h e e n t i r e b l a s t o c y s t 

m a t u r a t i o n p e r i o d c o m p l e t e l y b l o c k s P r E d i f f e r e n t i a t i o n ( r e s u l t i n g i n p a n - I C M e x p r e s s i o n o f 

E P I m a r k e r s ) . A t t h e s a m e t i m e , i t i s s p e c u l a t e d t h a t E R K 2 a l s o r e g u l a t e s p r o p a g a t i o n o f 

p o l a r t r o p h e c t o d e r m c e l l s , as Erk2-/- e m b r y o s d i e e a r l y d u r i n g e m b r y o g e n e s i s d u e t o a d e f e c t 

i n t r o p h o b l a s t d e v e l o p m e n t ( S a b a - E l - L e i l etal, 2 0 0 3 ) . 
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B e s i d e s t a k i n g p a r t i n P r E s p e c i f i c a t i o n a n d m a i n t e n a n c e , t h e F G F / E R K p a t h w a y s e e m s t o 

h a v e a n u n e x p e c t e d r o l e i n t h e E P I s p e c i f i c a t i o n : as Fgf4-'-, as w e l l as Fgfrl-1- a n d Fgfr2-f-

d o u b l e k n o c k o u t e m b r y o s a r e d i s t i n c t i n m a i n t a i n i n g e l e v a t e d e x p r e s s i o n o f N A N O G 

c o m p a r e d t o w i l d - t y p e e m b r y o s b y t h e l a t e b l a s t o c y s t s t a g e , i m p l y i n g a n t a g o n i s t i c p r e s s u r e 

o f F G F 4 - s i g n a l i n g t o w a r d s t h e p l u r i p o t e n t p o t e n t i a l o f b l a s t o m e r e s ( K a n g etal, 2 0 1 7 ) . I t i s 

i m p o r t a n t t o u n d e r s t a n d t h e e x i s t e n c e o f m a n y m o r e m e c h a n i s m s g o v e r n i n g t h e s e c o n d c e l l -

f a t e d e c i s i o n . F o r e x a m p l e , s o m e r e c e n t p u b l i c a t i o n s r e p o r t o n a u t o n o m o u s r o l e o f t h e N o t c h 

p a t h w a y i n b o t h t h e f i r s t c e l l - f a t e d e c i s i o n , s i m i l a r t o t h e H i p p o - s i g n a l l i n g m e c h a n i s m , as 

w e l l as a r e g u l a t o r y e l e m e n t i n e s t a b l i s h i n g Fgfr2 e x p r e s s i o n , c r u c i a l t o E P I / P r E 

d i f f e r e n t i a t i o n ( A n a n i et al, 2 0 1 4 ; M e n c h e r o et al, 2 0 1 9 ) . S i m i l a r l y , m e m b e r s o f t h e 

t r a n s f o r m i n g g r o w t h f a c t o r b e t a ( T G F - P ) g r o w t h f a c t o r s f a m i l y , c o n s i s t i n g o f A c t i v i n s , 

N O D A L a n d b o n e m o r p h o g e n e t i c p r o t e i n s ( B M P s ) , o c c u p y a n e s s e n t i a l n i c h e i n P r E a n d 

E P I d e v e l o p m e n t a n d r e g i o n a l i z a t i o n as s o o n as t h e s e l i n e a g e s e m e r g e , j u d g i n g f r o m 

p e r t u r b i n g p h e n o t y p e s i n e m b r y o s l a c k i n g v a r i o u s g e n e s r e l a t e d t o T G F - P f a m i l y ( R e v i e w e d 

i n P a p a n a y o t o u et C o l l i g n o n , 2 0 1 4 ) . O t h e r m a j o r s i g n a l l i n g p a t h w a y s a c t i v e l y i n v o l v e d i n 

e a r l y e m b r y o n i c d e v e l o p m e n t , i n c l u d e t h e W n t / p - C a t e n i n p a t h w a y , G - p r o t e i n c o u p l e d 

r e c e p t o r s ( G P C R s ) , e s t r o g e n r e c e p t o r s , a n d R H O / R o c k a s s o c i a t e d s i g n a l l i n g ( M e n c h e r o et 

al, 2 0 1 7 ) . 

1.2. p38 mitogen-activated protein kinases (p38-MAPKs) 
1.2.1 General description and a mechanism of action 

T h e p 3 8 m i t o g e n - a c t i v a t e d p r o t e i n k i n a s e ( p 3 8 - M A P K ) p a t h w a y i s a s t r e s s - i n d u c e d 

s i g n a l l i n g p a t h w a y , a l s o a s s o c i a t e d w i t h a v a r i e t y o f d i f f e r e n t c e l l u l a r f u n c t i o n s i n c l u d i n g 

c e l l c y c l e , c e l l u l a r r e s p i r a t i o n , s u r v i v a l , d e v e l o p m e n t , t u m o r i g e n e s i s a n d i m m u n e r e s p o n s e . 

T h e p 3 8 - M A P K s b e l o n g t o a f a m i l y o f s e r i n e - t h r e o n i n e a n d t y r o s i n e k i n a s e s , c o m p r i s e d o f 

f o u r i s o f o r m s : p 3 8 a ( M A P K 1 4 ) , p 3 8 p ( M A P K 1 1 ) , p 3 8 y ( M A P K 1 2 / E R K 6 ) a n d p38§ 

( M A P K 1 3 / S A P K 4 ) - a l l f o u r a r e e x p r e s s e d i n m o u s e p r e i m p l a n t a t i o n e m b r y o d e v e l o p m e n t ; 

b u t o n l y t h e - a i s o f o r m k n o c k o u t s a r e e m b r y o n i c l e t h a l i n m i c e a r o u n d E l 0 . 5 ( t h e f i r s t 

d i s c o v e r e d i s o f o r m ; M u d g e t t et al, 2 0 0 0 ) . T h e p 3 8 - M A P K s a r e a c t i v a t e d t h r o u g h v a r i o u s 

f u n c t i o n a l u p s t r e a m M A P K K ( M e k 3 / M k k 3 / M a p 2 k 3 etc.) p h o s p h o r y l a t i o n c a s c a d e s , a s a 

r e s p o n s e t o e x t r a c e l l u l a r e n v i r o n m e n t a l s t i m u l i t r i g g e r s , s u c h as U . V . r a d i a t i o n o r a m i n o a c i d 

s t r e s s , h e a t s h o c k , i n c r e a s e d e x p r e s s i o n o f c y t o k i n e s a n d g r o w t h f a c t o r s ; t h u s c o n t r a s t i n g 

w i t h t h e o t h e r m e m b e r s o f i t s m i t o g e n - a c t i v a t e d p r o t e i n k i n a s e s u p e r f a m i l y ( s u c h as 
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E R K 1 / 2 ) , w h i c h a c t i v a t e t h r o u g h a p a r t i c u l a r l i g a n d - r e c e p t o r p a t t e r n , u s u a l l y v i a R T K s 

( R e m y etal, 2 0 1 0 ) . A s s o o n as p 3 8 - M A P K s a r e a c t i v a t e d , a w i d e r a n g e d o w n s t r e a m 

p h o s p h o r y l a t i o n i s c o n t i n u e d , i n c l u d i n g h u n d r e d s o f p r o t e i n s , e n z y m e s , t r a n s c r i p t i o n f a c t o r s / 

c o f a c t o r s , e p i g e n e t i c r e g u l a t o r s , i n v o l v e d i n p r o t e i n s y n t h e s i s a n d t u r n o v e r ( C u e n d a etal, 

2 0 0 7 ) . 

1.2.2. p38-MAPK role in preimplantation embryo development 

I n t h e c o n t e x t o f p r e i m p l a n t a t i o n m o u s e e m b r y o d e v e l o p m e n t , a p p l i c a t i o n o f c h e m i c a l p 3 8 -

M A P K i n h i b i t i o n o n 2 - c e l l s t a g e e m b r y o s m o s t l y r e s u l t s i n e i t h e r b l o c k e d c o m p a c t i o n e v e n t 

d u r i n g E 2 . 5 , o r c a v i t a t i o n f a i l u r e a f t e r E 3 . 5 ; e a c h r e s u l t i n g i n e m b r y o d e a t h ( P a l i g a et al, 

2 0 0 5 ) . S u c h o b s e r v e d p h e n o t y p e s a r e a c c o m p a n i e d b y m R N A t r a n s c r i p t i o n d o w n r e g u l a t i o n 

o f f a c i l i t a t i v e g l u c o s e t r a n s p o r t e r p r o t e i n s , i n t u r n r e d u c i n g t h e a d a p t a t i v e c a p a b i l i t y o f t h e 

p r e i m p l a n t a t i o n e m b r y o t o u p t a k e a n d u t i l i z e g l u c o s e i n v a r i a b l e e n v i r o n m e n t a l c o n d i t i o n s 

( S o z e n etal, 2 0 1 5 ) . M o r e o v e r , t r e a t m e n t o f E 3 . 5 e m b r y o s w i t h p 3 8 - M A P K i n h i b i t o r i s 

m a r k e d b y i m p a i r e d c a v i t y e x p a n s i o n , i n c r e a s e d l e v e l s o f c e l l u l a r r e a c t i v e o x y g e n s p e c i e s 

( R O S ; B o r a etal, 2 0 1 9 ) a n d a r e d u c t i o n o f I C M n u m b e r , a c c o m p a n i e d b y m i n o r r e d u c t i o n s 

o f o u t e r T E c e l l s ( B o r a et al, 2 0 2 1 ; M a e k a w a et al, 2 0 0 5 ) . O b s e r v e d I C M i m p a i r m e n t s a r e 

f u r t h e r c h a r a c t e r i s e d b y a s i g n i f i c a n t i m p a i r m e n t i n P r E c e l l s p e c i f i c a t i o n a n d d i f f e r e n t i a t i o n 

( m a r k e d b y G A T A 4 e x p r e s s i o n ) , a t t h e e x p e n s e o f a n i n c r e a s e d p o p u l a t i o n o f u n s p e c i f i e d 

c e l l s ( G A T A 6 a n d N A N O G d o u b l e p o s i t i v e s ) , b u t a s t a t i s t i c a l l y u n c h a n g e d n u m b e r o f 

c o r r e c t l y s p e c i f i e d E P I ( N A N O G - p o s i t i v e ) c e l l s ( T h a m o d a r a n et B r u c e , 2 0 1 6 ) ; i n v o k i n g a 

f a i l e d m e c h a n i s m o f P r E s p e c i f i c a t i o n a n d d i f f e r e n t i a t i o n . 

B e s i d e s i t s r o l e i n I C M d e v e l o p m e n t , a T E s p e c i f i c r o l e i n t h e c o n t e x t o f F G F 2 s i g n a l l i n g 

a n d b l a s t o c y s t e x p a n s i o n h a s a l s o b e e n r e p o r t e d ; w h e r e b y b l a s t o c y s t s ( E 3 . 5 - E 4 . 5 ) t r e a t e d 

w i t h p 3 8 - M A P K i d i s p l a y d e f e c t s i n c a v i t y e x p a n s i o n ( B o r a etal, 2 0 1 9 ; B o r a etal, 2 0 2 1 ; 

T h a m o d a r a n et B r u c e . , 2 0 1 6 ) , w h i l e e m b r y o s m i c r o i n j e c t e d w i t h a n t i - F G F 2 a n t i b o d i e s , 

f a i l e d t o d e v e l o p a c a v i t y a t a l l ( Y a n g et W i l s o n , 2 0 1 5 ) . I n t e r e s t i n g l y , d e f e c t s i n I C M c e l l f a t e 

s p e c i f i c a t i o n / d i f f e r e n t i a t i o n h a v e a l s o b e e n r e p o r t e d i n b l a s t o c y s t s w i t h i m p a i r e d c a v i t y s i z e / 

v o l u m e . A s t u d y b y R y a n et al, d e m o n s t r a t e d t h a t m o d i f y i n g t h e s i z e o f t h e b l a s t o c y s t c a v i t y 

d u r i n g e a r l y m a t u r a t i o n s t a g e s ( E 3 . 5 - E 4 . 0 ) b y e i t h e r c h e m i c a l m e a n s ( u s i n g o u a b a i n t o 

i n h i b i t t h e A T P 1 c h a n n e l r e s p o n s i b l e f o r c a v i t y f l u i d a c c u m u l a t i o n ) o r m e c h a n i c a l m e a n s l e d 

t o d e c r e a s e d e x p r e s s i o n o f P r E m a r k e r p r o t e i n s a t E 4 . 0 ( R y a n et al, 2 0 1 9 ) . I n t r i g u i n g l y , t h e 

d e f e c t s i n P r E d i f f e r e n t i a t i o n a s s o c i a t e d w i t h p 3 8 - M A P K i c l o s e l y r e s e m b l e t h o s e o b s e r v e d 
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i n m e c h a n i c a l l y d e f l a t e d b l a s t o c y s t s , i n c l u d i n g r e d u c e d G A T A 4 e x p r e s s i o n a n d n o r m a l E P I 

s p e c i f i c a t i o n as i n d i c a t e d b y a n a l y s i s o f e i t h e r N A N O G o r S O X 2 e x p r e s s i o n . I n h i b i t i o n o f 

p 3 8 - M A P K a c t i v i t y h a s b e e n r e p o r t e d t o i n c r e a s e m o u s e b l a s t o c y s t T E t i g h t j u n c t i o n 

p e r m e a b i l i t y a n d r e d u c e a q u a p o r i n a n d N a 7 K + p u m p s e x p r e s s i o n ( B e l l et W a t s o n , 2 0 1 3 ) ; 

c o n t r i b u t i n g t o r e d u c e d c a v i t y s i z e / v o l u m e . A l t h o u g h t h e m a j o r i t y o f d e r i v e d d a t a c o m e s 

f r o m m o u s e e m b r y o s , i n h i b i t e d a t t h e 3 2 - c e l l ( E 3 . 5 ) s t a g e , t h e p r o p o s e d w i n d o w o f p 3 8 -

M A P K i n h i b i t i o n i n s e n s i t i v i t y i s r e p o r t e d a r o u n d E 3 . 5 + l O h s t a g e , c o i n c i d i n g w i t h 

b l a s t o c y s t d e f i n i t i v e m a t u r a t i o n t i m i n g ( B o r a et al, 2 0 2 1 ; P o s f a i et al, 2 0 1 7 ; T h a m o d a r a n et 

B r u c e , 2 0 1 6 ) . 

A n a m b i t i o u s m a s s s p e c t r o m e t r i c p h o s p h o p r o t e o m i c a n d p r o t e o m i c a n a l y s i s , c o u p l e d w i t h 

m R N A - S e q d a t a , b y B o r a et al, d e m o n s t r a t e d t h a t p 3 8 - M A P K i n h i b i t e d b l a s t o c y s t s s h o w e d 

s i g n i f i c a n t l y r e d u c e d t r a n s l a t i o n a l a c t i v i t y d u r i n g t h e e a r l y b l a s t o c y s t m a t u r a t i o n p e r i o d 

c o m p a r e d t o c o n t r o l e m b r y o s ; a n d t h e p r e s e n t e d c o m b i n e d p r o t e o m e a n d p h o s p h o p r o t e o m e 

r e s u l t s i n c l u d e d a l m o s t 3 0 0 d i f f e r e n t i a l l y e x p r e s s e d p r o t e i n s , l i k e l y a f f e c t e d d i r e c t l y o r 

i n d i r e c t l y b y p 3 8 - M A P K i n h i b i t i o n ( B o r a et al, 2 0 2 1 ) . O n t o l o g i c a l a n a l y s i s r e v e a l e d 

d y s r e g u l a t i o n o f p r o t e i n s a s s o c i a t e d w i t h t r a n s l a t i o n ( p r i m a r i l y r e d u c e d e x p r e s s i o n ) , as w e l l 

a s g e n e r a l d e p l e t i o n i n p h o s p h o r y l a t i o n l e v e l s o f s o m e R N A s t a b i l i t y r e g u l a t o r y p r o t e i n s , i n 

t u r n , s u g g e s t i n g p 3 8 - M A P K o r c h e s t r a t e s r e g u l a t e d p r o t e i n s y n t h e s i s d u r i n g t h e e a r l y 

b l a s t o c y s t a n d i n h i b i t o r s e n s i t i v e d e v e l o p m e n t a l w i n d o w . M o r e o v e r , a d d i t i o n a l 

t r a n s c r i p t o m e a n a l y s e s o f p 3 8 - M A P K i n h i b i t e d ( p 3 8 - M A P K i ) e m b r y o s , p e r f o r m e d a t t h r e e 

d i f f e r e n t d e v e l o p m e n t a l s t a g e s ( E 3 . 5 + 4 , + 7 , + 1 0 h ) , i d e n t i f i e d s u m m a r i l y v a r y i n g p a t t e r n s 

o f t r a n s c r i p t i o n a c t i v i t y , p e a k i n g a t E 3 . 5 + 7 h t i m e p o i n t , n e v e r t h e l e s s r e v e r t i n g b a c k t o t h e 

l e v e l s o b s e r v e d i n c o n t r o l b l a s t o c y s t s b y t h e E 3 . 5 + 1 0 h p e r i o d . T h e m o s t d i f f e r e n t i a l l y 

v a r i a b l e t r a n s c r i p t s b e i n g p r o t e i n t r a n s l a t i o n r e l a t e d g e n e s , f o l l o w e d b y m i t o c h o n d r i a l 

r e s p i r a t i o n a n d r e g u l a t o r s o f R N A s p l i c i n g ( F i g u r e 6 ) . T h e l a t t e r t w o f u n c t i o n a l c l u s t e r s 

b e i n g c o n t r i b u t e d t o v i a p 3 8 - M A P K m e d i a t e d p h o s p h o r y l a t i o n o f t h e M Y B B P 1 A p r o t e i n 

( B o r a etal, 2 0 2 1 ( a ) ) . 
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Figure 6. S t a t i s t i c a l l y e n r i c h e d g e n e o n t o l o g y a n a l y s i s o f t h e t o p 1 5 t e r m s i d e n t i f i e d i n t h e p 3 8 - M A P K 

r e g u l a t e d t r a n s c r i p t o m e a t t h e E 3 . 5 + 7 h t i m e - p o i n t . T r a n s c r i p t o m i c a n a l y s i s o f t h e e f f e c t o f p 3 8 - M A P K i d u r i n g 

e a r l y b l a s t o c y s t m a t u r a t i o n r e v e a l s a d i s t i n c t r e g u l a t o r y n o d e g o v e r n e d b y p 3 8 - M A P K . M a r k e d o v e r a l l m R N A 

i n c r e a s e s i n t h e i n h i b i t e d c o n d i t i o n s u g g e s t s i m p o r t a n c e o f p 3 8 - M A P K m e d i a t e d p h o s p h o r y l a t i o n o f p r o t e i n s a s 

a f a c i l i t a t i n g m e c h a n i s m o f P r E d i f f e r e n t i a t i o n f r o m a n u n c o m m i t t e d s t a t e , a s w e l l a s m i t o c h o n d r i a l r e s p i r a t i o n 

a n d R N A s p l i c i n g ( t a k e n f r o m B o r a et al, 2 0 2 1 ) . 

1.3. Mitochondria 
1.3.1. Mitochondrial structure and function 

M i t o c h o n d r i a a r e d o u b l e - m e m b r a n e o r g a n e l l e s r e s p o n s i b l e f o r p r o d u c i n g A T P t h r o u g h 

o x i d a t i v e p h o s p h o r y l a t i o n ( O X P H O S ) , t a k i n g p a r t i n t h e t r i c a r b o x y l i c ( T C A ) a n d u r e a 

c y c l e s , a l s o r e g u l a t i n g C a 2 + h o m e o s t a s i s a n d p a r t i c i p a t i n g i n c e l l u l a r s t r e s s r e s p o n s e , 

a p o p t o t i c p a t h w a y a n d s t e r o i d b i o g e n e s i s ( T u p p e n etal, 2 0 1 0 ) . M i t o c h o n d r i a a r e c o m p r i s e d 

o f t w o m e m b r a n e s : s e m i p e r m e a b l e o u t e r a n d i m p e r m e a b l e f o r m o s t m e t a b o l i t e s m e m b r a n e s 

i n n e r ( t h a t c a n b e a r r a n g e d as f o l d i n g s t r u c t u r e s c a l l e d c r i s t a e ) , s e p a r a t e d b y i n t e r m e m b r a n e 

s p a c e a n d D N A - p r o t e i n rich i n n e r m e m b r a n e m a t r i x ( F i g u r e 7 ) . 

T h e o u t e r m e m b r a n e s u r r o u n d s t h e e n t i r e m i t o c h o n d r i o n a n d s e p a r a t e s m i t o c h o n d r i a l 

c o n t e n t f r o m t h e c y t o s o l , a l l o w i n g p a s s a g e o f s m a l l m o l e c u l e s ( t o l O k D a ) i n t o t h e i n t e r 

m e m b r a n e s p a c e v i a v o l t a g e - d e p e n d e n t a n i o n c h a n n e l m e m b r a n e p r o t e i n s ( a l s o k n o w n as 

p o r i n s ) . T r a n s f e r o f b i g g e r p r o t e i n s a c r o s s t h e m e m b r a n e r e q u i r e s s p e c i a l m i t o c h o n d r i a l 

s i g n a l s e q u e n c e ( a t t h e i r N t e r m i n u s ) a n d i s f a c i l i t a t e d v i a t r a n s l o c a s e p r o t e i n u n i t s : 

t r a n s l o c a s e o f t h e o u t e r m e m b r a n e ( T O M ) c o m p l e x ( f r o m c y t o s o l t o i n t e r m e m b r a n e s p a c e ) 

a n d t r a n s l o c a s e o f t h e i n n e r m e m b r a n e ( T I M ) c o m p l e x ( f r o m t h e i n t e r m e m b r a n e s p a c e i n t o 

t h e i n n e r m e m b r a n e ) . T h e i n n e r m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e i s i m p e r m e a b l e t o i o n s a n d p o l a r 

m o l e c u l e s , w h i l e p r o t e i n t r a n s p o r t i s f a c i l i t a t e d o n l y t h r o u g h t r a n s l o c a s e s . T h e i n n e r 

m e m b r a n e a c t s as a c o l l e c t i v e h u b f o r r e s p i r a t o r y c h a i n c o m p l e x e s , w h e r e p r o t e i n s u b u n i t s 
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c a n b e a s s e m b l e d a n d u t i l i z e d f o r t h e g e n e r a t i o n o f t h e e l e c t r o c h e m i c a l g r a d i e n t r e q u i r e d f o r 

O X P H O S a n d s u b s e q u e n t A T P g e n e r a t i o n . ( W a g n e r et al, 2 0 0 9 ) . 

D u e t o t h e s e m i p e r m e a b l e n a t u r e o f t h e o u t e r m e m b r a n e , t h e i n t e r m e m b r a n e s p a c e c o n t a i n s 

a s i m i l a r p r o t e i n a n d s u g a r c o n t e n t as i n c y t o s o l , w h i l e a l s o p o s s e s s i n g s o m e u n i q u e 

m i t o c h o n d r i a l e n z y m e s r e s p o n s i b l e f o r c a t a l y t i c {e.g. a d r e n a l i n e o x i d a t i o n ) , a n a b o l i c {e.g. 

A T P s y n t h e s i s , e l o n g a t i o n o f f a t t y a c i d s ) as w e l l as o t h e r m e t a b o l i c / c e l l b i o l o g i c a l r e a c t i o n s 

{e.g. f u s i o n a n d f i s s i o n o f m i t o c h o n d r i a , t r a n s p o r t o f m e t a b o l i t e s ; V a n B l e r k o m , 2 0 1 1 ) . 

C h a i n 

Figure 7 . M a m m a l i a n m i t o c h o n d r i o n s t r u c t u r e . M i t o c h o n d r i a c o n s i s t s o f t w o m e m b r a n e s , i n n e r a n d o u t e r , b o t h 

a r e m a d e o f p h o s p h o l i p i d b i l a y e r s . T h e p r e s e n c e o f p o r i n p r o t e i n s e n a b l e s p a s s a g e o f c y t o s o l i c m e t a b o l i t e s u p 

t o l O k D a i n t o t h e i n t e r m e m b r a n e s p a c e . M u l t i p l e f o l d i n g o f i n n e r m e m b r a n e , t e r m e d c r i s t a e , a r e e s s e n t i a l t o 

i n c r e a s i n g e f f e c t i v i t y o f T C A c y c l e r e a c t i o n s v i a e x p o s i n g g r e a t e r s u r f a c e a r e a . A d d i t i o n a l l y , t h e i n n e r 

m e m b r a n e i s a l s o a p l a c e o f r e s i d e n c e t o E l e c t r o n T r a n s p o r t C h a i n ( E T C ) c o m p l e x p r o t e i n s , w h e r e O X P H O S 

t a k e s p l a c e , ( t a k e n f r o m Y u s o f f et al., 2 0 1 5 ) 

A T P s y n t h e s i s i n m i t o c h o n d r i a i s d e p e n d a n t o n g e n e r a t e d m e t a b o l i t e s f r o m t h e T C A c y c l e 

a n d i s p o s s i b l e d u e t o t h e O X P H O S r e a c t i o n s t a k i n g p l a c e i n t h e E T C ; a n i n t e r c o n n e c t e d 

s y s t e m o f m o r e t h a n 8 0 p r o t e i n s , a s s e m b l e d i n t o 5 c o m p l e x e s ( c o m p l e x I t h r o u g h V ) , 

r e s p o n s i b l e f o r H V p r o t o n i n f l u x f r o m t h e m a t r i x i n t o t h e i n t e r m e m b r a n e space , i n t u r n 

g e n e r a t i n g a s t r o n g e l e c t r o c h e m i c a l g r a d i e n t a c r o s s t h e c r i s t a e o f t h e i n n e r m e m b r a n e . T h e 

r a t e o f r e s p i r a t o r y a c t i v i t y d e p e n d s o n t h e a b i l i t y o f E T C c o m p l e x e s t o a s s e m b l e i n t o a c t i v e 

s u p e r - c o m p l e x e s a c r o s s t h e i n n e r m e m b r a n e ( D u m o l l a r d et al, 2 0 0 7 ; W i l d i n g et al, 2 0 0 1 ) . 

T r i g l y c e r i d e a n d c a r b o h y d r a t e o x i d a t i o n , r e d u c e s e l e c t r o n c a r r i e r s i n t h e f o r m o f N A D H a n d 
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FADH2, t h a t t r a n s f e r e l e c t r o n s t o a c c e p t o r m o l e c u l e s i n t h e E T C , i n t h e i n n e r m i t o c h o n d r i a l 

m e m b r a n e . 

T h i s p r o c e s s s t a r t s w i t h o x i d a t i o n o f N A D H b y c o m p l e x I o r s u c c i n a t e / FADH2 b y c o m p l e x 

I I . C o e n z y m e Q r e c e i v e s t h e s e e l e c t r o n s a n d p a s s e s t h e m o n t o C o m p l e x I I I . T h e e l e c t r o n s 

a r e t h e n t r a n s f e r r e d t o c y t o c h r o m e c ( m o b i l e e l e c t r o n c a r r i e r p r o t e i n , s i m i l a r i n f u n c t i o n t o 

C o e n z y m e Q ) , b e f o r e m o v i n g o n t o C o m p l e x I V . F i n a l l y , t h e e l e c t r o n s a r e p a s s e d t o V2 O2 t o 

p r o d u c e H2O. T h e e n e r g y r e l e a s e d d u r i n g e l e c t r o n p a s s a g e t h r o u g h c o m p l e x e s I , I I I , a n d I V , 

i s u s e d f o r p r o t o n p u m p i n g f r o m t h e m i t o c h o n d r i a l m a t r i x a c r o s s t h e i n n e r m e m b r a n e t o t h e 

i n t e r m e m b r a n e space . P r o t o n s t h e n d i f f u s e b a c k v i a c o m p l e x V , A T P s y n t h a s e , a n d t h e 

c o n c e n t r a t e d e n e r g y , m a n i f e s t e d as a n e l e c t r o c h e m i c a l g r a d i e n t , e n a b l e s c o m p l e x V t o 

p h o s p h o r y l a t e a d e n o s i n e d i p h o s p h a t e ( A D P ) f o r m i n g A T P ( D u m o l l a r d etal, 2 0 0 7 ; W i l d i n g 

etal, 2 0 0 1 ; Y u s o f f etal., 2 0 1 5 ) . T h e E T C - r e l a t e d r e a c t i o n s o f m i t o c h o n d r i a O X P H O S a r e 

s u m m a r i z e d i n F i g u r e 8. 

acetyl-CoA 

Figure 8. T h e m i t o c h o n d r i a l e l e c t r o n t r a n s p o r t c h a i n ( t a k e n f r o m N o l f i - D o n e g a n et al., 2 0 2 0 ) . 

1.3.2. Mitochondria in oocytes and early embryos 

F u n d a m e n t a l l y , o o c y t e , z y g o t e a n d e m b r y o n i c m a t u r a t i o n w o u l d b e i m p o s s i b l e w i t h o u t A T P 

p r o d u c t i o n d u e t o s e v e r e i m p a i r m e n t s o r i g i n a t i n g f r o m m e t a b o l i c d e p l e t i o n / d e f i c i t . 

M i t o c h o n d r i a l i n t r i c a t e m o r p h o l o g y a n d r e g u l a t o r y f u n c t i o n , a m i d s t i n t e n s i v e A T P 

p r o d u c t i o n , a r e c o n s i d e r e d e s s e n t i a l f a c t o r s f o r s u c c e s s f u l f e r t i l i z a t i o n a n d d e v e l o p m e n t a l 
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p r o g r e s s i o n o f t h e o o c y t e a n d f u t u r e e m b r y o ( V a n B l e r k o m , 2 0 1 1 ) . D u r i n g o o g e n e s i s t h e r e i s 

a n a m p l i f i c a t i o n i n m i t o c h o n d r i a l n u m b e r , s t a r t i n g w i t h o v a r i a n p r o g e n i t o r s t e m c e l l s 

p o s s e s s i n g a r o u n d 1 0 0 m i t o c h o n d r i a , i n c r e a s i n g t o 2 0 0 i n o o g o n i a a n d 1 0 0 0 0 i n p r i m o r d i a l 

f o l l i c l e o o c y t e s a n d 1 0 0 0 0 0 m i t o c h o n d r i a i n m a t u r e m e t a p h a s e I I ( M i l ) o o c y t e . 

A d d i t i o n a l l y , t h e c o p y n u m b e r o f m t D N A c o n s i d e r e d t o b e m a x i m a l i n M i l o o c y t e s , as 

d u r i n g t h e e a r l y e m b r y o n i c c l e a v a g e s t a g e s m t D N A r e p l i c a t i o n i s a b s e n t d u r i n g c e l l 

d i v i s i o n s , a n d u p u n t i l t h e I C M a n d T E l i n e a g e s a r e a l r e a d y e s t a b l i s h e d a n d t h e e m b r y o i s 

p r e p a r e d f o r i m p l a n t a t i o n ( P i k o e t T a y l o r , 1 9 8 7 ) . T h e a v e r a g e n u m b e r o f m t D N A c o p i e s i n 

m a m m a l i a n o o c y t e i s a r o u n d 2 0 0 0 0 0 , w h i l e t h e n u m b e r o f m i t o c h o n d r i a i s h a l f o f t h a t , 

m e a n i n g e v e r y m i t o c h o n d r i o n b e a r s v e r y f e w m t D N A c o p i e s , a r o u n d 1-2 ( C u m m i n s , 1 9 9 8 ) . 

U s i n g t h e m o u s e m o d e l , a m i n i m a l t h r e s h o l d , r e q u i r e d f o r s u c c e s s f u l p o s t - i m p l a n t a t i o n 

d e v e l o p m e n t h a s b e e n e s t a b l i s h e d as - 5 0 0 0 0 c o p i e s p e r o o c y t e ( W a i et al, 2 0 1 0 ) . 

M i t o c h o n d r i a i n M I o o c y t e s a r e r o u n d , p o s s e s s i n g a c o m p a r a t i v e l y s m a l l n u m b e r o f c r i s t a e 

a n d a d e n s e m a t r i x , w i t h t h e m o s t p r o m i n e n t m o r p h o l o g i c a l c h a r a c t e r i s t i c s b e i n g p e r i c o r t i c a l 

l o c a l i z a t i o n o f m i t o c h o n d r i a , as o p p o s e d t o s u r r o u n d i n g m e i o t i c s p i n d l e i n M i l o o c y t e s , 

a p i c a l / p e r i n u c l e a r l o c a l i z a t i o n i n 2 - c e l l u p t o 8 - c e l l s t a g e e m b r y o s a n d p r e d o m i n a n t l y 

p e r i n u c l e a r i n 1 6 - c e l l u p w a r d s ( H a r v e y , 2 0 1 9 ; V a n B l e r k o m , 2 0 1 1 ) . M i t o c h o n d r i a l 

t r a n s l o c a t i o n t o t h e p e r i n u c l e a r r e g i o n c o m m e n c e s p r i o r t o o o c y t e g e r m i n a l v e s i c l e 

b r e a k d o w n a n d i s l i n k e d w i t h s e v e r a l e n e r g y c o n s u m i n g p r o c e s s e s , s u c h as t h e d e v e l o p m e n t 

o f m i c r o t u b u l a r a r r a y s f r o m p e r i n u c l e a r m i c r o t u b u l e o r g a n i z i n g c e n t r e s , f o r m a t i o n o f p o l a r 

b o d i e s a n d c h r o m o s o m a l s e g r e g a t i o n ( V a n B l e r k o m et R u n n e r , 1 9 8 4 ) . 

Y e t a n o t h e r d i s t i n c t i v e f e a t u r e o f o o c y t e s , a s w e l l as c l e a v a g e s t a g e e m b r y o b l a s t o m e r e s , i s 

t h e o c c u r r e n c e o f a m i t o c h o n d r i a l m i c r o z o n a t i o n a t a s u b - p l a s m a l e m m a l d o m a i n . A l t h o u g h 

c o m p r i s i n g o n l y 3 - 5 % o f m i t o c h o n d r i a p o o l , t h e s u b - p l a s m a l e m m a l m i t o c h o n d r i a e x h i b i t 

s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d m i t o c h o n d r i a m e m b r a n e p o t e n t i a l ( M M P ) — t h e e l e c t r i c a l p o t e n t i a l 

d i f f e r e n c e ( v o l t a g e ) a c r o s s t h e i n n e r m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e , c r e a t e d b y t h e u n e v e n 

d i s t r i b u t i o n o f i o n s a c r o s s t h e m e m b r a n e . S p e c i f i c a l l y , t h e p o t e n t i a l d i f f e r e n c e a r i s e s f r o m 

t h e s e p a r a t i o n o f p r o t o n s ( H + ) o n o n e s i d e o f t h e i n n e r m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e ( t h e 

i n t e r m e m b r a n e s p a c e ) f r o m t h e p r o t o n s o n t h e o t h e r s i d e ( t h e i n n e r m a t r i x ) . T h e p r o p o s e d 

h y p o t h e s i s f o r s u c h a p h e n o m e n a i s o f t e n a s s o c i a t e d w i t h m i t o c h o n d r i a - r e g u l a t e d 

i n t e r c e l l u l a r s i g n a l t r a n s d u c t i o n o r i n h i b i t i o n o f s p e r m p e n e t r a t i o n a n d c o r t i c a l g r a n u l e 

e x o c y t o s i s v i a m e m b r a n e p o t e n t i a l - r e g u l a t e d m e c h a n i s m s ( V a n B l e r k o m , 2 0 0 8 ) . 
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T h r o u g h o u t e a r l y e m b r y o n i c l i n e a g e d e v e l o p m e n t , m i t o c h o n d r i a u n d e r g o d r a s t i c 

m o r p h o l o g i c a l , s p a t i o t e m p o r a l a n d p h y s i o l o g i c a l d e v e l o p m e n t , g e n e r a l i z e d b y f o r m a t i o n o f 

i n t r i c a t e n e t w o r k s o f m a t u r e c r i s t a e u p o n i m p l a n t a t i o n , b u t a l s o s p e c i f i c c h a n g e s , a t t r i b u t e d 

t o e a c h b l a s t o c y s t c e l l l i n e a g e ( Z h o u et al, 2 0 1 2 ) . I t i s i m p l i e d , t h a t t h e d i f f e r e n c e i n 

m i t o c h o n d r i a m a t u r a t i o n r a t e i s d i r e c t l y a s s o c i a t e d w i t h c e l l - s p e c i f i c e n e r g y d e m a n d , w h i c h 

m a y b e b a s e d o n i n c r e a s e d e n e r g y c o n s u m p t i o n a n d m e t a b o l i c s w i t c h e s f r o m g l y c o l y s i s t o 

O X P H O S i n d i f f e r e n t i a t i n g c e l l s ( V a n B l e r k o m , 2 0 0 8 ) . M i t o c h o n d r i a i n m a m m a l i a n o o c y t e s 

a n d e a r l y s t a g e e m b r y o s a r e g e n e r a l l y u n d e v e l o p e d a n d m i n u s c u l e i n s i z e ( < l m ) , c i r c u l a r l y 

s h a p e d a n d w i t h t i g h t c r i s t a e ; c o n t r a s t i n g w i t h t h o s e , d u r i n g m i d - c l e a v a g e ( 8 - 1 6 c e l l s ) s t a g e , 

m i t o c h o n d r i a l m o r p h o l o g y t r a n s i t i o n s f r o m s p h e r i c a l t o e l l i p t i c a l w i t h n o t i c e a b l y i n c r e a s e d 

c r i s t a e f o r m a t i o n ( H a y a s h i et al, 2 0 2 1 ; S a t h a n a n t h a n et al, 2 0 0 0 ) . I n a c c o r d a n c e , h u m a n 

c l e a v a g e s t a g e e m b r y o s h a v e s h o w n c o n s t a n t l e v e l s o f A T P c o n t e n t f r o m f e r t i l i z a t i o n t o t h e 

4 - c e l l s t a g e , a c c o m p a n i e d b y a s i g n i f i c a n t i n c r e a s e a t t h e 8 - 1 6 - c e l l s t age . F o l l o w i n g t h a t , a 

n o t i c e a b l e d e c r e a s e i n A T P c o n t e n t w a s o b s e r v e d i n c o m p a c t m o r u l a a n d e a r l y b l a s t o c y s t 

s t a g e s , c o u p l e d w i t h a m i n o r i n c r e a s e a t t h e e x p a n d e d l a t e b l a s t o c y s t s t a g e ( G a r d n e r et 

H a r v e y , 2 0 1 5 ) . I n t e r c e l l u l a r u n i f o r m i t y b e t w e e n b l a s t o m e r e m i t o c h o n d r i a l p h y s i o l o g y a n d 

m o r p h o l o g y c e a s e s t o e x i s t s p e c i f i c a l l y a r o u n d t h e e a r l y b l a s t o c y s t ( E 3 . 5 ) s t a g e a n d u p u n t i l 

i m p l a n t a t i o n : as m o r e t h a n 8 0 % o f t h e p r e i m p l a n t a t i o n e m b r y o A T P p o o l i s g e n e r a t e d i n t h e 

T E , w h i l e I C M c e l l s a r e m a i n t a i n e d i n a s t a t e o f r e l a t i v e q u i e s c e n c e ( H o u g h t o n , 2 0 0 6 ) . 

I n d e e d , i n c a t t l e , 1 0 % - 4 0 % o f t o t a l e n e r g y s t o r a g e i s c o n s u m e d b y N a + / K + - A T P a s e s l o c a t e d 

o n t h e b a s o l a t e r a l s u r f a c e s o f t h e T E t h a t a r e r e s p o n s i b l e f o r b l a s t o c y s t c a v i t y e x p a n s i o n 

( H a y a s h i etal, 2 0 2 1 ) . T h e o b s e r v e d m i t o c h o n d r i a l h y p e r p o l a r i z a t i o n o f T E c e l l s , 

c o n t r a s t i n g w i t h l o w m e m b r a n e p o t e n t i a l a c r o s s I C M m i t o c h o n d r i a , i s o f t e n e x p e r i m e n t a l l y 

e v a l u a t e d u t i l i z i n g p o t e n t i o m e t r i c c h e m i c a l d y e s ( s u c h as M i t o T r a c k e r R e d - a r o s a m i n e 

d e r i v a t i v e c h e m i c a l , c o n t a i n i n g c h l o r o m e t h y l m o i e t i e s t h a t c a n r e a c t w i t h f r e e s u l f h y d r y l s 

l o c a t e d a c r o s s t h e i n n e r m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e , t e t r a m e t h y l r h o d a m i n e m e t h y l e s te r , J c - 1 

o r m a n y o t h e r d e l t a p s i m o r c a r b o c y a n i n e - s e n t i t i v e r e a g e n t s , w h i c h b i n d t o t h e m i t o c h o n d r i a 

i n n e r m e m b r a n e a n d a l l o w m e a s u r e m e n t s o f a q u a n t i f i a b l e d e g r e e o f i n t e n s i t y o f t h e 

m e m b r a n e p o l a r i z a t i o n p o t e n t i a l ; B u c k m a n et al, 2 0 0 1 ; L i m a et al, 2 0 2 1 ; R o v i n i et al, 

2 0 2 1 ; V a n B l e r k o m et al, 2 0 0 2 ) . I n a d d i t i o n t o A T P c o n t e n t , M M P i s a n e x c e l l e n t i n d i c a t o r 

o f c e l l u l a r v i a b i l i t y , d i r e c t l y r e f l e c t i n g t h e p u m p i n g o f p r o t o n s a c r o s s t h e i n n e r m e m b r a n e 

d u r i n g t h e p r o c e s s o f e l e c t r o n t r a n s p o r t a n d O X P H O S . I t h a s b e e n r e p o r t e d t h a t M M P 

18 



c h a n g e s t h r o u g h o u t p r e i m p l a n t a t i o n d e v e l o p m e n t ( D i a z et al, 1 9 9 9 ) . A s a n e x a m p l e , J c - 1 

s t a i n i n g o f m o u s e z y g o t e s , 2 - , 4 - , 8 - c e l l , c o m p a c t m o r u l a a n d b l a s t o c y s t s t a g e e m b r y o s 

i n d i c a t e d t h a t M M P r e m a i n e d l o w i n e a r l y ( p r e - 8 - c e l l ) s t a g e s , b u t e l e v a t e d d u r i n g l a t e r 

s t a g e s ( A c t o n et al. 2 0 0 4 ) . A n e x p l a n a t i o n f o r t h e f o l l o w i n g o b s e r v a t i o n s c a n b e s u s t a i n e d b y 

t h e f a c t , t h a t s i n c e t h e r e i s n o m i t o c h o n d r i a l r e p l i c a t i o n u n t i l b l a s t o c y s t h a t c h i n g , t h e i n i t i a l 

p o p u l a t i o n o f m i t o c h o n d r i a m u s t b e r a t i o n e d a n d t h e r e f o r e t h e m e t a b o l i c a c t i v i t y o f f e w e r 

m i t o c h o n d r i a p e r c e l l m u s t i n c r e a s e t o m e e t t h e r i s i n g d e m a n d s o f c e l l u l a r a c t i v i t y ( P i k o et 

T a y l o r , 1 9 8 7 ) . C o n s e q u e n t l y , i n m o u s e e m b r y o s o f t h e p o s t - m o r u l a s t a g e , T E c e l l s p o s s e s s 

m o r e e l o n g a t e d m i t o c h o n d r i a , c o m p a r e d t o t h e I C M ( K u m a r etal, 2 0 1 8 ) . T h e s a m e 

s i t u a t i o n c a n b e o b s e r v e d i n h u m a n a n d b o v i n e e m b r y o s , as w e l l as m e s o d e r m d i f f e r e n t i a t e d 

h u m a n e m b r y o n i c s t e m c e l l s ( M o h r et T r o u n s o n , 1 9 8 2 ; P r o w s e et al, 2 0 1 2 ) . T h e 

m o r p h o l o g i c a l m a t u r a t i o n o f m i t o c h o n d r i a i s b e l i e v e d t o b e m a i n l y a s s o c i a t e d w i t h t h e 

a l t e r n a t i n g m e t a b o l i c c o n s u m p t i o n p r o f i l e o f t h e d e v e l o p i n g e m b r y o ( M a y - P a n l o u p etal., 

2 0 2 1 . ) F r o m t h e z y g o t e t o m o r u l a , A T P p r o d u c t i o n l e v e l s r e m a i n c o n s t a n t a n d t h e m e t a b o l i c 

a c t i v i t y m a i n l y r e v o l v e s a r o u n d O X P H O S r e l a t e d s u b s t r a t e s . P r i o r t o t h e b l a s t o c y s t s t a g e , 

p y r u v a t e i s t h e m a i n e n e r g y s o u r c e u p u n t i l t h e 2 - c e l l s t a g e , f u r t h e r a c c o m p a n i e d b y 

g l u t a m i n e a n d a s p a r t a t e as t h e i m p o r t a n t A T P g e n e r a t i n g m e t a b o l i t e s , p r i o r t o 8 - c e l l s t a g e , 

w h i l e t h e g e n e r a l r a t e o f g l u c o s e i n t a k e , r e q u i r e d f o r g l y c o l y s i s , i s c o m p a r a t i v e l y l o w u n t i l 

t h e m o r u l a s t a g e ( r e v i e w e d i n A b s a l o n - M e d i n a et al., 2 0 1 4 ; G a r d n e r et H a r v e y , 2 0 1 5 ) . T h e 

k e y i m p o r t a n c e o f p y r u v a t e , n o t o n l y as a n u t r i e n t s o u r c e , h a s b e e n d e m o n s t r a t e d i n Z G A 

p r o m o t i o n , as t h e a b s e n c e o f e x o g e n o u s l y s o u r c e d p y r u v a t e b l o c k s c e l l - c y c l e f u n c t i o n i n g 

a n d f u r t h e r e m b r y o d e v e l o p m e n t ( N a g a r a j et al, 2 0 1 7 ) . A t t h e m o r u l a s t a g e t h e r e i s a n 

o b v i o u s m e t a b o l i c s h i f t i n A T P p r o d u c t i o n t o g l y c o l y s i s , w h i l e d u r i n g t h e b l a s t o c y s t s t a g e , 

e v e n g r e a t e r c e l l u l a r c a p a c i t y t o u p t a k e g l u c o s e i s a p p a r e n t , as a l m o s t 5 0 % o f m o l e c u l a r 

g l u c o s e i s c o n v e r t e d i n t o l a c t a t e v i a f e r m e n t a t i v e r e a c t i o n s , m a i n l y i n t h e I C M c e l l s , 

s u g g e s t i n g T E - e x c l u s i v e s w i t c h f r o m g l y c o l y t i c t o t h e m i t o c h o n d r i a - b a s e d O X P H O S A T P 

s u p p l y ( F i g u r e 9 ; H o u g h t o n , 2 0 0 6 ) . I n d e e d , o n a m o l e c u l a r l e v e l , u p r e g u l a t e d O X P H O S A T P 

p r o d u c t i o n i n T E m i t o c h o n d r i a i s a s s o c i a t e d w i t h t i s s u e - s p e c i f i c i n a c t i v i t y i n H i p p o 

s i g n a l l i n g , s p e c i f i c a l l y T E A D 4 - m e d i a t e d t r a n s c r i p t i o n o f T E - s p e c i f i c g e n e s . E x p e r i m e n t s o n 

T E A D 4 - k n o c k o u t m i c e d e m o n s t r a t e a c r u c i a l m o l e c u l a r m e c h a n i s m o f m i t o c h o n d r i a 

m e t a b o l i s m r e g u l a t i o n i n t h e f o r m o f T E A D 4 - r e g u l a t e d P O L R M T r e c r u i t m e n t , w h i c h 
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e n h a n c e s m t D N A - e n c o d e d g e n e s t r a n s c r i p t i o n a n d i s e s s e n t i a l t o p r o p e r T E d e v e l o p m e n t 

( K u m a r et al, 2 0 1 8 ) . 

1 -eel. stage 
(zygote) 2 cell stage 4 cell stage 

I 

8-cell stage 16-eell stage 32 cell stage 64-cell stage >100 cell stage 
(early morula) (morula) (early blastocyst) (mid blastocyst) (late blastocyst) 

I I I I L _ 
E0.5 

Fallopian Tubes Uterus 

^Ltf n n n n &-^> 

Aspartate 

Pyruvate Pyruvate Glucose 

Lactate 

OXPHOS 
I (Anaerobic) Glycolysis (ICM 

Glycolysis + OXPHOS (TE) 

Figure 9. A s c h e m a t i c t i m e l i n e o f m a i n e n e r g e t i c p a t h w a y s a n d c o r r e s p o n d i n g m e t a b o l i c s o u r c e s i n v o l v e d i n 

e m b r y o n i c d e v e l o p m e n t . T h e l o c a t i o n o f d e v e l o p i n g e m b r y o i s h i g h l i g h t e d t o d e m o n s t r a t e a c h a n g e i n m a t e r n a l 

f l u i d c o n t e n t — c o n s u m p t i o n o f s o d i u m p y r u v a t e a n d o t h e r c a r b o x y l i c a c i d s i s r e l a t i v e l y g r e a t e r a t t h e p r e -

c o m p a c t i o n s t a g e s , c o i n c i d e n t w i t h t h e r e l a t i v e l y m o r e o x y g e n a t e d e n v i r o n m e n t o f t h e o v i d u c t . W h e n e m b r y o 

i s d e l i v e r e d t o t h e u t e r u s , t h e o x y g e n t e n s i o n d e c r e a s e s , w h i l e g l u c o s e m e t a b o l i s m i s e l e v a t e d t o d e a l w i t h 

h i g h e r e n e r g y d e m a n d s . A f t e r f e r t i l i z a t i o n , t h e z y g o t e i s d e p e n d e n t o n t r i c a r b o x y l i c a c i d s s u c h a s p y r u v a t e , 

l a t e r l a c t a t e a n d a s p a r t a t e a s t h e p r i m a r y e n e r g y s o u r c e s . A f t e r c o m p a c t i o n e v e n t , c e l l s a r e m e t a b o l i z i n g h i g h e r 

a m o u n t s o f m o l e c u l a r g l u c o s e b y a c t i v e l y u t i l i z i n g g l y c o l y s i s a n d p e n t o s e p h o s p h a t e p a t h w a y ( a d a p t e d f r o m 

M a y - P a n l o u p et al, 2 0 2 1 ) . 

1.3.3. Mitochondrial dysfunctions 

M i t o c h o n d r i a l d y s f u n c t i o n i s a h a l l m a r k o f m a n y h u m a n d i s e a s e s , i n c l u d i n g c a n c e r , 

n e u r o d e g e n e r a t i v e d i s o r d e r s , a n d m e t a b o l i c d i s e a s e s . M i t o c h o n d r i a l D N A h a s s o m e u n i q u e 

m u t a g e n i c p r o p e r t i e s , c o m p a r e d t o n u c l e a r D N A . T h e m u t a t i o n r a t e o f m t D N A i s 

s t a t i s t i c a l l y h i g h e r , w h i c h m a y b e e x p l a i n e d b y i t s p r o x i m i t y t o t h e r e s p i r a t o r y c h a i n a n d a 

l e a k a g e o f R O S m o l e c u l e s - s u p e r o x i d e a n i o n s p r o d u c e d b y i n c o m p l e t e t r a n s f e r o f e l e c t r o n s 

t o o x y g e n , d u e t o s t r e s s - i n d u c i n g c o n d i t i o n s ( h y p o x i a , c h e m i c a l d i s r u p t i o n , n e u r o l o g i c a l 

d i s o r d e r s etc) ( D e l u a o etal., 2 0 2 2 ) . T h e r a p i d e l e v a t i o n o f R O S l e v e l s c a n c a u s e n o t i c e a b l e 

a c c u m u l a t i o n o f p o i n t m u t a t i o n s , m e m b r a n e p o t e n t i a l d e p o l a r i z a t i o n a n d i n i t i a t e m i t o p h a g y , 
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l e a d i n g t o m i t o c h o n d r i a d e g r a d a t i o n . A t l e a s t n i n e s i t e s o f R O S p r o d u c t i o n h a v e b e e n 

d i s c o v e r e d i n m i t o c h o n d r i a , c a p a b l e o f p r o m o t i n g i n t r a - c e l l u l a r o x i d a t i v e s t r e s s , t h u s 

d a m a g i n g a l r e a d y e x p o s e d m i t o c h o n d r i a l D N A , t h a t d o e s n o t h a v e p r o t e c t i v e h i s t o n e s 

( s u b s t i t u t e d b y c o m p a c t n u c l e o i d s ) ( P i k o et T a y l o r , 1 9 8 7 ) . I n t h e h u m a n p o p u l a t i o n , 

m i t o c h o n d r i a l m u t a t i o n s a r e k n o w n t o b e h i g h l y p r e v a l e n t ( ~ 1 i n 2 0 0 ) , l e a d i n g t o e l e v a t e d 

i n c i d e n c e o f d i s e a s e s ( ~ 1 i n 5 0 0 0 b i r t h s ) ( S c h a e f e r et al, 2 0 0 8 ) . C u r r e n t l y , m o r e t h a n 2 5 0 

p a t h o g e n i c m t D N A m u t a t i o n s h a v e b e e n c l a s s i f i e d , w h i c h e f f e c t r e s p i r a t o r y c h a i n s u b u n i t s 

o r m i t o c h o n d r i a l p r o t e i n s y n t h e s i s ( D i M a u r o et S c h o n , 2 0 0 3 ) . M i t o c h o n d r i a l d i s o r d e r s c a n 

b e m a n i f e s t a t a n y a g e f r o m l a t e c h i l d h o o d t o a d u l t h o o d , o w i n g t o n u c l e a r D N A m u t a t i o n s 

p r e s e n t i n c h i l d h o o d . M u l t i p l e f a c t o r s a r e r e s p o n s i b l e f o r b o t h c e l l u l a r ( c h r o m o s o m e m i s -

s e g r e g a t i o n , s p i n d l e d e f e c t s ) a n d s p e c i f i c a l l y m i t o c h o n d r i a l d y s f u n c t i o n a t t h e e a r l y s t a g e s o f 

d e v e l o p m e n t ; t h e m o s t s e v e r e o n e s i n c l u d e e x p o s u r e t o e n d o c r i n e d i s r u p t o r s a n d R O S - b o t h 

e n v i r o n m e n t a l a n d as a b y p r o d u c t o f o x i d a t i v e r e a c t i o n s i n m i t o c h o n d r i a , c o u p l e d w i t h 

n a t u r a l a g e i n g p r o c e s s e s ( H u n t etal, 2 0 0 3 ; P e r k i n s etal., 2 0 1 6 ) . T h e e f f e c t s o f a g e i n g o n 

o o c y t e m i t o c h o n d r i a h a v e b e e n a s s e s s e d t h r o u g h s e v e r a l a s p e c t s , s u c h as M M P a c t i v i t y , 

w h i c h m o s t l i k e l y c o r r e l a t e s w i t h A T P p r o d u c t i o n r a t e , a l t h o u g h n o l i n k h a s b e e n e s t a b l i s h e d 

b e t w e e n M M P a n d o o c y t e / e m b r y o c o m p e t e n c e ( B r a n d e / N i c h o l l s , 2 0 1 0 ; W u etal, 2 0 0 7 ) . 

M i l o o c y t e s a r e e s p e c i a l l y s u s c e p t i b l e t o w a r d s d e s t r u c t i v e a b n o r m a l i t i e s o f t h e a g e i n g 

p r o c e s s , as o l d e r o o c y t e s , u n d e r c o n s t a n t e x p o s u r e t o d e l e t e r i o u s f a c t o r s t e n d t o p o s s e s s 

f e w e r n u m b e r s o f i n t r a c e l l u l a r m i t o c h o n d r i a , t h e r e f o r e g e n e r a t e l e s s A T P ( S i m s e k - D u r a n et 

al, 2 0 1 3 ) . 

1.3.4. MAPKs and mitophagy 

M i t o c h o n d r i a a r e d y n a m i c o r g a n e l l e s t h a t u n d e r g o c o n s t a n t f u s i o n a n d f i s s i o n e v e n t s t o 

m a i n t a i n t h e i r s h a p e a n d f u n c t i o n . D i s r u p t i o n s t o t h e s e e v e n t s c a n l e a d t o v a r i o u s 

m i t o c h o n d r i a l d i s o r d e r s , i n c l u d i n g n e u r o d e g e n e r a t i v e d i s e a s e s {e.g. P a r k i n s o n ' s d i s e a s e ) , 

c a n c e r {e.g. h e p a t o c e l l u l a r c a r c i n o m a ) , a n d m e t a b o l i c d i s o r d e r s . R e c e n t s t u d i e s h a v e s h o w n 

t h a t m i t o g e n - a c t i v a t e d p r o t e i n k i n a s e ( M A P K ) s i g n a l l i n g p a t h w a y s p l a y a c r i t i c a l r o l e i n 

r e g u l a t i n g m i t o c h o n d r i a l f u s i o n , f i s s i o n a n d c e l l u l a r a p o p t o s i s . T h u s , d y s r e g u l a t i o n o f t h e s e 

p a t h w a y s h a s b e e n l i n k e d t o t h e d e v e l o p m e n t o f s u c h a b o v e d e s c r i b e d d i s o r d e r s ( R e n et al, 

2 0 2 0 ; Z h a n g et al, 2 0 1 7 ) . T h e m a i n t h r e e M A P K f a m i l i e s - I N K , E R K 1 / 2 , a n d p 3 8 - M A P K 

p a r t i c i p a t e i n v a r i o u s c e l l u l a r f u n c t i o n s , i n c l u d i n g p r o l i f e r a t i o n , a p o p t o s i s a n d 

d i f f e r e n t i a t i o n . A m o n g t h e m , E R K 1 / 2 i s t h e m o s t w e l l - k n o w n M A P K w i t h a c o n f i r m e d 
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r e g u l a t o r y e f f e c t o n m i t o c h o n d r i a l d y n a m i c s . O n c o g e n i c R a s t r e a t m e n t c a n a c t i v a t e E R K 2 , 

l e a d i n g t o t h e p h o s p h o r y l a t i o n o f D R P 1 , w h i c h r e s u l t s i n a n i n c r e a s e i n m i t o c h o n d r i a l 

f r a g m e n t a t i o n ( C o o k etal., 2 0 1 7 ) . E R K 2 s u p p r e s s e s m i t o c h o n d r i a l f u s i o n b y 

p h o s p h o r y l a t i n g M F N 1 , f a c i l i t a t i n g c y t o c h r o m e c r e l e a s e a n d s u b s e q u e n t m i t o c h o n d r i a 

a p o p t o s i s . E R K 1 / 2 a c t i v a t i o n a l s o p a r t i c i p a t e s i n m i t o c h o n d r i a l f i s s i o n m e d i a t i o n d u r i n g t h e 

e a r l y s t a g e o f i n d u c e d p l u r i p o t e n t s t e m c e l l r e p r o g r a m m i n g b y p h o s p h o r y l a t i n g D R P 1 

( P r i e t o etal., 2 0 1 6 ) . B e s i d e s E R K 1 / 2 p a t h w a y , i t h a s b e e n s h o w n t h a t a c t i v a t i o n o f p 3 8 -

M A P K i n c e l l c u l t u r e s l e a d s t o i n c r e a s e d m i t o c h o n d r i a l D R P 1 - d e p e n d e n t f i s s i o n , w h i l e 

i n h i b i t i o n o f p 3 8 - M A P K w i t h S B 2 0 3 5 8 0 p r o m o t e s m i t o c h o n d r i a l f u s i o n a n d r e d u c e d 

f r a g m e n t a t i o n ( S o n g et al, 2 0 2 1 ) . T h e d y n a m i c s o f t h i s p a t h w a y h a v e b e e n i m p l i c a t e d i n a 

v a r i e t y o f d i s e a s e s , i n c l u d i n g P a r k i n s o n ' s d i s e a s e , A l z h e i m e r ' s d i s e a s e , a n d c a n c e r ( G u i et 

al, 2 0 2 0 ) . M o r e d e t a i l e d d e s c r i p t i o n o n t h e r o l e o f E R K 1 / 2 a n d p 3 8 - M A P K , as w e l l as o t h e r 

i m p o r t a n t s i g n a l l i n g c a s c a d e s i n D R P 1 - m e d i a t e d f i s s i o n a r e h i g h l i g h t e d i n F i g u r e 1 0 . 

ERK,P38-MAPK, 

Figure 10. S c h e m a t i c r e p r e s e n t a t i o n o f D P R 1 - m e d i a t e d m i t o c h o n d r i a l f i s s i o n . M i t o c h o n d r i a l f i s s i o n i n v o l v e s 

D R P 1 r e c r u i t m e n t a n d a n c h o r i n g o n t h e o u t e r m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e . T h e l o c a l i z a t i o n o f D R P 1 c a n b e 

i n f l u e n c e d b y p o s t - t r a n s l a t i o n a l m o d i f i c a t i o n s , p a r t i c u l a r l y p h o s p h o r y l a t i o n b y v a r i o u s e n z y m e s , i n c l u d i n g 

E R K , p 3 8 - M A P K , P K A , A M P K . M A P K - , P K A - a n d A M P K - d e p e n d e n t D R P 1 p h o s p h o r y l a t i o n a t S e r 6 3 7 a n d 

S e r 6 5 6 c a n i n h i b i t m i t o c h o n d r i a l f i s s i o n , w h i l e p h o s p h o r y l a t i o n a t S e r 6 1 6 , S e r 5 7 9 , a n d S e r 6 0 0 c a n p r o m o t e i t . 

T o a n c h o r D R P 1 t o t h e o u t e r m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e , i t b i n d s w i t h f o u r r e c e p t o r s : F I S 1 , M F F , M I D 4 9 , a n d 

M I D 5 1 . A c t i v e D R P 1 o l i g o m e r s f o r m ring-like s t r u c t u r e s t h a t c o n s t r i c t t o d i v i d e t h e m o t h e r m i t o c h o n d r i a i n t o 

d a u g h t e r m i t o c h o n d r i a ( t a k e n f r o m R e n et al, 2 0 2 0 ) . 
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2. Aims 
T h e g e n e r a l a i m o f t h i s t h e s i s i s t o r e s e a r c h m i t o c h o n d r i a l m o r p h o l o g y a n d p h y s i o l o g y 

d u r i n g m o u s e e a r l y d e v e l o p m e n t in vitro, i n c l u d i n g m i t o c h o n d r i a l a c t i v i t y i n t h e c o n t e x t o f 

p 3 8 - M A P K f u n c t i o n a n d i t s i n f l u e n c e t o w a r d s p r e i m p l a n t a t i o n m o u s e b l a s t o c y s t c e l l l i n e a g e 

a c q u i s i t i o n . T h e a i m s w e r e d i v i d e d i n t o t h e f o l l o w i n g p a r t s : 

1 . P r o v i d e e x p e r i m e n t a l d a t a o f m i t o c h o n d r i a m o r p h o l o g i c a l a n d p h y s i o l o g i c a l ( m e m b r a n e 

p o t e n t i a l ) c h a r a c t e r i s t i c s i n d e v e l o p i n g t i s s u e s o f l a t e m o u s e b l a s t o c y s t s t a g e p r e i m p l a n t a t i o n 

e m b r y o s . 

2 . I n v e s t i g a t e t h e p o t e n t i a l r e g u l a t o r y i n v o l v e m e n t o f p 3 8 - M A P K f u n c t i o n i n m i t o c h o n d r i a 

d e v e l o p m e n t , d i f f e r e n t i a t i o n a n d l i n e a g e - s p e c i f i c s e g r e g a t i o n . 
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3. Materials and Methods 
3.1. Embryo culture, selective inhibition of p38-MAPK, 

MitoTracker Red (CMXRos) staining, embryo fixation and 

immuno-fluorescence 
M o u s e e m b r y o s w e r e c o l l e c t e d f r o m F l h y b r i d ( C 5 7 B 1 6 x C B A / W ) f e m a l e s , t h a t w e r e 

t r e a t e d w i t h 7 . 5 I U o f P M S G ( F o l l i g o n , M S D A n i m a l H e a l t h , B o x m e e r , N e t h e r l a n d s ) v i a 

i n t r a - p e r i t o n e a l i n j e c t i o n s , f o l l o w e d b y 7 . 5 I U o f h C G ( S i g m a - A l d r i c h , U S A ; C a t . N o . 

C G 1 0 ) a f t e r 4 8 h o u r s a n d t h e n m a t e d o v e r n i g h t w i t h F l m a l e s . 2 - c e l l s t a g e ( E l . 5 ) e m b r y o s 

w e r e c o l l e c t e d f r o m o v i d u c t s o f p r e v i o u s l y e u t h a n i s e d f e m a l e m i c e ( u s i n g c e r v i c a l 

d i s l o c a t i o n t e c h n i q u e ) f o r in vitro c u l t u r i n g . O b t a i n e d e m b r y o s w e r e t h e n t r a n s f e r r e d t o 

c u l t u r i n g p l a t e s c o n t a i n i n g M 2 m e d i u m ( p r e w a r m e d a t 37°C f o r a p e r i o d o f 3 - 4 h o u r s ) a n d 

c o v e r e d i n l i g h t m i n e r a l o i l ( I r v i n e S c i e n t i f i c , U S A ; C a t . N o . 9 3 0 5 ) a n d t h e r e a f t e r c u l t u r e d i n 

b a t c h e s o f 15 e m b r y o s i n 1 0 [ x L d r o p s o f K S O M m e d i a w i t h a d d i t i o n o f n o n - e s s e n t i a l a m i n o 

a c i d s ( S i g m a - A l d r i c h U S A ; E m b r y o M a x K S O M M o u s e E m b r y o M e d i a ; C a t . N o . 

M R - 0 2 0 P - 5 F , c o m b i n e d M E M N o n - E s s e n t i a l A m i n o A c i d s S o l u t i o n T h e r m o F i s h e r 

S c i e n t i f i c , S c o t l a n d ; C a t . N o . 1 1 1 4 0 0 3 5 , d i l u t e d t o w o r k i n g c o n c e n t r a t i o n s o f 0 . 5 x — 

p r e w a r m e d a n d e q u i l i b r a t e d i n 5 % C 0 2 a n d 37°C) — as d e s c r i b e d i n M i h a j l o v i c etal. 2 0 1 5 . 

p 3 8 - M A P K s e l e c t i v e i n h i b i t o r , S B 2 2 0 0 2 5 ( C a l b i o c h e m , M i l l i p o r e , G e r m a n y ; C a t . N o . 

5 5 9 3 9 6 ) w a s d i s s o l v e d i n d i m e t h y l s u l f o x i d e ( D M S O ; S i g m a - A l d r i c h , U S A ; C a t . N o . 

D 4 5 4 0 ) a n d a d d e d t o K S O M + A A s o l u t i o n a t 2 0 p . M w o r k i n g c o n c e n t r a t i o n - E 3 . 5 s t a g e 

e m b r y o s w e r e t r a n s f e r r e d t o a p l a t e , c o n t a i n i n g K S O M + A A w i t h S B 2 2 0 0 2 5 a n d w a s h e d 

t h r o u g h a p p r o x i m a t e l y 6 - 8 d r o p s o f m e d i u m c o n t a i n i n g t h e i n h i b i t o r . T h e c o n t r o l g r o u p w a s 

c u l t u r e d i n K S O M + A A a n d a d d e d D M S O o f a n e q u a l v o l u m e t o t h e p 3 8 - M A P K i n h i b i t e d 

( p 3 8 - M A P K i ) g r o u p . M i t o T r a c k e r R e d ( C M X R o s ) ( I n v i t r o g e n , U S A ; C a t . N o . M 7 5 1 2 ) , a 

m i t o c h o n d r i a m e m b r a n e p o t e n t i a l - b i n d i n g r e d - f l u o r e s c e n t d y e w a s d i l u t e d i n K S O M + A A 

a t 5 0 0 n M c o n c e n t r a t i o n , t h e e m b r y o s w e r e t r a n s f e r r e d t o m e d i u m c o n t a i n i n g M i t o T r a c k e r 

R e d ( M T R ) , w a s h e d t h r o u g h 3 - 5 d r o p s a n d c u l t i v a t e d f o r 2 0 m i n u t e s f o l l o w i n g 

m a n u f a c t u r e r - s u g g e s t e d p r o t o c o l . A f t e r r e a c h i n g E 4 . 5 s t a g e , e m b r y o s w e r e w a s h e d i n 

T y r o d e ' s s o l u t i o n ( S i g m a - A l d r i c h , U S A ; C a t . N o . T 1 7 8 8 ) t o r e m o v e t h e zonapellucida, a n d 

f i x e d f o r 2 0 m i n u t e s i n 4 % p a r a f o r m a l d e h y d e ( S a n t a C r u z B i o t e c h n o l o g y , U S A ; C a t . N o . 

s c - 2 8 1 6 9 2 ) i n a 9 6 - w e l l p l a t e a t 37°C. F o l l o w i n g t h a t , f i x e d e m b r y o s w e r e w a s h e d i n a 
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0 . 1 5 % s o l u t i o n o f T w e e n - 2 0 ( S i g m a - A l d r i c h , U S A ; C a t . N o . P 9 4 1 6 ) i n p h o s p h a t e b u f f e r e d 

s a l i n e ( P B S ; S i g m a - A l d r i c h , U S A ; C a t . N o . B S S - 1 0 0 5 - B ; P B S T ) a n d i n c u b a t e d f o r 2 0 

m i n u t e s a t r o o m t e m p e r a t u r e ( R T ) . A f t e r w a r d s , f i x e d e m b r y o s w e r e p e r m e a b i l i s e d i n 0 . 5 % 

T r i t o n - X l O O ( S i g m a - A l d r i c h , U S A ; C a t . N o . T 8 7 8 7 ) d i l u t e d i n P B S f o r 2 0 m i n u t e s a t R T . 

N e x t , e m b r y o s w e r e t r a n s f e r r e d t o a d r o p o f 3 % b o v i n e s e r u m a l b u m i n ( B S A ; S i g m a -

A l d r i c h , U S A ; C a t . N o . A 7 9 0 6 ) i n P B S T f o r 3 0 m i n u t e s a t 4°C, i n o r d e r t o b l o c k n o n s p e c i f i c 

e p i t o p e s , f o l l o w e d b y a n o v e r n i g h t i n c u b a t i o n i n p r i m a r y a n t i b o d i e s r e c o n s t i t u t e d i n B S A 

w i t h 1 : 2 0 0 c o n c e n t r a t i o n ( a l l u t i l i z e d p r i m a r y a n d s e c o n d a r y a n t i b o d i e s a r e l i s t e d i n 

s u p p l e m e n t a r y m a t e r i a l s , S u p p l e m e n t a r y f i g u r e 7 ) . T h e n e x t s t e p s i n e m b r y o s t a i n i n g 

p r o t o c o l i n c l u d e s t h r e e e m b r y o s w a s h e s t h r o u g h P B S T a t R T , 3 0 m i n u t e i n c u b a t i o n i n B S A 

a t 4°C a n d 1 h o u r i n c u b a t i o n i n s e c o n d a r y a n t i b o d i e s ( 1 : 5 0 0 c o n c e n t r a t i o n ) a t 4°C. F i n a l l y , 

e m b r y o s a r e t r a n s f e r r e d t o a d r o p o f D N A - b i n d i n g D A P I - c o n t a i n i n g V e c t a s h i e l d ( V e c t o r 

L a b o r a t o r i e s , U S A ; C a t . N o . H - 1 2 0 0 ) f o r n u c l e a r c o u n t e r s t a i n i n g a n d , t h u s , w e r e r e a d y f o r 

c o n f o c a l i m a g i n g . 

3.2. Confocal microscopy imaging 
F i x e d e m b r y o s , u s e d f o r m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e p o t e n t i a l a n a l y s i s o f d e v e l o p i n g l i n e a g e s , 

w e r e s t a i n e d w i t h M T R , a n t i b o d i e s a g a i n s t l i n e a g e p r o t e i n m a r k e r s ( N A N O G f o r E P I , 

G A T A 4 f o r P r E , C D X 2 f o r T E a n d a G A T A 6 / N A N O G c o m b i n a t i o n f o r i d e n t i f y i n g d o u b l e -

p o s i t i v e u n s p e c i f i e d I C M c e l l s ) a n d F - a c t i n - b i n d i n g P h a l l o i d i n 4 8 8 / 6 4 7 - u s e d f o r c e l l -

b o u n d a r y i d e n t i f i c a t i o n , w e r e i m a g e d i n a g l a s s - b o t t o m e d d i s h u s i n g i n v e r t e d l a s e r - s c a n n i n g 

c o n f o c a l m i c r o s c o p e ( O l y m p u s F L U O V I E W F V l O i ) , e m p l o y i n g l a s e r e x c i t a t i o n a n d 

e m i s s i o n w a v e l e n g t h s e t t i n g s c o r r e s p o n d i n g t o D A P I , M i t o T r a c k e r R e d a n d s e c o n d a r y 

f l u o r e s c e n t l y - c o n j u g a t e d a n t i b o d y w a v e l e n g t h o f c o r r e s p o n d i n g a n a l y z e d p r o t e i n s , 

a c c o r d i n g l y . E a c h e m b r y o w a s s c a n n e d i n a c o m p l e t e s e r i e s o f z - s e c t i o n s t h r o u g h t h e w h o l e 

e m b r y o ( w i t h a s t e p - s i z e o f l u m ) . I m a g e s e t t i n g s w e r e k e p t u n i f i e d f o r a l l s c a n n e d e m b r y o s 

a c r o s s a l l i m a g i n g s e s s i o n s . 

H i g h e r q u a l i t y i m a g e a c q u i s i t i o n o f e m b r y o s u s e d f o r c o l o c a l i z a t i o n a n a l y s i s o f a c t i v e 

m i t o c h o n d r i a , as w e l l as d i g i t a l i z e d r e c o n s t r u c t i o n o f m i t o c h o n d r i a n e t w o r k s w a s e m p l o y e d 

u s i n g a n O l y m p u s F V 3 0 0 0 c o n f o c a l l a s e r - s c a n n i n g m i c r o s c o p e u t i l i z i n g e i t h e r 6 0 x o i l -

i m m e r s i o n l e n s ( s t e p - s i z e 0 . 5 u r n ) f o r i m a g e s o f e m b r y o m i t o c h o n d r i a r e c o n s t r u c t i o n , o r 

l O O x o i l - i m m e r s i o n l e n s ( s t e p - s i z e 1 u r n ) f o r s i m u l t a n e o u s s c a n n i n g , u t i l i z e d f o r i n t e n s i t y -
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b a s e d c o l o c a l i z a t i o n a n a l y s i s o f h i g h l y - p o l a r i z e d m i t o c h o n d r i a ( r e p r e s e n t e d b y e l e v a t e d 

M T R s i g n a l ) a n d a g e n e r a l p o o l o f e m b r y o n i c m i t o c h o n d r i a ( s h o w e d b y a n t i b o d y s t a i n i n g 

a g a i n s t a p o p t o s i s - i n d u c i n g f a c t o r , A I F , a f l a v o p r o t e i n r e s i d i n g i n t h e m i t o c h o n d r i a l 

i n t e r m e m b r a n e s p a c e ) . 

3.3. Mitochondrial membrane potential activity in mouse 

preimplantation embryonic cells. 
M i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e p o t e n t i a l ( r e p r e s e n t e d b y M T R f l u o r e s c e n c e ) w a s q u a n t i f i e d u s i n g 

F i j i ( I m a g e J ) , b y m e a s u r i n g a v e r a g e p i x e l i n t e n s i t i e s f r o m s i n g l e p l a n e i m a g e s o f i n d i v i d u a l 

c e l l s , t h e a r e a , i n t e g r a t e d d e n s i t y a n d m e a n g r a y v a l u e , f o c u s i n g o n t h e p l a n e w i t h m a x i m u m 

M T R i n t e n s i t y . A v e r a g e M T R m e a s u r e m e n t s w e r e c o r r e c t e d f o r b a c k g r o u n d . T h e C o r r e c t e d 

T o t a l C e l l F l u o r e s c e n c e ( C T C F ) w a s s e l e c t e d as t h e q u a n t i f i c a t i o n u n i t o f t h e m e a n 

f l u o r e s c e n c e i n t e n s i t y . CTCF = I n t e g r a t e d D e n s i t y - ( A r e a o f s e l e c t e d c e l l x M e a n 

f l u o r e s c e n c e o f b a c k g r o u n d ) , as d e s c r i b e d i n B o r a et al. ( B o r a et al, 2 0 2 1 ; S c h i n d e l i n et al, 

2 0 1 2 ) . T h e f l u o r e s c e n c e i n t e n s i t y o f e a c h c e l l w a s c a l c u l a t e d u s i n g E x c e l ( M i c r o s o f t ) . 

3.4. Colocalization analysis of active mitochondria in embryos 
T o l o c a t e a c t i v e l y r e s p i r i n g c e l l s i n m o u s e e m b r y o s , c o l o c a l i z a t i o n a n a l y s i s b e t w e e n 

a p o p t o s i s - i n d u c i n g f a c t o r ( A I F ) a n d M T R s t a i n i n g c o n f o c a l m i c r o g r a p h s , w a s p e r f o r m e d 

u s i n g E z C o l o c a l i z a t i o n , a n o p e n s o u r c e F i j i p l u g i n ( S t a u f f e r etal, 2 0 1 8 ) . C o l o c a l i z a t i o n 

p r o b a b i l i t y w a s m e a s u r e d u s i n g t h e P e a r s o n ' s c o r r e l a t i o n c o e f f i c i e n t . F o r a n a l y s i s , c e l l 

b o u n d a r i e s o f s e l e c t e d b l a s t o m e r e s w e r e m a n u a l l y s e g m e n t e d b y h a n d t r a c i n g w i t h t h e 

p o l y g o n s e l e c t i o n t o o l , t h e n c o n v e r t e d i n t o b i n a r y m a s k s s u b s e q u e n t l y u s e d i n t h e 

E z C o l o c a l i z a t i o n p l u g i n t o r e s t r i c t c o l o c a l i z a t i o n a n a l y s i s t o s e l e c t e d c e l l s . 

T h e s o f t w a r e r e s u l t o u t p u t i s p r e s e n t e d b y H e a t m a p s a n d S c a t t e r p l o t s . H e a t m a p s a r e 

c o l o u r e d i m a g e s t h a t d e p i c t t h e s t r e n g t h o f r e p o r t e r s i g n a l s i n a r e l a t i v e m a n n e r , t h a t i s 

g e n e r a t e d b y n o r m a l i z i n g a n d r e s c a l i n g t h e d a t a . H e a t m a p s c a n b e u s e d t o i d e n t i f y a r e a s 

w h e r e t h e r e p o r t e r s i g n a l s h a v e t h e h i g h e s t i n t e n s i t y i n c e l l s , a n d c a n a l s o r e v e a l i f d i f f e r e n t 

c e l l s w i t h i n a n i m a g e h a v e s u b s t a n t i a l l y d i f f e r e n t i n t e n s i t i e s , w h i c h m a y i n d i c a t e 

h e t e r o g e n e i t y o r u n e v e n n e s s i n l a b e l l i n g . 

S c a t t e r p l o t s s h o w t h e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n s i g n a l i n t e n s i t y f o r t w o r e p o r t e r c h a n n e l s ( M T R 

a n d A I F a n t i b o d y s t a i n i n g ) f o r i n d i v i d u a l c e l l s a n d i m a g e s . 
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3.5. Mitochondria morphology analysis and 3D reconstruction 
I n o r d e r t o p r o c e e d w i t h q u a l i t a t i v e a n d q u a n t i t a t i v e a n a l y s i s ( " m o r p h o f u n c t i o n a l " 

d e s c r i p t i v e a n a l y s i s ) o f m i t o c h o n d r i a l n e t w o r k s t r u c t u r e i n p r e i m p l a n t a t i o n e m b r y o c e l l s , a 

n u m b e r o f p o s t - c o n f o c a l m i c r o g r a p h i m a g e a c q u i s i t i o n m a n i p u l a t i o n s w e r e p e r f o r m e d u s i n g 

a F i j i p i p e l i n e d e v e l o p e d b y C h a u d h r y etal. ( C h a u d h r y etal. 2 0 1 9 ) . O b t a i n e d z - s e c t i o n 

p r o j e c t i o n s w e r e d e c o n v o l u t e d u s i n g D e c o n v o l u t i o n L a b 2 p l u g i n f o r I m a g e J / F i j i , i n o r d e r t o 

e l i m i n a t e i m a g e - a l t e r i n g d i s t o r t i o n s ( a r t i f i c i a l n o i s e a n d i m p r o p e r f o c u s ) c a u s e d b y p o i n t -

s p r e a d f u n c t i o n . 

M a x i m u m p r o j e c t i o n s f r o m z - s t a c k s w e r e p r e - p r o c e s s e d b y s u b t r a c t i n g b a c k g r o u n d ( a 

r o l l i n g b a l l p i x e l v a l u e w a s d e t e r m i n e d f o r e a c h b i o l o g i c a l r e p l i c a t e i n d i v i d u a l l y b a s e d o n 

e m p i r i c a l j u d g e m e n t , i n o r d e r t o r e m o v e b a c k g r o u n d f l u o r e s c e n c e p i x e l s ) , f o l l o w e d b y 

s u b s e q u e n t p r o c e s s i n g s t ep s : S i g m a f i l t e r p l u s c o r r e c t i o n , E n h a n c e l o c a l c o n t r a s t ( C L A H E , 

a p p l i e d v a l u e o f 1 . 8 ) , G a m m a a d j u s t m e n t ( 0 . 9 ) , D e s p e c k l e , R e m o v e o u t l i e r s , F i l l 3 D h o l e s , 

L o c a l T h r e s h o l d i n g u s i n g t h e W e i g h e d M e a n m e t h o d . T h r e s h o l d e d i m a g e s w e r e t h e n 

b i n a r i z e d a n d v i s u a l i z e d u s i n g t h e a n a l y z e p a r t i c l e s t o o l . O b t a i n e d b i n a r y t h r e s h o l d i m a g e s 

w e r e s u b j e c t e d t o s k e l e t o n i z a t i o n ( S k e l e t o n i z e 2 D / 3 D ) , s k e l e t o n a n a l y s i s ( a n a l y z e s k e l e t o n , 

t o r e c e i v e n u m e r i c a l a m o u n t a n d o f b r a n c h e s , t h e i r l e n g t h , a n d n u m b e r o f b r a n c h j u n c t i o n s ) , 

a s w e l l as 3 D v i s u a l a n a l y s i s i n M i t o c h o n d r i a A n a l y z e r p l u g i n . C e l l b o u n d a r i e s w e r e 

d e t e r m i n e d u s i n g t h e F - a c t i n s t a i n i n g ( P h a l l o i d i n - 4 8 8 o r P h a l l o i d i n - 6 4 7 ) . 3 D r e c o n s t r u c t i o n 

o f m i t o c h o n d r i a l b r a n c h n e t w o r k s w a s p e r f o r m e d u s i n g V o l u m e V i e w e r p l u g i n i n F i j i , 

i m a g e s w e r e v i s u a l l y o p t i m i z e d b y u t i l i z i n g i n - b u i l t f u n c t i o n s . I m a g e a n a l y s i s w a s 

p e r f o r m e d o n f o u r e m b r y o s p e r c o n d i t i o n , a n e x p e r i m e n t c o n s i s t e d o f a p a i r o f e m b r y o s 

( i n h i b i t e d / c o n t r o l ) , a t o t a l n u m b e r o f b i o l o g i c a l r e p l i c a t e s w a s s e t t o 4 . A s m a l l s a m p l e s i z e i s 

l i m i t e d b y t h e e x t r e m e l y l o n g d u r a t i o n o f c o n f o c a l m i c r o s c o p e s c a n n i n g t i m e ( 7 - 8 h o u r s p e r 

e m b r y o ) , n e c e s s a r y t o o b t a i n q u a l i t y a n d a c c u r a t e r e p r e s e n t a t i o n o f m i t o c h o n d r i a n e t w o r k s . 

A b r i e f d e s c r i p t i o n o f t h e m a t h e m a t i c a l d e s c r i p t o r s u t i l i z e d t o q u a n t i f y m i t o c h o n d r i a l 

m o r p h o l o g y i s l i s t e d i n F i g u r e 1 1 . 
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Network / Connectivity 
Branch Number 

Brauch Junctions 
B r a n c h L e n g t h 

Sphericity 

1 Branch I Branch 5 Branches 
0 Branch Junctions (I Branch lunctions 2 Branch Junctions 
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[Total Branch Length f Total Branch Length TTTotal Branch Length 

Figure 11. S u m m a r y o f t h e p a r a m e t e r s u s e d t o d e s c r i b e m i t o c h o n d r i a l n e t w o r k c o n n e c t i v i t y a n d a n i l l u s t r a t i o n 

o f s k e l e t o n i z a t i o n a n a l y s i s , i n c l u d i n g a m a t h e m a t i c a l d e f i n i t i o n o f t h e o b j e c t s p h e r i c i t y . S k e l e t o n i z e d a n a l y s i s 

p r o d u c e s o b j e c t s , r e p r e s e n t i n g a m i t o c h o n d r i a l n e t w o r k , f r o m c o n f o c a l i m a g e s , o f t h e l a t e m o u s e b l a s t o c y s t s . 

O u t p u t o b j e c t s i n c l u d e a p u n c t a t e o b j e c t w i t h n o b r a n c h j u n c t i o n s a n d m i n i m a l b r a n c h l e n g t h ; a l o n g s i n g l e 

t u b u l a r o b j e c t w i t h n o b r a n c h j u n c t i o n s b u t h i g h e r b r a n c h l e n g t h ; a n d a c o m p l e x o b j e c t w i t h m u l t i p l e b r a n c h e s 

a n d j u n c t i o n s ( g r a y d o t s ) , a n d t h e h i g h e s t t o t a l b r a n c h l e n g t h . 

3.6. Quantitative real-time PCR (RT-qPCR) 
A p p r o x i m a t e l y 2 5 E 4 . 5 s t a g e e m b r y o s f r o m e i t h e r p 3 8 - M A P K i n h i b i t e d o r c o n t r o l 

c o n d i t i o n s w e r e c o l l e c t e d a n d p r o c e s s e d f o r R N A e x t r a c t i o n a n d i s o l a t i o n u s i n g a n 

A R C T U R U S P i c o P u r e R N A I s o l a t i o n K i t ( T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c ; C a t . N o . K I T 0 2 0 4 ) ; 

f o l l o w i n g t h e m a n u f a c t u r e r ' s p r o t o c o l . T h e e n t i r e e l u t e d v o l u m e o f t o t a l R N A w a s 

i m m e d i a t e l y D N a s e t r e a t e d w i t h T U R B O D N a s e ( T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c ; C a t . N o . 

A M 2 2 3 8 ) w i t h r e s p e c t t o t h e m a n u f a c t u r e r ' s p r o t o c o l . A c q u i r e d s a m p l e s w e r e t h e n s u b j e c t e d 

t o c D N A s y n t h e s i s u s i n g S u p e r s c r i p t I I I R e v e r s e T r a n s c r i p t a s e ( T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c ; 

C a t . N o . 1 8 0 8 0 0 4 4 ) a c c o r d i n g t o t h e m a n u f a c t u r e r ' s p r o t o c o l w i t h o l i g o d ( T ) 1 6 p r i m e r s 

( T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c ; C a t . N o . N 8 0 8 0 1 2 8 ) d N T P M i x ( T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c ; C a t . 

N o . R 0 1 9 2 ) a n d R N a s e i n h i b i t i o n ( T h e r m o F i s h e r S c i e n t i f i c ; C a t . N o . N 8 0 8 0 1 1 9 ) . 

S y n t h e s i s e d c D N A w a s d i l u t e d w i t h n u c l e a s e f r e e w a t e r ( 1 : 2 ) a n d u s e d as t e m p l a t e ( 0 . 3 u l 

p e r r e a c t i o n ) i n l O u l S Y B R G r e e n - b a s e d R T - q P C R r e a c t i o n s , u s i n g C I 0 0 0 T o u c h T h e r m a l 

C y c l e r ( B i o - R a d ) a n d t h e P C R c y c l i n g c o n d i t i o n s d e t a i l e d i n F i g u r e 1 2 . I n i t i a l a n a l y s i s w a s 

p e r f o r m e d w i t h t h e a c c o m p a n y i n g B i o - R a d C F X M a n a g e r s o f t w a r e . T r i p l i c a t e 

m e a s u r e m e n t s w e r e o b t a i n e d f o r e a c h g e n e ( o l i g o n u c l e o t i d e p r i m e r p a i r s e q u e n c e s a r e 

2 8 



p r o v i d e d i n t h e s u p p l e m e n t a r y d a t a , S u p p l e m e n t a r y f i g u r e 6 ) f r o m t w o t e c h n i c a l r e p l i c a t e s 

p e r b i o l o g i c a l r e p l i c a t e , t w o b i o l o g i c a l r e p l i c a t e s p e r t r a n s c r i p t . R e s u l t i n g g e n e t r a n s c r i p t 

s p e c i f i c u n i t s w e r e i n t e r n a l l y n o r m a l i z e d a g a i n s t H2afz ( H 2 A h i s t o n e f a m i l y m e m b e r z 

m R N A c D N A e x p r e s s i o n ) . T h e i n t e r n a l l y n o r m a l i s e d e x p r e s s i o n f o l d c h a n g e s ( p l u s S . D . ) 

w e r e d e r i v e d u s i n g t h e A A C t m e t h o d ( L i v a k et S c h m i t t g e n , 2 0 0 1 ) . 

R T - q P C R program Temperature Time 

D e n a t u r a t i o n 95°C 1 5 m 

D e n a t u r a t i o n 94°C 2 5 s 

A n n e a l i n g 57°C 2 5 s 

E l o n g a t i o n 77° 30s 

P L A T E R E A D 1 / 

M e l t i n g c u r v e s 57°C - 94°C / 

\ 
39x 

Figure 12. T h e r m a l c y c l e r p r o g r a m u s e d f o r R T - q P C R . 
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3.7. Data analysis 
S t a t i s t i c a l a n a l y s e s o f q u a n t i t a t i v e M M P f l u o r e s c e n c e m e a s u r i n g , c o l o c a l i z a t i o n a s s a y , 

m i t o c h o n d r i a l m o r h o l o g y r e c o n s t r u c t i o n a n d R T - q P C R w e r e p e r f o r m e d w i t h P r i s m 9 

( G r a p h P a d ) . E r r o r b a r s o n g r a p h s r e p r e s e n t s t a n d a r d e r r o r o f t h e m e a n ( S E M ) f o r a l l t h e 

e x p e r i m e n t s b e s i d e s R T - q P C R a n a l y s i s , w h e r e e r r o r b a r s r e p r e s e n t s t a n d a r d d e v i a t i o n ( S . D . ) . 

T o a s sess t h e n o r m a l i t y o f d a t a i n e a c h se t o f p h a r m a c o l o g i c a l l y t r e a t e d a n d i m m u n o -

f l u o r e s c e n t l y s t a i n e d e m b r y o s , a S h a p i r o - W i l k t e s t w a s i n i t i a l l y c o n d u c t e d . I f t h e d a t a 

d i s t r i b u t i o n w a s f o u n d t o b e n o n - n o r m a l ( p < 0 . 0 5 ) i n a t l e a s t o n e o f t h e d a t a s e t s b e i n g 

c o m p a r e d , a M a n n - W h i t n e y U t e s t w a s u s e d t o a n a l y z e t h e d a t a s e t s . I n ca se s w h e r e t h e d a t a 

d i s t r i b u t i o n w a s n o r m a l ( p > 0 . 0 5 ) , F - t e s t s w e r e u s e d t o m e a s u r e t h e v a r i a n c e o f t h e t w o 

d a t a s e t s . B a s e d o n t h e o u t c o m e o f t h e F - t e s t , t h e d a t a s e t s w e r e t h e n c o m p a r e d b y t - t e s t t h a t 

s p e c i f i e d e q u a l o r u n e q u a l v a r i a n c e i n t h e p a r a m e t e r s . I n g r a p h s , * r e p r e s e n t s a p v a l u e o f < 

0 . 0 5 , ** r e p r e s e n t s a p v a l u e o f < 0 . 0 1 , *** r e p r e s e n t s a p v a l u e o f < 0 . 0 0 1 , **** r e p r e s e n t s 

a p v a l u e o f < 0 . 0 0 0 1 . 
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4. Results 
4.1. Mitochondrial membrane polarization in E4.5 

preimplantation stage mouse embryos varies between different 

lineages 
A n u m b e r a r t i c l e s d i s c u s s e d a b o v e , d e t a i l t h e e m e r g i n g d i v e r g e n c e i n m i t o c h o n d r i a l 

m o r p h o l o g y b e t w e e n d e v e l o p i n g b l a s t o c y s t c e l l l i n e a g e p r o g e n i t o r s a n d , a s a c o n s e q u e n c e , 

v a r i e d p h y s i o l o g i c a l o u t p u t s , o n a p e r - c e l l b a s i s , t h a t h a v e / b e e n c o n f i r m e d u t i l i z i n g m u l t i p l e 

a p p r o a c h e s : e l e c t r o n / f l u o r e s c e n t m i c r o s c o p y ( R o j a n s k y etal., 2 0 1 6 ; K u m a r et al, 2 0 1 8 ) , 

c h e m i c a l o r b i o l o g i c a l i n h i b i t i o n o f s e l e c t i v e p r o t e i n c o m p l e x e s ( M i t c h e l l etal, 2 0 0 9 ) , 

m t D N A c o n t e n t a n a l y s i s ( D i e z - J u a n et al, 2 0 1 5 ) etc. T h e i n i t i a l r e s u l t s ( b e l o w ) a r e i n t e n d e d 

t o i l l u s t r a t e a n d c o m p l e m e n t t h i s a l r e a d y e x i s t i n g d a t a f r o m t h e p e r s p e c t i v e o f a s s a y i n g 

m i t o c h o n d r i a a c t i v i t y b a s e d o n m i t o c h o n d r i a m e m b r a n e p o l a r i z a t i o n p r o p e r t i e s o f 

i n t r a c e l l u l a r n e t w o r k s i n ( t h e e m e r g i n g ) m o u s e b l a s t o c y s t l i n e a g e s . M i t o T r a c k e r R e d ( M T R ) , 

a c h l o r o m e t h y l - X - r o s a m i n - b a s e d , t h i o l - r e a c t i v e m o i e t y d y e , w a s s e l e c t e d t o a s s a y a n d 

c o m p a r e m i t o c h o n d r i a m a n i f e s t i n g e l e v a t e d m e m b r a n e p o t e n t i a l d u e t o i t s m a n y a d v a n t a g e s 

o v e r o t h e r c o n v e n t i o n a l d y e s ( s u c h as J c - 1 , t e t r a m e t h y l r o s a m i n e a n d r h o d a m i n e 1 2 3 ) ; 

i n c l u d i n g i t s a b i l i t y t o m a i n t a i n a m i t o c h o n d r i a l - s p e c i f i c l o c a l i z a t i o n c o u p l e d w i t h e x c e l l e n t 

t o l e r a n c e t o a l d e h y d e - b a s e d f i x a t i o n a n d p e r m e a b i l i z a t i o n t r e a t m e n t w i t h T r i t o n X - 1 0 0 , 

f o l l o w e d b y p a r t i c u l a r s u i t a b i l i t y f o r m u l t i - c o l o u r f l u o r e s c e n t e x p e r i m e n t s d u e t o a p p r o p r i a t e 

s p e c t r a l d i s t a n c e o f r e d f l u o r e s c e n c e f r o m t h e g r e e n f l u o r e s c e n c e o f o t h e r p r o b e s . M o r e o v e r , 

M T R h a s b e e n r e p o r t e d t o o u t p e r f o r m a l t e r n a t i v e s , a s s h o w n i n a d d i t i o n a l d a t a i n f l o w 

c y t o m e t r y e x p e r i m e n t s ( B u c k m a n et al, 2 0 0 1 ; M a r c o n d e s et al, 2 0 1 8 ) ; e.g. M i t o T r a c k e r 

d y e s a r e a b l e t o d e t e c t a l t e r a t i o n s i n t h e i n t e r n a l m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e t h a t g r a d u a l l y l o s e 

t h e i r c r i s t a r i d g e s . 

T o o b t a i n a n d a n a l y s e E 4 . 5 s t a g e e m b r y o s c a n s w i t h c h e m i c a l l y s t a i n e d m i t o c h o n d r i a 

m e m b r a n e p o t e n t i a l c h a r a c t e r i s t i c s , 2 - c e l l ( E l . 5 ) s t a g e m o u s e e m b r y o s w e r e c u l t u r e d u n t i l 

t h e 3 2 - c e l l s t a g e ( E 3 . 5 ) a n d t h e n t r a n s f e r r e d t o K S O M + A A p l a t e s c o n t a i n i n g D M S O u n t i l 

E 4 . 5 s t a g e ( F i g u r e 1 3 ) . F o l l o w i n g t h e p r o t o c o l d e s c r i b e d i n M a t e r i a l s a n d M e t h o d s , e m b r y o s 

w e r e t r a n s f e r r e d a n d i n c u b a t e d f o r 2 0 m i n u t e s i n K S O M + A A m e d i u m c o n t a i n i n g M T R , 

w a s h e d i n T y r o d e ' s s o l u t i o n t o r e m o v e zonapellucida a n d f i x e d i n 4 % p a r a f o r m a l d e h y d e . 

F o l l o w i n g t h a t , e m b r y o s w e r e w a s h e d t h r o u g h P B S T , p e r m e a b i l i z e d i n T r i t o n - X l O O , w a s h e d 
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a g a i n i n P B S T a n d t r a n s f e r r e d t o B S A . N e x t , e m b r y o s w e r e s t a i n e d w i t h p r i m a r y a n t i b o d i e s 

o v e r n i g h t , t h e n w a s h e d t h r o u g h P B S T a n d s t a i n e d w i t h s e c o n d a r y a n t i b o d i e s . F i n a l l y , t h e y 

w e r e m o u n t e d i n D A P I - V e c t a s h i e l d m o u n t i n g m e d i u m . T h e p r e p a r e d e m b r y o s w e r e 

c l a s s i f i e d i n t o t h e f o l l o w i n g g r o u p s : E P I ( N A N O G + ) , P r E ( G A T A 4 + ) , T E ( e i t h e r C D X 2 + o r 

e m p i r i c a l l y s e l e c t e d b a s e d o n t h e i r o b s e r v a b l e o u t s i d e l o c a t i o n ) a n d u n c o m m i t t e d I C M 

( G A T A 6 - N A N O G d o u b l e p o s i t i v e s ) . A l l e x p e r i m e n t s a r e n o t e d i n t h e s u p p l e m e n t a r y 

m a t e r i a l s ( S u p p l e m e n t a r y f i g u r e s 1 , 2 , 3 , 4 ) . A n a l y s i n g t h e g e n e r a t e d i m a g e s a n d d a t a 

r e s u l t s , a n e v i d e n t d i v e r g e n c e i n m i t o c h o n d r i a m e m b r a n e p o t e n t i a l ( M M P , t h e 

e l e c t r o c h e m i c a l g r a d i e n t t h a t e x i s t s a c r o s s t h e i n n e r m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e g e n e r a t e d b y 

t h e p r o t o n - p u m p i n g a c t i o n o f t h e E T C , r e f l e c t i n g t h e p r o c e s s o f e l e c t r o n t r a n s p o r t a n d A T P 

p r o d u c t i o n r a t e v i a O X P H O S ) c a n b e d e r i v e d ( F i g u r e 1 3 ) . A s a n t i c i p a t e d , t h e M M P i n t e n s i t y 

i n T E p r o g e n i t o r s w a s m u c h m o r e e l e v a t e d ( 5 2 6 8 ± 2 3 8 . 9 a . u . ) c o m p a r e d t o E P I ( 1 6 2 6 ± 

1 3 7 . 8 a . u . ) , P r E ( 1 1 6 0 ± 1 0 3 . 7 a . u . ) a n d u n c o m m i t t e d l i n e a g e s ( 1 5 8 7 ± 2 3 8 . 9 a . u . ) . K r u s k a l -

W a l l i s A N O V A s t a t i s t i c t e s t s s h o w e d s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s b e t w e e n t h e d e r i v e d v a l u e s ( p < 

0 . 0 0 0 1 ) , w h i l e m u l t i p l e c o m p a r i s o n a n a l y s e s c o n f i r m e d s t a t i s t i c a l s i g n i f i c a n c e b e t w e e n T E 

c e l l s a n d E P I , P r E a n d u n c o m m i t t e d l i n e a g e s , r e s p e c t i v e l y ( p < 0 . 0 0 0 1 i n e a c h c o m p a r i s o n ) . 

C o n t r a s t i n g l y , n o s t a t i s t i c a l s i g n i f i c a n c e w a s o b s e r v e d b e t w e e n m u l t i p l e c o m p a r i s o n t e s t s o f 

I C M - e x c l u s i v e c e l l s ( E P I v s . P r E p > 0 . 9 9 9 9 ; E P I v s . U n c o m m i t t e d p > 0 . 9 9 9 9 , P r E v s 

U n c o m m i t t e d p = 0 . 9 8 8 ) . T h e s e M T R r e l a t e d r e s u l t s c o n c u r w i t h p r e v i o u s l y o b s e r v e d d a t a 

f r o m p u b l i s h e d a r t i c l e s ( K u m a r etal, 2 0 1 8 ; V a n B l e r k o m , 2 0 1 1 ) , u n d e r t h e a s s u m p t i o n o f a 

c o r r e s p o n d e n c e b e t w e e n M M P a c t i v i t y a n d t h e m o r p h o l o g i c a l m i t o c h o n d r i a l s t a t e , i n t u r n 

r e f l e c t s O X P H O S a c t i v i t y a n d A T P p r o d u c t i o n ( d i s c u s s e d i n D i a z et al, 1 9 9 9 ; R o v i n i et al, 

2 0 2 1 ; Z o r o v a etal., 2 0 1 8 ) . A d d i t i o n a l l y , t h e s e d a t a p r o v i d e t h e r e f e r e n c e b a s e f o r s u c c e e d i n g 

e x p e r i m e n t s i n v o l v i n g a p o t e n t i a l r o l e f o r p 3 8 - M A P K - r e l a t e d m i t o c h o n d r i a l r e g u l a t i o n a n d 

d e v e l o p m e n t o f t h e p r e i m p l a n t a t i o n s t a g e m o u s e e m b r y o s . H e n c e , t h e i n i t i a l d a t a i n d i c a t e a 

c o n s i s t e n t i n c r e a s e d m i t o c h o n d r i a l e n e r g e t i c o u t p u t o f t h e o u t e r ( T E ) l i n e a g e i n c o m p a r i s o n 

t o t h o s e o f t h e I C M ( F i g u r e 1 4 ) . 
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DAPI NANOG MTR F-actin DAPI 

GATA4 MTR F-actin DAPI 

GATA6 MTR NANOG DAPI 

Figure 13. C o n f o c a l m i c r o g r a p h z - s e c t i o n p r o j e c t i o n s o f a n e x e m p l a r l a t e ( E 4 . 5 ) s t a g e b l a s t o c y s t s i n c u b a t e d 

w i t h M T R . I n d i v i d u a l D A P I ( b l u e p a n - n u c l e a r s t a i n ; t o t a l n u m b e r o f c e l l s ) , N A N O G ( g r a y s c a l e ; E P I c e l l s ) a n d 

G A T A 4 ( g r a y s c a l e ; P r E c e l l s a n d G A T A 6 a n d N A N O G ( g r a y s c a l e ; u n c o m m i t t e d c e l l s ) a n d F - a c t i n ( c e l l u l a r 

m e m b r a n e b o u n d a r i e s , g r a y s c a l e ) c h a n n e l m i c r o g r a p h s , p l u s a m e r g e d D A P I ( b l u e , g r a y s c a l e i n m e r g e d 

i m a g e s ) , M i t o T r a c k e r R e d ( g r a y s c a l e , r e d i n m e r g e d i m a g e s ) i m a g e a r e s h o w n ( s c a l e b a r = 1 0 ( i m ) . 
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MitoTracker Red CMXRos fluorescence of cultured mouse 
embryos at late (E4.5) blastocyst stage 
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Figure 14. A s c a t t e r p l o t s h o w i n g m u l t i - l i n e a g e c o m p a r i s o n C o r r e c t e d T o t a l C e l l F l u o r e s c e n c e o f M T R s t a i n i n g 

( r e p r e s e n t i n g m i t o c h o n d r i a m e m b r a n e p o t e n t i a l ) i n E 4 . 5 - s t a g e m o u s e e m b r y o s . 

4.2. p38-MAPK influences mitochondria membrane potential 

accumulation in both T E and ICM 
T h e s u b s e q u e n t e x p e r i m e n t s w e r e p e r f o r m e d i n o r d e r t o i n v e s t i g a t e t h e r o l e o f p 3 8 - M A P K 

i n t h e c o n t e x t o f m i t o c h o n d r i a a c t i v i t y / M M P . R e f e r e n c i n g a n u m b e r o f p u b l i c a t i o n s 

( T h a m o d a r a n et al. 2 0 1 9 ; B o r a et al, 2 0 1 9 ; B o r a et al, 2 0 2 1 ) a n e s s e n t i a l f u n c t i o n o f p 3 8 -

M A P K w a s e s t a b l i s h e d , as c h e m i c a l i n h i b i t i o n b e t w e e n E 3 . 5 a n d E 3 . 5 + 7 h o u r r e s u l t s i n 

i m p a i r e d ( s e v e r i t y o f i m p a i r m e n t p o s i t i v e l y c o r r e l a t e s w i t h l e n g t h o f i n h i b i t o r e x p o s u r e 

t i m e ) d e r i v a t i o n o f G A T A 4 e x p r e s s i n g P r E c e l l s , c o u p l e d w i t h r e d u c e d b l a s t o c y s t c a v i t y s i z e 

a n d v o l u m e b y t h e i m p l a n t a t i o n ( E 4 . 5 ) s t age . M o r e o v e r , t h e k e y m o t i v a t i o n f o r c o n d u c t i n g 

t h e f o l l o w i n g e x p e r i m e n t s c o m e f r o m t r a n s c r i p t o m i c a n a l y s i s o f d e v e l o p i n g b l a s t o c y s t s 
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u n d e r p 3 8 - M A P K i c o n d i t i o n s , as m i t o c h o n d r i a l r e s p i r a t i o n - r e l a t e d t r a n s c r i p t s c o m p r i s e d a 

s i g n i f i c a n t p r o p o r t i o n o f d i f f e r e n t i a l l y e x p r e s s e d u n i t s , t h e m a j o r i t y o f u n i t s w e r e 

u p r e g u l a t e d d u r i n g E 3 . 5 + 4 h a n d E 3 . 5 + 7 h , b u t r e v e r t e d b a c k t o i n i t i a l l e v e l s a t E 3 . 5 + 1 0 h 

s t a g e , ( t h e l a t t e r p o i n t b e i n g o u t s i d e t h e d e t e r m i n e d p 3 8 - M A P K i n h i b i t i o n / p 3 8 - M A P K i 

s e n s i t i v e w i n d o w ; B o r a et al, 2 0 2 1 ) . 

T h e f o l l o w i n g e x p e r i m e n t s w e r e c o n d u c t e d i n a s i m i l a r f a s h i o n t o t h e i n i t i a l o n e d e s c r i b e d 

a b o v e , a l t h o u g h i n t h e s e e x p e r i m e n t s t h e e m b r y o s w e r e s e p a r a t e d i n t o p 3 8 - M A P K i a n d 

c o n t r o l ( + D M S O ) g r o u p s . A t y p i c a l P r E - d e f i c i e n t p h e n o t y p e a s s o c i a t e d w i t h p 3 8 - M A P K i 

e m b r y o s w a s c o n f i r m e d v i a c o u n t i n g G A T A 4 - p o s i t i v e c e l l s i n i n h i b i t e d e m b r y o s ( d e t a i l e d i n 

s u p p l e m e n t a r y m a t e r i a l s ) a n d w a s i n a g r e e m e n t w i t h a l r e a d y p u b l i s h e d r e s u l t s f r o m o u r l a b 

( B o r a et al., 2 0 1 9 ; B o r a et al, 2 0 2 1 ; T h a m o d a r a n et B r u c e , 2 0 1 6 ) . A c c o r d i n g t o t h e p r o t o c o l , 

E 3 . 5 s t a g e b l a s t o c y s t s w e r e t r a n s f e r r e d i n t o c u l t u r e p l a t e m e d i a d r o p s c o n t a i n i n g p 3 8 - M A P K 

i n h i b i t o r ( S B 2 2 0 0 2 5 ) u n t i l t h e y d e v e l o p e d t o E 4 . 5 s t a g e , w h i l e t h e c o n t r o l e m b r y o s w e r e 

m o v e d i n t o d r o p s c o n t a i n i n g D M S O as a v e h i c l e c o n t r o l . A f t e r t h a t , b o t h g r o u p s w e r e 

t r a n s f e r r e d t o a p l a t e c o n t a i n i n g M T R i n t h e i n c u b a t o r f o r 2 0 m i n u t e s , e m b r y o s w e r e t h e n 

w a s h e d i n T y r o d e ' s s o l u t i o n t o r e m o v e zonapellucida a n d f i x e d i n p a r a f o r m a l d e h y d e . 

A f t e r w a r d , e m b r y o s w e r e p r e p a r e d f o r I F , f o l l o w i n g t h e p r e v i o u s l y d e s c r i b e d p r o t o c o l . T h e 

g o a l w a s s e t t o o b t a i n c o n f o c a l s c a n s a n d c o m p a r e M T R s t a i n i n g a s a c o r r e l a t e o f M M P i n 

a l l l i n e a g e s o f p 3 8 - M A P K i , as w e l l as c o n t r o l e m b r y o s . F i g u r e 15 h i g h l i g h t s t h e p r o t o c o l 

p r o c e d u r e f o r o b t a i n i n g M T R / I F s t a i n e d e m b r y o s f o r c o n f o c a l m i c r o s c o p y . 

Confocal microscopy and 
image analysis 

KSOM + AA 

+20 uM SB22002S or DMSO 

+500 nM MitoTracker Red CMXRos 

Figure 15. S c h e m e i l l u s t r a t i n g e x p e r i m e n t a l p r o t o c o l f o r o b t a i n i n g E 4 . 5 s t a g e m o u s e b l a s t o c y s t s ( e i t h e r t r e a t e d 

w i t h p 3 8 - M A P K i n h i b i t o r S B 2 2 0 0 2 5 o r c o n t r o l D M S O ) t r e a t e d w i t h M i t o T r a c k e r R e d f o r 2 0 m i n u t e s . 

E m b r y o s a r e f u r t h e r i m m u n e - f l u o r e s c e n t l y ( I F ) s t a i n e d w i t h a n t i b o d i e s a g a i n s t s e l e c t e d l i n e a g e m a r k e r p r o t e i n s 

a n d F - a c t i n 

A n a l y z i n g t h e g e n e r a t e d c o n f o c a l m i c r o s c o p y i m a g e a n d d e r i v e d q u a n t i t a t i v e d a t a r e s u l t s 

w i t h i n t h e p 3 8 - M A P K i t r e a t e d e m b r y o s , a s i m i l a r M M P i n t e n s i t y p a t t e r n t o t h a t , o b s e r v e d i n 
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c o n t r o l b l a s t o c y s t s ( F i g u r e 1 4 ) w a s o b s e r v e d ( F i g u r e 1 6 ) . T h e K r u s k a l - W a l l i s A N O V A 

s t a t i s t i c t e s t r e v e a l e d s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s b e t w e e n t h e o b s e r v e d v a l u e s ( p < 0 . 0 0 0 1 ) . T h e 

M M P i n t e n s i t y i n T E p r o g e n i t o r s w a s s h o w n t o b e m u c h h i g h e r ( 4 3 9 1 ± 2 5 1 . 2 a . u . ) t h a n i n 

E P I ( 1 7 0 5 ± 7 6 . 1 ± a . u . ; p < 0 . 0 0 0 1 ) , a n d t h e u n c o m m i t t e d l i n e a g e ( 1 8 0 6 ± 1 2 3 . 1 a . u . p < 

0 . 0 0 0 1 ) , b u t s u r p r i s i n g l y , t h e r e w a s n o s i g n i f i c a n t s t a t i s t i c a l d i f f e r e n c e b e t w e e n T E a n d P r E 

c e l l s ( 2 7 9 8 ± 3 0 7 . 4 a . u . ; p = 0 . 0 7 ) . E l e v a t e d M M P v a l u e s o b s e r v e d i n t h e P r E l i n e a g e 

c a u s e d s t a t i s t i c a l s i g n i f i c a n c e b e t w e e n t h e P r E a n d E P I , b u t n o t t h e P r E a n d u n c o m m i t t e d 

c e l l p o p u l a t i o n ( E P I v s . P r E p = 0 . 0 0 7 6 ; E P I v s . U n c o m m i t t e d p > 0 . 9 9 9 9 , P r E v s 

U n c o m m i t t e d p = 0 . 1 3 2 ) . A l t h o u g h , i t i s i m p o r t a n t t o n o t e t h a t d u e t o p 3 8 - M A P K i t h e 

o v e r a l l n u m b e r o f G A T A 4 + P r E c e l l s w a s s i g n i f i c a n t l y r e d u c e d ( S u p p l e m e n t a r y f i g u r e 3 ) . 

MitoTracker Red CMXRos fluorescence of cultured mouse 
embryos under p38-MAPK inhibition at late (E4.5) 

blastocyst stage 
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Figure 16. A s c a t t e r p l o t s h o w i n g p e r c e l l m u l t i - l i n e a g e c o m p a r i s o n C o r r e c t e d T o t a l C e l l F l u o r e s c e n c e ( C T C F ) 

o f M T R s t a i n i n g r e p r e s e n t i n g m i t o c h o n d r i a m e m b r a n e p o t e n t i a l ( M M P ) i n p 3 8 - M A P K i n h i b i t e d ( E 3 . 5 - E 4 . 5 ) 

E 4 . 5 - s t a g e m o u s e e m b r y o s . N o t e f e w e r G A T A 4 + P r E c e l l s o f p 3 8 - M A P K i b l a s t o c y s t s b u t w i t h s t a t i s t i c a l l y 

h i g h e r M T R / M M P v a l u e s ( v e r s u s E P I ) . 

F u r t h e r m o r e , s t a t i s t i c a l c o m p a r i s o n o f M M P i n t e n s i t y v a l u e s i n t h e T E l i n e a g e o f b o t h t h e 

p 3 8 - M A P K i a n d D M S O c o n t r o l g r o u p s w a s p e r f o r m e d ( F i g u r e 1 7 ) . T h e r e s u l t s i n d i c a t e a 

h i g h e r M M P i n t e n s i t y i n t h e c o n t r o l g r o u p o f T E c e l l s ( 5 2 6 8 ± 2 3 8 . 9 a . u . ) v e r s u s t h e p 3 8 -

M A P K i g r o u p ( 4 3 9 1 ± 2 5 1 . 2 a . u . ; p = 0 . 0 0 0 3 ) . T o g a i n f u r t h e r i n s i g h t , t h e T E l i n e a g e w a s 

d i v i d e d i n t o t w o s u b g r o u p s : t h e m u r a l T E c e l l s ( l o c a t e d o p p o s i t e a n d f a r t h e s t f r o m t h e I C M ) 

a n d t h e p o l a r T E c e l l s ( o v e r l a y i n g t h e I C M ) . I n t e r e s t i n g l y , n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e w a s 

o b s e r v e d b e t w e e n t h e p o l a r ( 4 8 9 2 ± 3 7 0 . 4 a . u . ) a n d m u r a l ( 5 2 7 5 ± 2 9 4 . 5 a . u . ) T E s u b g r o u p s 

o f c o n t r o l e m b r y o s ( p = 0 . 0 9 ) , b u t t h e p 3 8 - M A P K i c o n d i t i o n s h o w e d a n o t i c e a b l e r e d u c t i o n 

i n t h e v a l u e s o f p o l a r T E c e l l s ( 2 0 9 3 ± 1 3 9 . 8 a . u . ) c o m p a r e d t o m u r a l T E c e l l s ( 5 0 1 9 ± 3 1 4 . 2 

a . u . ; p < 0 . 0 0 0 1 ) . 
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MitoTracker Red CMXRos 
f luorescence of Polar and Mural TE 

cells in p38-MAPKi condit ions 

Ä 15000 

10000 

5000 

0 J 

I 

POLAR 

2 £ 
0) 

o 

TS 

s 
1 -
o o 

MitoTracker Red CMXRos 
f luorescence of Mural TE cells 

in control (DMSO) and p38-
MAPKi condit ions 

15000n 

10000-

5000-

0 J 

3£ • 

_ l _ 

DMSO + 

SB220025 — 

MURAL 

MitoTracker Red CMXRos 
f luorescence of Polar TE cells in 
control (DMSO) and p38-MAPKi 

condit ions 

•2 15000 3 

O 

c 
o 
0) 

0) 

o 
o 
I -•o 

s 
u o o 

10000 

5000 

DMSO + 

SB220025 — 

Figure 17. S c a t t e r p l o t s q u a n t i f y i n g p e r c e l l ( C T C F ) l e v e l s o f M T R ( r e p r e s e n t i n g m i t o c h o n d r i a m e m b r a n e 

p o t e n t i a l ) i n c o n t r o l ( D M S O ) a n d p 3 8 - M A P K i ( S B 2 2 0 0 2 5 ) o f E 4 . 5 s t a g e o u t e r ( T E ) c e l l s ( A ) , f u r t h e r 

s u b d i v i d e d i n t o p o l a r a n d m u r a l T E s u b - l i n e a g e s . P a n e l s B a n d C d e t a i l s t a t i s t i c a l c o m p a r i s o n o f t h e p o l a r a n d 

m u r a l s u b - l i n e a g e s o f T E i n c o n t r o l ( D M S O ; B ) a n d p 3 8 - M A P K i ( C ) c o n d i t i o n s . P a n e l s r e p r e s e n t c o m p a r i s o n 

o f t h e m u r a l ( D ) a n d p o l a r ( E ) s u b - l i n e a g e s b e t w e e n i n h i b i t o r c o n d i t i o n s . 
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T h e o b t a i n e d d a t a f r o m T E - r e l a t e d e x p e r i m e n t s i s a n i m p o r t a n t d i s c u s s i o n p o i n t r e g a r d i n g 

p 3 8 - M A P K i n f l u e n c e o n t r o p h e c t o d e r m as t h e r e l a t i o n s h i p b e t w e e n T E c e l l m i t o c h o n d r i a l 

p o l a r i z a t i o n v i a p 3 8 - M A P K r e g u l a t i o n h a s n o t b e e n p r e s e n t e d a n d r e p o r t e d a n d t h e s e r e s u l t s 

m a y o p e n o p p o r t u n i t i e s f o r t h e s t u d y o f n o v e l r e g u l a t o r y m e c h a n i s m s i n m o u s e 

p r e i m p l a n t a t i o n e m b r y o d e v e l o p m e n t , i n t h e T E s p e c i f i c a l l y . 

T o t a l I C M M M P i n t e n s i t y v a l u e s w e r e a n a l y s e d n e x t : c o n v e r s e l y ( i n r e g a r d t o t h e T E ) , t h e 

v a l u e s o f p 3 8 - M A P K i i n h i b i t e d e m b r y o s ( 1 9 1 4 ± 8 0 . 6 a . u . ) w e r e s i g n i f i c a n t l y h i g h e r 

c o m p a r e d t o t h e c o n t r o l g r o u p ( 1 5 3 8 ±88.5 a . u . ; p < 0 . 0 0 0 1 ; F i g u r e 1 8 ) . 

T o a n a l y s e i n d e p t h t h e I C M M M P v a l u e s , s u m m a r i l y t r e a t e d g r o u p s w e r e i m m u n e -

f l u o r e s c e n t l y s t a i n e d f o r m a r k e r p r o t e i n s f o r e a c h l i n e a g e ( N A N O G , G A T A 4 , G A T A 6 ; 

F i g u r e 1 9 ) . T h e E P I l i n e a g e c o m p a r i s o n r e s u l t e d i n a s l i g h t , b u t s t a t i s t i c a l l y s i g n i f i c a n t 

d i f f e r e n c e o f i n t e n s i t y v a l u e s b e t w e e n s t u d i e d c o n d i t i o n s , w i t h i n h i b i t e d e m b r y o s s h o w i n g 

h i g h e r M M P a c t i v i t y ( 1 6 2 6 ± 1 3 7 . 8 a . u . , i n c o n t r o l g r o u p s v s 1 7 0 5 7 6 . 1 ± a . u . ; p = 0 . 0 4 7 7 ) . 

T h e P r E c o m p a r i s o n d e m o n s t r a t e d t h e b i g g e s t d i v e r g e n c e i n M M P i n t e n s i t y b e t w e e n t h e 

s t u d i e d g r o u p s ( 1 1 6 0 ±103.7 a . u . i n c o n t r o l g r o u p v s 2798± 3 0 7 . 4 a . u . i n i n h i b i t e d ; p < 

0 . 0 0 0 1 ) , a l t h o u g h , i n p 3 8 - M A P K i c o n d i t i o n t h e r e w e r e f a r l e s s G A T A 4 + P r E c e l l s p e r 

e m b r y o ( S u p p l e m e n t a r y f i g u r e 3 ) . W h i l e t h e r e w a s n o s i g n i f i c a n t d i f f e r e n c e s o b s e r v e d 

b e t w e e n t h e u n c o m m i t t e d l i n e a g e i n b o t h c o n d i t i o n s ( 1 5 8 7 ±123.1 a . u . i n c o n t r o l v s 1806± 

1 2 3 . 1 a . u . i n S B 2 2 0 0 2 5 t r e a t e d ; p = 0 . 1 7 4 ) . E x e m p l a r o b t a i n e d a n d a n a l y s e d c o n f o c a l z -

s e c t i o n p r o j e c t i o n m i c r o g r a p h s , o f t h e s e d a t a se t s , a r e s h o w n i n F i g u r e 1 9 . 
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Figure 18. S c a t t e r p l o t s q u a n t i f y i n g p e r c e l l ( C T C F ) l e v e l s o f M T R ( r e p r e s e n t i n g m i t o c h o n d r i a m e m b r a n e 

p o t e n t i a l ) i n c o n t r o l ( D M S O ) a n d p 3 8 - M A P K i ( S B 2 2 0 0 2 5 ) o f i n n e r ( I C M ) c e l l s ( A ) , f u r t h e r s u b d i v i d e d i n t o 

e p i b l a s t ( E P I , N A N O G - p o s i t i v e ; B ) u n c o m m i t t e d l i n e a g e c e l l s ( C N A N O G , G A T A 6 c o - p o s i t i v e ; ) a n d p r i m i t i v e 

e n d o d e r m ( P r E , G A T A 4 - p o s i t i v e ; D ) . 
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Figure 19. C o n f o c a l m i c r o g r a p h z - p r o j e c t i o n s o f a n e x e m p l a r l a t e ( E 4 . 5 ) s t a g e b l a s t o c y s t s t r e a t e d w i t h 

M i t o T r a c k e r R e d a n d S B 2 2 0 0 2 5 p 3 8 - M A P K i n h i b i t o r ( E 3 . 5 - E 4 . 5 ) . I n d i v i d u a l D A P I ( g r a y p a n - n u c l e a r s t a i n ; 

t o t a l n u m b e r o f c e l l s ) , N A N O G ( g r a y s c a l e ; E P I c e l l s ) a n d G A T A 4 ( g r a y s c a l e ; P r E c e l l s ) a n d G A T A 6 a n d 

N A N O G ( g r a y s c a l e ; u n c o m m i t t e d c e l l s ) a n d F - a c t i n ( c e l l u l a r m e m b r a n e b o u n d a r i e s ; g r a y s c a l e ) c h a n n e l 

m i c r o g r a p h s , p l u s a m e r g e d D A P I ( g r a y s c a l e ) , M i t o T r a c k e r R e d ( r e d ) i m a g e a r e s h o w n ( s c a l e b a r = 1 0 ( i m ) . 

4.3. p38-MAPK inhibition influences mitochondrial morphology 
I t i s k n o w n t h a t m i t o c h o n d r i a l m o r p h o l o g y i s d e t e r m i n e d b y a v a r i a n c e i n s t a t e s b e t w e e n 

f u s i o n a n d f i s s i o n , b o t h p r o c e s s e s r e m a i n i n g n e c e s s a r y f o r c o n t i n u o u s d e v e l o p m e n t , a s 

b l o c k i n g e i t h e r f u s i o n o r f i s s i o n r e g u l a t o r y p r o t e i n e x p r e s s i o n r e s u l t s i n e m b r y o n i c d e a t h b y 

E l 1.5 s t a g e ( C h e n et al, 2 0 0 3 ; W a k a b a y a s h i et al, 2 0 0 9 ) . I n o r d e r t o i n v e s t i g a t e 

m i t o c h o n d r i a l m o r p h o l o g y i n E 4 . 5 s t a g e p 3 8 - M A P K i n h i b i t e d e m b r y o s , a s w e l l as c o n t r o l s , 

t h e s o f t w a r e p i p e l i n e " M i t o c h o n d r i a A n a l y z e r " , d e v e l o p e d b y C h a u d h r y et al. w a s u t i l i z e d : 

t h e a n a l y s i s p i p e l i n e h a s p r o v e n t o p r o v i d e t h e b e s t a c c u r a c y r e q u i r e d f o r q u a n t i t a t i v e 

a s s e s s m e n t o f m i t o c h o n d r i a l n e t w o r k d y n a m i c s , c o m p a r e d t o s i m i l a r s o l u t i o n s ( C h a u d h r y et 

al, 2 0 2 0 ) . T h i s F I J I i m a g e a n a l y s i s p l u g i n o p t i o n i n c l u d e s i m a g e p a r a m e t e r o p t i m i z a t i o n , 

t h r e s h o l d i n g , a n d a u t o m a t e d m o r p h o f u n c t i o n a l a n a l y s i s o f m i t o c h o n d r i a l i m a g e s ( o r 

c o n f o c a l i m a g e s t a c k s ) . T o p e r f o r m s u c h f l u o r e s c e n c e c o n f o c a l a n a l y s i s o f m i t o c h o n d r i a i n 

p r e i m p l a n t a t i o n m o u s e e m b r y o n i c c e l l s , a s e r i e s o f c r u c i a l s t e p s w e r e f o l l o w e d t o e n s u r e 

h i g h - q u a l i t y r e s u l t s c o u l d b e o b t a i n e d . I n i t i a l l y , t h e m i t o c h o n d r i a w e r e l a b e l e d w i t h A I F 
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a n t i b o d y b y I F s t a i n i n g . T h e i m a g e a c q u i s i t i o n p r o c e s s w a s o p t i m i z e d t o c a p t u r e h i g h -

r e s o l u t i o n i m a g e s o f s u f f i c i e n t q u a l i t y f o r a c c u r a t e a n a l y s i s , w h i l e a t t h e s a m e t i m e a v o i d i n g 

d a m a g e d u e t o fluorescent b l e a c h i n g e f f e c t s . I m a g i n g p a r a m e t e r s a n d c o n d i t i o n s u s e d a r e 

d e t a i l e d i n M a t e r i a l s a n d M e t h o d s s e c t i o n . 

T h e a i m w a s s e t t o e x a m i n e m i t o c h o n d r i a l m o r p h o l o g y i n n o r m a l a n d p a t h o p h y s i o l o g i c a l 

c o n d i t i o n s i n v o l v i n g p 3 8 - M A P K i n h i b i t i o n . M o u s e e m b r y o s w e r e c u l t u r e d a n d t r e a t e d 

a c c o r d i n g t o t h e e s t a b l i s h e d p 3 8 - M A P K i n h i b i t i o n p r o t o c o l as w a s u s e d f o r t h e p r o c e e d i n g 

a n a l y s i s , l i s t e d i n t h e M a t e r i a l s a n d M e t h o d s s e c t i o n . M i t o c h o n d r i a w e r e l a b e l e d w i t h t h e 

m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e p r o t e i n A I F I F s t a i n i n g ( F i g u r e 2 0 ) . A I F I F s i g n a l p r o v i d e d t h e 

s i g n a l f o r p a n m i t o c h o n d r i a l d e t e c t i o n a n d m o r p h o l o g i c a l c h a r a c t e r i z a t i o n . 

T h e i n i t i a l c o n f o c a l s c a n s r e v e a l e d a n e m p i r i c a l d i f f e r e n c e i n m i t o c h o n d r i a s t r u c t u r e 

b e t w e e n t h e c o n t r o l a n d t r e a t e d c o n d i t i o n s c o n d i t i o n s : p 3 8 - M A P K i m i t o c h o n d r i a e x h i b i t a n 

e n h a n c e d e l o n g a t e d a n d i n t e r c o n n e c t e d t u b u l a r m o r p h o l o g y , f o r m i n g a n e t w o r k - l i k e 

s t r u c t u r e , i n c o n t r a s t t o c o n t r o l e m b r y o g r o u p m i t o c h o n d r i a t h a t h a d a m o r e f r a g m e n t e d 

m o r p h o l o g y ( F i g u r e 2 0 , 2 1 , 2 2 ) . T h u s , f u r t h e r a n a l y s i s , i n v o l v i n g d e e p e r q u a n t i t a t i v e 

a p p r o a c h e s w a s d e e m e d n e c e s s a r y . Q u a n t i t a t i v e a n a l y s i s o f t h e c o n f o c a l i m a g e s s h o w e d 

c l e a r d i f f e r e n c e s i n m i t o c h o n d r i a l m o r p h o l o g y b e t w e e n p 3 8 - M A P K i a n d c o n t r o l c o n d i t i o n s 

( F i g u r e 2 3 ) . T h e o b t a i n e d d a t a s h o w e d t h a t p 3 8 - M A P K i m i t o c h o n d r i a e x h i b i t e d i n c r e a s e d 

a v e r a g e m i t o c h o n d r i a l s i z e , a m o r e t u b u l a r m o r p h o l o g y , a n d a d e c r e a s e d s p h e r i c i t y v a l u e , 

s u g g e s t i n g d e c r e a s e d m i t o c h o n d r i a l f i s s i o n ( o r e n h a n c e d / m a i n t a i n e d f u s i o n ) . S k e l e t o n i z a t i o n 

a n a l y s i s a l s o r e v e a l e d t h a t p 3 8 - M A P K i c a u s e d a n o v e r a l l i n c r e a s e i n m i t o c h o n d r i a l n e t w o r k 

c o n n e c t i v i t y , as e v i d e n c e d b y i n c r e a s e d b r a n c h p a r a m e t e r s ( F i g u r e s 2 1 , 2 2 , 2 3 ) . T h e s e 

c o l l e c t i v e d a t a s u p p o r t p r e v i o u s f i n d i n g s l i n k i n g D R P l / p 3 8 - M A P K - d e p e n d e n t fission/fusion 

r e g u l a t o r y p a t h w a y s a n d d e m o n s t r a t e s t h a t t h e c o n f o c a l i m a g i n g 3 D d i g i t a l a n a l y s i s p i p e l i n e 

e s t a b l i s h e d b y C h a u d h r y et al. i s s e n s i t i v e e n o u g h t o a l l o w f o r q u a n t i t a t i v e d e t e c t i o n o f 

s u b t l e p h y s i o l o g i c a l c h a n g e s i n m i t o c h o n d r i a l m o r p h o l o g y a n d n e t w o r k i n g . 
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Figure 2 0 . C o n f o c a l m i c r o g r a p h p a r t i a l z - p r o j e c t i o n s ( c o m p r i s i n g 3 - s l i c e z s t a c k f o r b e t t e r i n d i v i d u a l 

m i t o c h o n d r i a v i s u a l i z a t i o n ) o f a n e x e m p l a r l a t e ( E 4 . 5 ) s t a g e b l a s t o c y s t s t r e a t e d w i t h S B 2 2 0 0 2 5 p 3 8 - M A P K 

i n h i b i t o r , a s w e l l a s c o n t r o l D M S O e m b r y o s . I n d i v i d u a l D A P I ( b l u e p a n - n u c l e a r s t a i n ; t o t a l n u m b e r o f c e l l s ) 

a n d A I F ( m i t o c h o n d r i a l n e t w o r k ; g r a y ) , p l u s a m e r g e d D A P I ( b l u e ) , A I F ( g r e e n ) i m a g e a r e s h o w n . N o t e t h e 

t u b u l a r m i t o c h o n d r i a m o r p h o l o g y i n p 3 8 - M A P K i e m b r y o n i c c e l l s ( s c a l e b a r = 1 0 ( i m ) . 
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Figure 21. A q u a n t i t a t i v e c o m p a r i s o n o f m i t o c h o n d r i a l m o r p h o l o g y a n d n e t w o r k c o n n e c t i v i t y i n t h r e e -

d i m e n s i o n a l ( 3 D ) c o n f o c a l s c a n s o f E 4 . 5 - s t a g e m o u s e e m b r y o s e x p r e s s i n g m i t o c h o n d r i a - t a r g e t e d a p o p t o s i s -

i n d u c i n g f a c t o r p r o t e i n ( A I F ) . E x e m p l a r y z - p r o j e c t i o n s o f t h e A I F - l a b e l e d m i t o c h o n d r i a i n r e p r e s e n t a t i v e 

b l a s t o c y s t s f r o m e a c h c o n d i t i o n a r e s h o w n i n p a n e l A , a n d t h e o b j e c t s i d e n t i f i e d b y a p p l y i n g a d a p t i v e 

t h r e s h o l d i n g t o t h e i m a g e s a r e s h o w n i n p a n e l B . A s k e l e t o n i z e d a n d p o s t - p r o c e s s e d b r a n c h v i s u a l i z a t i o n o f 

s k e l e t o n i m a g e o u t p u t s o f t h e m i t o c h o n d r i a l o b j e c t s a r e s h o w n i n p a n e l s C a n d D r e s p e c t i v e l y ( s c a l e b a r = 

1 0 | i m ) . 
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Figure 22. A r e p r e s e n t a t i v e i m a g e o f m i t o c h o n d r i a l m o r p h o l o g y a n d n e t w o r k c o n n e c t i v i t y i n t h r e e -

d i m e n s i o n a l ( 3 D ) c o n f o c a l s c a n s o f a n d c o n t r o l ( D M S O ; t o p r o w ) a n d p 3 8 - M A P K i ( b o t t o m r o w ) E 4 . 5 - s t a g e 

m o u s e s i n g l e I C M c e l l s e x p r e s s i n g m i t o c h o n d r i a - t a r g e t e d A I F p r o t e i n . E x a m p l e s o f t h e A I F - l a b e l e d 

m i t o c h o n d r i a o b j e c t s a l r e a d y p r o c e s s e d w i t h a d a p t i v e t h r e s h o l d i n g a l g o r i t h m a n d m e r g e d w i t h c e l l n u c l e o u s 

( v i s u a l i z e d b y D A P I s t a i n i n g ) i n r e p r e s e n t a t i v e c e l l s f r o m e a c h g r o u p a r e s h o w n i n p a n e l A . A s k e l e t o n i z a t i o n 

a n d a n a l y z e d s k e l e t o n i m a g e o u t p u t s o f t h e m i t o c h o n d r i a l o b j e c t s a r e l i s t e d i n p a n e l B a n d C r e s p e c t i v e l y ( s c a l e 

b a r = 1 0 ( i m ) . 
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Figure 23. B a r g r a p h s d e s c r i b i n g s t a t i s t i c a l c o m p a r i s o n s o f m i t o c h o n d r i a l m o r p h o l o g y a n d n e t w o r k 

c o n n e c t i v i t y i n t h r e e - d i m e n s i o n a l ( 3 D ) c o n f o c a l s c a n s o f E 4 . 5 - s t a g e m o u s e p 3 8 - M A P K i n h i b i t e d a n d c o n t r o l 

b l a s t o c y s t s a s s a y e d b y m i t o c h o n d r i a - t a r g e t e d a p o p t o s i s - i n d u c i n g f a c t o r p r o t e i n ( A I F ) e x p r e s s i o n . 

4.4. p38-MAPK inhibition alters the ratio of membrane 

polarization in preimplantation mouse embryos 
I t w a s d e c i d e d t o i n v e s t i g a t e t h e p r o p o r t i o n ( % ) o f p o l a r i z e d m i t o c h o n d r i a w i t h i n t h e g e n e r a l 

m i t o c h o n d r i a l p o o l ; u s i n g A I F - s t a i n e d e m b r y o s / c e l l s as a r e f e r e n c e i n d i c a t o r o f 

m i t o c h o n d r i a l n e t w o r k a n d M T R d y e t o d e t e c t p o l a r i z e d e m b r y o n i c m i t o c h o n d r i a . A l t h o u g h 

a d v a n c e s i n m i c r o s c o p y a n d l a b e l l i n g t e c h n i q u e s h a v e m a d e i t p o s s i b l e t o i m a g e s u c h 

s e n s i t i v e p r o c e s s e s as M M P a c c u m u l a t i o n i n p r e i m p l a n t a t i o n m o u s e e m b r y o s , t h e 
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i n t e r p r e t a t i o n o f c o l o c a l i z a t i o n d a t a r e q u i r e d r i g o r o u s s t a t i s t i c s a n d s o f t w a r e s o l u t i o n s . 

H o w e v e r , t h e r e a r e l i m i t a t i o n s i n t h e u s e o f c u r r e n t s o f t w a r e f o r v i s u a l i z i n g t h e l o c a l i z a t i o n 

o f r e p o r t e r s i n b i o l o g i c a l s a m p l e s a n d m e a s u r i n g c o l o c a l i z a t i o n , i n c l u d i n g t h e n e e d f o r 

c u s t o m i z a t i o n , u n s u i t a b i l i t y f o r e x p e r i m e n t s w i t h l o w s i g n a l i n t e n s i t y o r h i g h l e v e l s o f n o n 

s p e c i f i c s i g n a l , a n d t h e p r e s e n c e o f m i x e d l o c a l i z a t i o n p a t t e r n s ( a l l t h r e e a r e n o t o r i o u s l y 

r e c o g n i z e d a n d r e o c c u r r i n g p r o b l e m s i n m i t o c h o n d r i a a n a l y s e s ) . W h i l e t h e s e c h a l l e n g e s c a n 

b e a d d r e s s e d b y c o m b i n i n g a n d c u s t o m i z i n g e x i s t i n g s o f t w a r e p r o g r a m s , t h i s r e q u i r e s 

p r o g r a m m i n g p r o f i c i e n c y , q u a n t i t a t i v e m i c r o s c o p y e x p e r i e n c e , a n d s t a t i s t i c a l k n o w l e d g e , 

d e l v i n g i n t o a t o p i c m u c h b e y o n d t h e s c o p e o f t h i s t h e s i s . T h e r e f o r e , a s i n g l e a p p l i c a t i o n t h a t 

p r o v i d e s a l l t h e t o o l s f r o m s t a r t t o f i n i s h o f t h e a n a l y s i s o f c o l o c a l i z a t i o n a n d t h a t c o u l d b e 

e a s i l y c u s t o m i z e d w a s s o u g h t . T h e E z C o l o c a l i z a t i o n a n a l y s i s t o o l s e t d e v e l o p e d b y S t a u f f e r 

et al. w a s c h o s e n f o r t h i s p u r p o s e ( S t a u f f e r et al, 2 0 1 8 ) . 

E z C o l o c a l i z a t i o n u t i l i z a t i o n i n v o l v e a n a l y z i n g s i n g l e - c e l l c o n f o c a l i m a g e s o f E 4 . 5 s t a g e 

m o u s e e m b r y o s t o d e t e r m i n e t h e c o l o c a l i z a t i o n p a t t e r n s b e t w e e n A I F - a n d M T R - s t a i n e d 

s c a n s . T h e p r o c e s s s t a r t s w i t h c r e a t i n g t h r e e s t a c k s o f r e p o r t e r i m a g e s : t h e f i r s t o n e i n c l u d e s 

F - a c t i n l a b e l e d w i t h p h a l l o i d i n - 4 8 8 o r p h a l l o i d i n - 6 4 7 ; t h e s e c o n d a n d t h i r d o n e s a r e a n t i - A I F 

a n t i b o d i e s a n d M T R d y e . F - a c t i n l a b e l l i n g i s i m p o r t a n t f o r i d e n t i f y i n g s i n g l e c e l l s a n d 

c e l l u l a r b o u n d a r i e s i n t h e T E a n d I C M r e g i o n s o f t h e m o u s e e m b r y o , w h i l e A I F i s i m p o r t a n t 

f o r v i s u a l i z i n g t h e t o t a l m i t o c h o n d r i a l n e t w o r k . T o i d e n t i f y i n d i v i d u a l c e l l s , a t h r e s h o l d i s 

a p p l i e d t o t h e F - a c t i n i m a g e s a n d a c e l l f i l t e r i s u s e d t o r e m o v e a n y b a c k g r o u n d n o i s e . 

S u b s e q u e n t l y , c e l l s e l e c t i o n f o r a n a l y s e s c o n s i s t e d o f 4 g r o u p s : c o n t r o l a n d p 3 8 - M A P K i c e l l s 

l o c a l i z e d i n I C M a n d T E . 

F o l l o w i n g t h e s e l e c t i o n o f c e l l s , c e l l u l a r h e a t m a p s a n d s c a t t e r p l o t s w e r e u s e d t o e x a m i n e t h e 

i n t e n s i t y o f t h e r e p o r t e r s i g n a l s . T o q u a n t i f y c o l o c a l i z a t i o n r a t i o , l i n e a r t h r e s h o l d o v e r l a p 

s c o r e s ( T O S ) w e r e u s e d as u n i v e r s a l m e t r i c s f o r p i x e l c o l o c a l i z a t i o n v a l u e s , a s t h e s e 

r e p r e s e n t t h e q u a n t i f i a b l e d e g r e e o f o v e r l a p o f p i x e l s t h a t a r e a b o v e t h e i n t e n s i t y t h r e s h o l d s 

f o r t w o s i g n a l s , w h i l e r e s c a l i n g o b t a i n e d v a l u e s , a l l o w i n g d i r e c t c o m p a r i s o n , r e p r e s e n t i n g 

c o l o c a l i z e d / a n t i - c o l o c a l i z e d p i x e l s b e t w e e n c o l l e c t e d d a t a a t d i f f e r e n t t h r e s h o l d s ( S h e n g et 

al, 2 0 1 6 ) . T h e r e s u l t i n g m e a n T O S c o l o c a l i z a t i o n v a l u e s c a l c u l a t e d w e r e 0 . 6 5 4 ± 0 . 0 1 7 9 

a n d 0 . 6 0 5 ± 0 . 0 2 3 8 f o r c o n t r o l a n d p 3 8 - M A P K i T E c e l l s , r e s p e c t i v e l y a n d 0 . 1 8 7 ± 0 . 0 1 9 1 

a n d 0 . 3 8 8 ± 0 . 0 3 1 8 f o r c o n t r o l a n d p 3 8 - M A P K i n h i b i t e d I C M c e l l s , r e s p e c t i v e l y ( F i g u r e 

2 4 ) . M u l t i p l e c o m p a r i s o n t e s t s s h o w e d s i g n i f i c a n t s t a t i s t i c a l d i f f e r e n c e s b e t w e e n t h e d e g r e e 
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o f c o l o c a l i z a t i o n i n e a c h a n a l y z e d c o n d i t i o n e x c e p t T E c e l l s o f c o n t r o l ( D M S O ) v e r s u s p 3 8 -

M A P K i ( p < 0 . 0 0 0 1 f o r e v e r y s t a t i s t i c a l c o m p a r i s o n o f e a c h c o n d i t i o n ; p = 0 . 5 1 9 f o r c o n t r o l 

T E v e r s u s p 3 8 - M A P K i T E ) . T O S v a l u e s w e r e f u r t h e r v i s u a l l y a s s e s s e d b y g e n e r a t i n g a 

m a t r i x w i t h m e d i a n T O S v a l u e s , i n d i c a t i n g c o l o c a l i z a t i o n ( p o s i t i v e p i x e l c o r r e l a t i o n , T O S > 

0 . 1 ) , a n t i - c o l o c a l i z a t i o n ( n e g a t i v e p i x e l c o r r e l a t i o n , T O S < 0 . 1 ) a n d n o n - c o l o c a l i z a t i o n ( n o 

p i x e l c o r r e l a t i o n , T O S ~ 0 ) a t v a r i o u s t h r e s h o l d s f o r t h e s i g n a l i n t e n s i t i e s o f A I F a n d M T R . 

T h i s o u t c o m e i s c o n s i s t e n t w i t h t h e m a t r i x h e a t m a p s a n d p i x e l c o l o c a l i z a t i o n s c a t t e r p l o t s 

( F i g u r e 2 4 ) . O b t a i n e d r e s u l t s r e v e a l e d t h a t t h e r e p o r t e r s i n T E c e l l s o f b o t h p 3 8 - M A P K i a n d 

c o n t r o l ( D M S O ) c o n d i t i o n s d i d c o l o c a l i z e a t h i g h s i g n a l l e v e l , a n d t h e r e w a s a d i r e c t 

r e l a t i o n s h i p b e t w e e n t h e i r s i g n a l i n t e n s i t i e s , as s h o w n i n F i g u r e 2 5 . A n o p p o s i t e t r e n d w a s 

o b s e r v e d i n I C M c e l l s i n b o t h c o n d i t i o n s , w h i l e c o n t r o l c e l l s e x h i b i t e d l o w e s t l i n e a r T O S 

s c o r e , i n d i c a t i n g t h e l e a s t p o l a r i z e d m i t o c h o n d r i a p o o l o u t o f a l l c o n d i t i o n s . 

SB220025 DMSO 

T E ICM T E I C M 

Figure 24. M e t r i c m a t r i x h e a t m a p s f o r T O S ( l i n e a r s c a l i n g ) b e t w e e n A I F ( Y a x i s ) a n d M T R ( X a x i s ) p i x e l 

o v e r l a p s f o r a r e p r e s e n t a t i v e E 4 . 5 s t a g e s i n g l e c e l l f r o m p 3 8 - M A P K i a n d c o n t r o l ( D M S O ) c o n d i t i o n s ( A ) , 

c o u p l e d w i t h t h e c o r r e s p o n d i n g s c a t t e r p l o t o f A I F ( Y a x i s ) a n d M T R ( X a x i s ) ( B ) . H e a t m a p s a r e d e t a i l t h e t o p 

p e r c e n t a g e o f p i x e l s o v e r l a p ( i n d i c a t i n g c o l o c a l i z a t i o n ) b e t w e e n t h e A I F ( Y a x i s ) a n d M T R ( X a x i s ) 

f l u o r e s c e n c e v a l u e s . 
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Colocalization analysis of control (DMSO) and p38-
MAPKi ICM and TE cells of late E4.5 stage mouse 

blastocysts 

**** 

0 J  

DMSO + — + — 

SB220025 — + — + 
I I 

TE ICM 

Figure 2 5 . S c a t t e r p l o t s h o w c a s i n g T O S c o l o c a l i z a t i o n v a l u e s ( i n p e r c e n t a g e ) i n c o n t r o l a n d p 3 8 - M A P K 

i n h i b i t e d I C M a n d T E E 4 . 5 s t a g e c e l l s . 

T h e o b t a i n e d r e s u l t s r e v e a l t h a t t h e c o l o c a l i z a t i o n p a t t e r n s b e t w e e n t h e I C M a n d T E c e l l s o f 

n o r m a l a n d p 3 8 - M A P K i E 4 . 5 s t a g e m o u s e b l a s t o c y s t s e x h i b i t a m o r e p r o n o u n c e d l e v e l o f 

p i x e l c o l o c a l i z a t i o n b e t w e e n A I F ( r e p r e s e n t i n g g e n e r a l c e l l u l a r m i t o c h o n d r i a p o o l ) a n d M T R 

( r e p r e s e n t i n g p o l a r i z e d m i t o c h o n d r i a , as d e m o n s t r a t e d b y M M P f l u o r e s c e n c e ) s p e c i f i c a l l y i n 

t h e T E c e l l s . T h e d e g r e e o f c o l o c a l i z a t i o n r e f l e c t t h e p e r c e n t a g e o f a c t i v e l y r e s p i r i n g 

m i t o c h o n d r i a ( v i a O X P H O S ) w i t h i n t h e e m b r y o n i c c e l l u l a r p o o l a n d a r e c o n s i s t e n t w i t h a 

l o w p e r c e n t a g e o f a c t i v e l y r e s p i r i n g m i t o c h o n d r i a o b s e r v e d i n I C M c e l l s . T h e s e f i n d i n g s 
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o n c e a g a i n s u g g e s t v a r i a t i o n s i n m i t o c h o n d r i a m e t a b o l i c r a t e b e t w e e n I C M a n d T E a t t h e 

E 4 . 5 s t a g e o f c o n t r o l , as w e l l as p 3 8 - M A P K i m o u s e b l a s t o c y s t s . 

4.5. p38-MAPK inhibition affects transcription activity of 

electron transport chain (ETC) subunit genes 
I n o r d e r t o i n v e s t i g a t e t h e g e n e e x p r e s s i o n p r o f i l e o f E T C m R N A t r a n s c r i p t s u n d e r p 3 8 -

M A P K i c o n d i t i o n s , s i x s p e c i f i c g e n e s b e l o n g i n g t o E T C c o m p l e x e s w e r e s e l e c t e d , n a m e l y 

Ndufa5, UqcrlO, Uqcrq, Coxl7, AtpSe a n d AtpSk; b e a n a l y s e d i n l a t e b l a s t o c y s t s t a g e 

e m b r y o s ( E 4 . 5 ) . F i g u r e 2 6 h i g h l i g h t s t h e p r o t o c o l p r o c e d u r e f o r o b t a i n i n g E 4 . 5 e m b r y o s 

r e a d y f o r m R N A i s o l a t i o n a n d R T - q P C R . 

24 hours 

25 embryos for RT-qPCR 

KSOM + AA 

+20 uM SB220025 or DMSO 

Figure 26. E x p e r i m e n t a l d e s i g n f o r a n a l y s i n g t h e r o l e o f p 3 8 - M A P K o n m R N A e x p r e s s i o n o f E T C - r e l a t e d 
g e n e s i n m a t u r i n g b l a s t o c y s t s ( E 4 . 5 ) . 

U p o n c o n d u c t i n g t h i s m R N A e x p r e s s i o n a n a l y s i s , a u n i v e r s a l d o w n r e g u l a t i o n o f a l l o f t h e 

t r a n s c r i p t s r e s p o n s i b l e f o r p r o t e i n p r o d u c t i o n i n c o m p l e x e s I (Ndufa5), I I I (UqcrlO), I V 

(CoxlT), V (Atp5e, AtpSk) (Uqcrq, t r a n s c r i p t f o r c o m p l e x I I w a s e x c l u d e d d u e t o t e c h n i c a l 

p r o b l e m s d u r i n g e x p e r i m e n t s ) t h a t w e r e s t u d i e d w a s r e v e a l e d ( F i g u r e 2 7 ) . T h e o b t a i n e d 

f i n d i n g s s u g g e s t s t h a t t h e r e m a y b e a b r o a d r e g u l a t i o n o f t h e E T C , p o t e n t i a l l y i n f l u e n c e d b y 

p 3 8 - M A P K s i g n a l l i n g , o c c u r r i n g d u r i n g t h e b l a s t o c y s t s t a g e o f d e v e l o p m e n t ( E 3 . 5 - E 4 . 5 ) , 

a n d i s a l s o i n a g r e e m e n t w i t h a l r e a d y p u b l i s h e d R N A - S e q a n d ( p h o s p h o ) p r o t e o m i c s d a t a 

f r o m o u r l a b ( B o r a et ah, 2 0 2 1 ) , A l t h o u g h i n t h i s p u b l i c a t i o n a n e s t a b l i s h e d u p r e g u l a t i o n o f 

m i t o c h o n d r i a r e s p i r a t i o n - r e l a t e d R N A t r a n s c r i p t i o n a t E 3 . 5 + 7 h s t a g e , w i t h r e s p e c t t o t h e 

c o n t r o l c o h o r t , w i t h s u b s e q u e n t r e t u r n t o c o n t r o l l e v e l s a t E 3 . 5 + 1 0 h , w a s o b s e r v e d r a t h e r 

t h a n a d o w n r e g u l a t i o n o f t h e s a m e u n i t s a t t h e m u c h l a t e r E 4 . 5 s t age . 

4 9 



RT-qPCR analysis of selected ETC-related genes of 

(E4.5) 
I I I I I I I I I I I I 
N d u f a 5 U q c r W U q c r q C o x 1 7 A t p 5 e A t p 5 k 

Figure 27. Q u a n t i f i c a t i o n o f t h e r e l a t i v e t r a n s c r i p t e x p r e s s i o n l e v e l s o f Ndufa5, UqcrlO, Uqcrq, Coxl 7 , Atp5e, 

Atp5k i n t e r n a l l y n o r m a l i z e d t o H2afz l e v e l s , a c r o s s t h e c o n t r o l ( D M S O ) a n d p 3 8 - M A P K i c o n d i t i o n s i n m o u s e 

b l a s t o c y s t s o f E 4 . 5 s t a g e . 

T o s u m m a r i z e , t h e c h e m i c a l i n h i b i t i o n o f p 3 8 - M A P K , w h i c h i s a l r e a d y k n o w n t o p l a y a r o l e 

i n m a n y t r a n s l a t i o n a l p r o c e s s e s i n v o l v e d i n m i t o c h o n d r i a m a t u r a t i o n d u r i n g e a r l y b l a s t o c y s t 

d e v e l o p m e n t ( B o r a etal., 2 0 2 1 ) , a f f e c t s t h e t r a n s c r i p t i o n a l a c t i v i t y o f E T C c o m p l e x g e n e s a t 

t h e E 4 . 5 s t a g e as w e l l . O n c e a g a i n , t h e s e f i n d i n g s i m p l i c a t e p 3 8 - M A P K n o t o n l y as a 

s i g n a l l i n g c a s c a d e i n v o l v e d i n m i t o c h o n d r i a l f i s s i o n r e g u l a t i o n b u t a l s o p o t e n t i a l l y i n 

O X P H O S a n d A T P p r o d u c t i o n a c t i v i t y , t h e e x t e n t o f w h i c h i s d i f f i c u l t t o s e p a r a t e a t t h i s 

s t a g e as c a u s e o r e f f e c t . 
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5. Discussion 
M i t o c h o n d r i a l p h y s i o l o g y a n d s i g n a l l i n g a r e c r u c i a l f o r m o s t a s p e c t s o f c e l l u l a r f u n c t i o n a n d 

s u r v i v a l , u n d e r p i n n e d b y t h e i m p o r t a n c e o f m i t o c h o n d r i a l m o r p h o l o g y a n d d y n a m i c s . 

M i t o c h o n d r i a l a d a p t a t i o n t o s t r e s s a n d s e l e c t i v e t u r n o v e r o f d a m a g e d p a r t s o f t h e n e t w o r k b y 

m i t o p h a g y a r e c r u c i a l f o r t h e i n t e g r i t y o f t h e o r g a n e l l e a n d t h e m e t a b o l i c h e a l t h o f t h e c e l l 

a n d i n t h e c o n t e x t o f t h e p r e s e n t s t u d y . T h e s e p r o c e s s e s r e l y o n t h e b a l a n c e b e t w e e n 

m i t o c h o n d r i a l f u s i o n a n d f i s s i o n d y n a m i c s , t h a t r e q u i r e s e n s i t i v e c e l l i m a g i n g a p p r o a c h e s t o 

s t u d y . O u r c u r r e n t u n d e r s t a n d i n g o f m i t o c h o n d r i a l d y n a m i c s i n m o u s e p r e i m p l a n t a t i o n 

e m b r y o n i c c e l l s i s m a i n l y b a s e d o n u t i l i z a t i o n o f m o l e c u l a r a n d e l e c t r o n m i c r o s c o p y 

a p p r o a c h e s , b u t a c c u r a t e l y q u a n t i f y i n g e m b r y o n i c c e l l m i t o c h o n d r i a l m o r p h o l o g y a n d 

d y n a m i c s i n p r e i m p l a n t a t i o n s t a g e e m b r y o c e l l s , b y s u c h m e t h o d s a r e n o t d e s c r i p t i v e e n o u g h 

t o c o m p l e t e l y f i l l t h e r e s e a r c h g a p . T h e r e f o r e , t h e m a i n g o a l o f t h i s t h e s i s w a s t o i n v e s t i g a t e 

t h e s t r u c t u r a l o r g a n i z a t i o n o f p r e i m p l a n t a t i o n m i t o c h o n d r i a n e t w o r k s i n t h e m o u s e m o d e l , 

u t i l i z i n g n o v e l c o m p u t a t i o n a l a p p r o a c h e s , c o u p l e d w i t h t r a d i t i o n a l t e c h n i q u e s e m p l o y e d i n 

m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e p o t e n t i a l ( M M P ) r e s e a r c h a n d i n t h e e m e r g i n g b l a s t o c y s t s t a g e c e l l 

l i n e a g e s ; p l u s t h e t r a n s c r i p t i o n a l a c t i v i t y o f e l e c t r o n t r a n s p o r t c h a i n s u b u n i t s g e n e s f o l l o w i n g 

p 3 8 - M A P K i . 

P r i o r r e s e a r c h o n m i t o c h o n d r i a l M M P a n d i t s a s s o c i a t i o n w i t h t h e r e g u l a t i o n o f 

m i t o c h o n d r i a l m o r p h o g e n e s i s p r e s e n t s a p p a r e n t l y c o n f l i c t i n g r e s u l t s i n t h e c o n t e x t o f c e l l 

v i a b i l i t y a n d p h y s i o l o g y . F o r i n s t a n c e , G i l k e r s o n et al. r e p o r t d y s r e g u l a t i o n o f m i t o c h o n d r i a l 

M M P , c a u s e d b y e i t h e r i n c r e a s e d , d e c r e a s e d o r t o t a l d e p o l a r i z a t i o n , t r i g g e r s r e v e r s i b l e 

m i t o c h o n d r i a l n e t w o r k f r a g m e n t a t i o n i n d i f f e r e n t c e l l t y p e s ( G i l k e r s o n et al., 2 0 0 0 ) , w h i l e 

t h e f i n d i n g s o f P a r o n e et al. s t a t e t h a t m i t o c h o n d r i a l f r a g m e n t a t i o n i t s e l f l e a d s t o r e d u c e d 

M M P a n d as a c o n s e q u e n c e , d e c r e a s i n g A T P s y n t h e s i s a n d i n c r e a s i n g s u s c e p t i b i l i t y t o 

a p o p t o s i s ( P a r o n e etal, 2 0 0 8 ) . T h e e x i s t e n c e o f o v e r l y - p o l a r i z e d m i t o c h o n d r i a i s a l s o 

h y p o t h e s i s e d t o s e r v e as a m a r k e r o f a c e l l u l a r p a t h o p h y s i o l o g i c a l s t a t e , o f t e n b e i n g a c a u s e 

o f d e v e l o p m e n t a l a r r e s t o r a b n o r m a l m i t o c h o n d r i a l f r a g m e n t a t i o n ( r e v i e w e d i n Z o r o v a etal, 

2 0 1 8 ) . 

A d d r e s s i n g t h e d e s c r i b e d r e s u l t s , p e r t a i n i n g t o M M P a c t i v i t y i n a l l m o u s e b l a s t o c y s t c e l l 

l i n e a g e s ( i n b o t h c o n t r o l a n d p 3 8 - M A P K i c o n d i t i o n s ) , s i g n i f i c a n t s t a t i s t i c a l d i f f e r e n c e s w e r e 

o b s e r v e d . W h i l e c o n t r o l e m b r y o s e x h i b i t e d t h e s a m e l e v e l s o f M M P i n I C M , w h i c h w e r e 

u n i f o r m l y s m a l l e r c o m p a r e d t o t h e o u t e r T E l i n e a g e , p 3 8 - M A P K i n h i b i t e d c e l l s m a n i f e s t e d 
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a n i n c r e a s e i n M M P a c t i v i t y a c r o s s a l l t h r e e t y p e s o f I C M c e l l s ( E P I / P r E / u n c o m m i t t e d ) ; 

a c c o m p a n i e d b y a s i g n i f i c a n t l y d e c r e a s e d p o p u l a t i o n o f P r E c e l l s t h a t n e v e r t h e l e s s d i s p l a y e d 

t h e m o s t r o b u s t M M P i n c r e a s e ( t o l e v e l s c o m p a r a b l e t o t h e T E l i n e a g e ) . M o r e o v e r , a 

c o m p a r i s o n o f o u t e r c e l l M M P b e t w e e n c o n t r o l a n d p 3 8 - M A P K i c o n d i t i o n s r e v e a l e d a 

n o t i c e a b l e a n d s p e c i f i c d e p o l a r i z a t i o n o f t h e p o l a r T E s u b - l i n e a g e a c r o s s t h e p 3 8 - M A P K i 

e m b r y o s . I t i s n o t e w o r t h y t h a t p o l a r T E c e l l s p l a y a r o l e i n t h e e s t a b l i s h m e n t o f t h e 

e m b r y o n i c - a b e m b r y o n i c a x i s , s h o r t l y a f t e r i m p l a n t a t i o n , as w e l l as b e i n g r e s p o n s i b l e f o r t h e 

d e v e l o p m e n t o f t h e e x t r a - e m b r y o n i c e c t o d e r m a n d i t s d e r i v a t i v e s , s u c h as t h e e c t o p l a c e n t a l 

c o n e a n d c h o r i o n i c e c t o d e r m ( r e v i e w e d i n C h r i s t o d o u l o u et al, 2 0 1 9 ) . T h e s e s t r u c t u r e s 

c o n t a i n t r o p h o b l a s t s t e m a n d p r o g e n i t o r c e l l s t h a t g e n e r a t e v a r i o u s t r o p h o b l a s t t i s s u e s l a t e r 

i n d e v e l o p m e n t , e s s e n t i a l f o r s u c c e s s f u l p r e g n a n c y e s t a b l i s h m e n t ( K u m a r etal., 2 0 1 8 ) . 

E a r l i e r i n v e s t i g a t i o n s h a v e h y p o t h e s i z e d t h a t p 3 8 - M A P K i n h i b i t i o n i n m o u s e e m b r y o s m a y 

r e s u l t i n a d e c r e a s e d o r d e l a y e d h a t c h i n g r a t e c o m p a r e d t o c o n t r o l e m b r y o s , p r o p o s i n g a 

p o t e n t i a l r o l e f o r p 3 8 - M A P K i n r e g u l a t i n g t h e c e l l u l a r m e c h a n i s m s u n d e r l y i n g s u c c e s s f u l 

e m b r y o h a t c h i n g ( B o r a etal, 2 0 2 1 ) . T h e r e f o r e , t h e a b n o r m a l d o w n r e g u l a t i o n o f 

m i t o c h o n d r i a l m e m b r a n e p o t e n t i a l i n p o l a r T E c e l l s , as w e l l as i n c r e a s e d M M P i n I C M 

( s p e c i f i c a l l y t h e c o m p r o m i s e d P r E l i n e a g e ) m i g h t c o n t r i b u t e t o p o s t - i m p l a n t a t i o n 

d e v e l o p m e n t a l i m p a i r m e n t s a s s o c i a t e d w i t h p 3 8 - M A P K i n h i b i t i o n . T h u s , t h e o b t a i n e d 

r e s u l t s m a y i n d i c a t e t h a t s t a b l e m a i n t e n e n c e o f M M P l e v e l s ( i n p a r t c o n t r i b u t e d t o b e 

g e r m a n e p 3 8 - M A P K a c t i v i t y / s i g n a l l i n g ) a r e c r u c i a l i n e n s u r i n g s u c c e s s f u l p r e i m p l a n t a t i o n 

d e v e l o p m e n t a n d s u b s e q u e n t i m p l a n t a t i o n . H o w e v e r , a d d i t i o n a l r e s e a r c h i s n e e d e d t o 

c o n f i r m w h e t h e r p 3 8 - M A P K i m e d i a t e d a l t e r a t i o n s i n M M P i n t h e I C M a n d T E a r e t h e c a u s e 

o r e f f e c t , r e g a r d i n g t h e o b s e r v e d c h a n g e s i n m i t o c h o n d r i a m o r p h o l o g i c a l d e v e l o p m e n t a n d 

h o w t h e y c o r r e l a t e w i t h t h e s h i f t i n g m e t a b o l i c d e m a n d s o f t h e d e v e l o p i n g e m b r y o a n d i t s 

e m e r g i n g c e l l l i n e a g e s ( s u m m a r i z e d i n i n t r o d u c t i o n , F i g u r e 9 ) . 

A n u m b e r o f h y p o t h e s e s c a n b e p r o p o s e d a d d r e s s i n g t h e i n c r e a s e d M M P l e v e l s o f P r E c e l l s , 

c o m p a r e d t o t h e r e s t I C M l i n e a g e s a f t e r p 3 8 - M A P K i . T h e f i r s t p o s s i b i l i t y s u g g e s t s t h a t P r E 

c e l l s p e c i f i c a t i o n r e q u i r e s i n c r e a s e d A T P p r o d u c t i o n t o o v e r c o m e t h e a c t i v a t i o n t h r e s h o l d 

n e e d e d f o r P r E s p e c i f i c a t i o n a n d d i f f e r e n t i a t i o n . T h i s c o u l d b e r e l a t e d t o t h e rising A T P 

d e m a n d f r o m i n c r e a s e d p r o t e i n t r a n s l a t i o n , w h i c h i s k n o w n t o b e a f a c t o r i n t h e p 3 8 - M A P K i 

P r E p h e n o t y p e ( B o r a et al, 2 0 2 1 ) . H o w e v e r , i t i s i m p o r t a n t t o n o t e t h a t t h e r e i s n o e v i d e n c e 

t o s u g g e s t t h a t t h i s i s t h e c a s e i n c o n t r o l I C M c e l l s , w h e r e P r E , E P I a n d u n c o m m i t t e d c e l l 
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M M P m a i n t a i n s s i m i l a r l e v e l s , w h i c h a r e e q u a l l y l o w w h e n c o m p a r e d t o T E l i n e a g e . T h e 

s e c o n d p o s s i b i l i t y i m p l i e s , t h a t t h e f e w c e l l s t h a t d i f f e r e n t i a t e i n p 3 8 - M A P K i I C M s a r e 

a l r e a d y s t r e s s e d f r o m t h e p r o c e s s o f P r E s p e c i f i c a t i o n a n d d i f f e r e n t i a t i o n . I n d e e d , 

B e s s o n n a r d et al. d e m o n s t r a t e d t h a t m a i n t a i n i n g h i g h l e v e l s o f G A T A 6 e x p r e s s i o n i n P r E , 

u n l i k e N A N O G l e v e l s i n E P I , r e q u i r e s a c t i v e t r a n s c r i p t i o n d u r i n g t h e s e c o n d m a t u r a t i o n 

p e r i o d ( f r o m E 3 . 5 t o E 3 . 7 5 ) ( B e s s o n n a r d et al, 2 0 1 9 ) , t h a t s u g g e s t P r E s p e c i f i c a t i o n i s a 

t w o - s t e p p r o c e s s — o n e e a r l y a r o u n d t h e 1 6 - 3 2 - c e l l t r a n s i t i o n a n d o n e l a t e r d u r i n g e a r l y 

b l a s t o c y s t m a t u r a t i o n ( E 3 . 5 - E 3 . 7 5 , c o i n c i d i n g w i t h t h e p 3 8 - M A P K i s e n s i t i v e w i n d o w ) . 

T h u s , t h e o b s e r v e d P r E M M P p h e n o t y p e i n p 3 8 - M A P K i c o n d i t i o n s r e p r e s e n t s o n l y a c o h o r t 

o f P r E c e l l s t h a t s p e c i f i e d e a r l i e r ( 1 6 - 3 2 - c e l l s t a g e ) a n d m a n a g e d t o s u s t a i n i n c r e a s e d 

t r a n s l a t i o n a l o u t p u t , r e q u i r e d f o r t h e P r E l i n e a g e s p e c i f i c a t i o n . T h i s i s f u r t h e r b a c k e d u p b y 

t h e f a c t t h a t m a i n t a i n i n g h i g h l e v e l s o f G A T A 6 e x p r e s s i o n i n t h e P r E , u n l i k e N A N O G l e v e l s 

i n E P I , r e q u i r e s a c t i v e t r a n s c r i p t i o n d u r i n g t h e s e c o n d m a t u r a t i o n p e r i o d ( f r o m E 3 . 5 t o 

E 3 . 7 5 ) . U n f o r t u n a t e l y , c o n f i r m i n g t h i s h y p o t h e s i s t h r o u g h a p p l y i n g p 3 8 - M A P K i n h i b i t o r 

p r i o r t o t h e f i r s t r o u n d o f P r E s p e c i f i c a t i o n i n o r d e r t o o b s e r v e M M P p h e n o t y p e i n l a t e l y -

s p e c i f i e d P r E c e l l s i s i m p o s s i b l e d u e t o t h e c o m p r o m i s e d b l a s t o c y s t f o r m a t i o n a n d f u r t h e r 

p r e i m p l a n t a t i o n d e v e l o p m e n t ( P a l i g a et al, 2 0 0 5 ) . I n d e e d , f u r t h e r i n v e s t i g a t i o n s b e y o n d t h i s 

t h e s i s a r e r e q u i r e d t o e x p l o r e t h e p o t e n t i a l c o n n e c t i o n b e t w e e n a l t e r e d M M P a c t i v i t y i n t h e 

T E / I C M a n d t h e i m p a i r e d d e v e l o p m e n t a l c o m p e t e n c e o f c e l l s i n p 3 8 - M A P K i e m b r y o s i n 

g e n e r a l ( B o r a et al, 2 0 1 9 ; B o r a et al, 2 0 2 1 ; B o r a et al, 2 0 2 1 ( a ) ; T h a m o d a r a n et B r u c e , 

2 0 1 6 ) . 

T o p r o v i d e d e e p e r i n s i g h t t o t h e o b s e r v e d p 3 8 - M A P K i M M P p h e n o t y p e s , i t w a s d e c i d e d t o 

p e r f o r m m u l t i - p a r a m e t e r s t a t i s t i c a l c o m p a r i s o n s b y a n a l y z i n g m o u s e b l a s t o c y s t c e l l s s t a i n e d 

w i t h M i t o T r a c k e r R e d C M X R o s ( M T R ) a n d I F a g a i n s t A I F , t o s i m u l t a n e o u s l y r e c o r d 

c h a n g e s i n M M P ( p l u s c o - l o c a l i s a t i o n a n a l y s e s , i n d i c a t i n g t h e p e r c e n t a g e p o o l o f 

m i t o c h o n d r i a e x h i b i t i n g M M P a n d l i k e l y u n d e r - g o i n g O X P H O S / r e s p i r a t i o n ) . A l t h o u g h , t h e 

o b t a i n e d d a t a d e m o n s t r a t e d t h e s a m e p a t t e r n s o f M M P as a s s a y e d u s i n g o n l y M T R ( h i g h l y -

p o l a r i z e d T E i n b o t h c o n t r o l a n d p 3 8 - M A P K i c o n d i t i o n s a n d a s i g n i f i c a n t l y r e d u c e d d e g r e e 

o f p o l a r i z a t i o n i n c o n t r o l I C M ) , t h e r e w a s a n o t i c e a b l y e l e v a t e d p e r c e n t a g e o f c o l o c a l i z a t i o n 

i n p 3 8 - M A P K i I C M ( w i t h t h e c a v e a t t h a t t h i s a n a l y s i s w a s p e r f o r m e d o n a m u c h m o r e 

s e n s i t i v e s c a l e , u t i l i z i n g d i f f e r e n t c o n f o c a l m i c r o s c o p y m e t h o d s a n d h i g h e r m a g n i f i c a t i o n 

o b j e c t i v e l e n s e s , i n c o n t r a s t t o t h e p r e v i o u s e x p e r i m e n t s ) . C o m p a r i n g o u r r e s u l t s t o t h e 
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f i n d i n g s o f W i l d i n g etal, s t u d y i n g h u m a n o o c y t e s a n d e m b r y o s d e r i v e d f r o m I V F , t h e 

i n c r e a s e d r a t i o o f h i g h - t o - l o w p o l a r i z e d m i t o c h o n d r i a p o o l s c o u l d i n d i c a t e a b n o r m a l 

m i t o c h o n d r i a l d i s t r i b u t i o n s i n t h e o o c y t e a n d m e t a b o l i c d e f i c i e n c i e s i n t h e e m b r y o , t h a t m a y 

l e a d t o f a t a l c h r o m o s o m a l s e g r e g a t i o n e r r o r s ( W i l d i n g et al, 2 0 0 3 ) . I n a s t u d y b y A c t o n et 

al., i t w a s n o t e d t h a t d i f f e r e n c e s i n t h e c o m p e t e n c y o f m o u s e o o c y t e s a n d e m b r y o s a r e 

i n v e r s e l y c o r r e l a t e d w i t h t h e r a t i o o f h i g h - t o - l o w p o l a r i z e d m i t o c h o n d r i a p o p u l a t i o n s , w h i c h 

i n t u r n d e p e n d e d o n w h e t h e r f e r t i l i z a t i o n o c c u r r e d in vitro o r in vivo. T h e s a m e s t u d y a l s o 

r e v e a l e d t h a t a n i n c r e a s e d r a t i o o f h i g h l y - p o l a r i z e d m i t o c h o n d r i a w a s l i n k e d t o g r e a t e r l e v e l s 

o f m i t o c h o n d r i a l f r a g m e n t a t i o n d u r i n g t h e c l e a v a g e o f h u m a n e m b r y o s a f t e r I V F ( A c t o n et 

al, 2 0 0 4 ) . T h u s , a n o b s e r v e d e l e v a t e d p e r c e n t a g e o f h i g h l y - p o l a r i s e d m i t o c h o n d r i a , 

s p e c i f i c a l l y i n t h e I C M o f p 3 8 - M A P K i n h i b i t e d e m b r y o s , m i g h t s e r v e as a n o t h e r m a r k e r o f 

i m p a i r e d d e v e l o p m e n t a l c o m p e t e n c e a n d i n a b i l i t y t o i m p l a n t . F u t u r e r e s e a r c h o n t h i s t o p i c 

c a n b e p e r f o r m e d u s i n g t h e c o l o c a l i z a t i o n p i p e l i n e d e v e l o p e d b y S t a u f f e r et al, p e r m i t t i n g 

a n y n u m b e r o f m i t o c h o n d r i a l p a r a m e t e r s t o b e q u a n t i f i e d u s i n g s h a p e - a n d i n t e n s i t y - b a s e d 

d e s c r i p t o r s {e.g. q u a n t i f i c a t i o n o f m i t o c h o n d r i a f r a g m e n t a t i o n ) . F u r t h e r e x p e r i m e n t s 

i n v o l v i n g c o m b i n i n g a s t a b l e m i t o c h o n d r i a l l a b e l w i t h o t h e r f l u o r e s c e n t b i o s e n s o r s f o r 

m i t o c h o n d r i a l r e d o x s t a t e , R O S a n a l y s i s etc. c o u l d p r o v i d e v a l u a b l e i n s i g h t s i n t o 

m i t o c h o n d r i a l s t r u c t u r e - f u n c t i o n r e l a t i o n s h i p s i n p r e i m p l a n t a t i o n e m b r y o d e v e l o p m e n t . F o r 

e x a m p l e , w e k n o w f r o m r e s e a r c h i n o u r l a b t h a t p 3 8 - M A P K i d u r i n g b l a s t o c y s t m a t u r a t i o n 

c a u s e s e l e v a t e d d e t e c t a b l e R O S g e n e r a t i o n , e x a c e r b a t e d b y r e m o v a l o f e x o g e n o u s a m i n o 

a c i d s u p p l e m e n t a t i o n t o t h e c u l t u r e m e d i a ( B o r a et al, 2 0 1 9 ) . 

T h e p r e s e n t e d r e s u l t s i n t h i s t h e s i s a r e a l s o f o c u s e d o n a c o m p r e h e n s i v e e x a m i n a t i o n o f t h e 

m i t o c h o n d r i a l n e t w o r k o r g a n i z a t i o n w i t h i n m o u s e b l a s t o c y s t s . T h e d e s c r i b e d r e s u l t s , 

d e t a i l i n g q u a n t i t a t i v e c h a r a c t e r i s t i c s o f m i t o c h o n d r i a l n e t w o r k a r r a n g e m e n t / m o r p h o l o g y i n 

r e l a t i o n t o a c t i v e p 3 8 - M A P K s i g n a l l i n g , w e r e o b t a i n e d a n d a n a l y z e d . P r e l i m i n a r y 

e x p e r i m e n t s w e r e d e d i c a t e d t o s e a r c h i n g t h e m o s t s u i t a b l e a n d p r e c i s e p i p e l i n e f o r s o f t w a r e 

a n a l y s i s o f g e n e r a t e d m i t o c h o n d r i a l n e t w o r k f r o m a c q u i r e d c o n f o c a l m i c r o s c o p y i m a g e s . A 

s o l i d n u m b e r o f r e l e v a n t s o f t w a r e s o l u t i o n s a n d p r o t o c o l s u s i n g 3 D I F s t a i n e d m i t o c h o n d r i a l 

p r o t e i n i m a g e s w e r e t r i a l e d ( p r i m a r i l y d r i v e n b y t h e r e l a t i v e l y s m a l l e r s i z e o f m i t o c h o n d r i a 

i n p r e i m p l a n t a t i o n e m b r y o s , c o m p a r e d t o p a n c r e a t i c P - c e l l s o r n e u r o n a l c e l l s - a f r e q u e n t l y 

u t i l i z e d a n d e x e m p l a r y m o d e l c u l t u r e s y s t e m f o r s u c h m i t o c h o n d r i a l a n a l y s e s ) . U t i l i z e d 

s o f t w a r e s i n c l u d e d , t h e M a m i t o a l g o r i t h m b y O u e l l e t et al. ( O u e l l e t et al, 2 0 1 7 ) , 
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M e t a M o r p h p a c k a g e ( t r i a l e d p r o t o c o l t a k e n f r o m S o n g etal, 2 0 0 8 ) , I m a g e - P r o P l u s 

s o f t w a r e ( t r i a l e d p r o t o c o l t a k e n f r o m N i k o l a i s e n etal., 2 0 1 4 ) a n d o t h e r s . M i t o c h o n d r i a 

A n a l y z e r b y C h a u d h r y et al. w a s e v e n t u a l l y c h o s e n f o r t h e m o r e i n - d e p t h a n a l y s e s p r e s e n t e d 

h e r e , d u e t o i t s u s e r - f r i e n d l y , a u t o m a t e d a n d c o m p r e h e n s i v e n a t u r e , c o u p l e d w i t h a h i g h 

a c c u r a c y a n d c u s t o m i z a t i o n f l e x i b i l i t y . U n f o r t u n a t e l y , t h i s t h e s i s d o e s n o t i n c l u d e 

q u a n t i t a t i v e c o m p a r i s o n o f T E v e r s u s I C M m i t o c h o n d r i a n e t w o r k s d u e t o m a n y d i f f i c u l t i e s 

a s s o c i a t e d w i t h a p p r o p r i a t e i m a g e c a p t u r e a n d i s o l a t i o n o f s o l e l y I C M o r o u t e r 

t r o p h e c t o d e r m a l a r e a s o f E 4 . 5 e m b r y o s , o b t a i n a b l e f r o m c o n f o c a l m i c r o s c o p y s c a n s ; 

a l t h o u g h a p o t e n t i a l d e v e l o p m e n t , a r i s i n g f r o m t h i s w o r k , c o u l d b e t o e m p l o y t h e l e s s o n s 

l e a r n t i n t h e p r e s e n t e d a n a l y s e s a n d p r o t o c o l s t o o b v i a t e t h e s e h u r d l e s i n t h e f u t u r e . A n o t h e r 

p o t e n t i a l d e v e l o p m e n t c o u l d b e t h e u t i l i z a t i o n o f T E - d e p r i v e d ( i m m u n o - s u r g i c a l l y t r e a t e d ) 

a n d i s o l a t e d I C M s d e r i v e d f r o m 3 2 - c e l l b l a s t o c y s t s ( a s d e m o n s t r a t e d i n W i g g e r etal, 2 0 1 7 ) , 

f o r a q u a n t i t a t i v e c o m p a r i s o n o f t h e m i t o c h o n d r i a l n e t w o r k b e t w e e n t h e T E a n d I C M . T h i s 

a p p r o a c h c o u l d o v e r c o m e t h e p r e v i o u s l y d e s c r i b e d c h a l l e n g e s a n d p r o v i d e a d e e p e r 

u n d e r s t a n d i n g o f t h e l i n e a g e o r g a n i z a t i o n o f m i t o c h o n d r i a l n e t w o r k s i n e a r l y e m b r y o n i c 

d e v e l o p m e n t ( t h i s t e c h n i q u e h a s r e c e n t l y b e e n s u c c e s s f u l l y b e e n a d o p t e d b y o u r l a b o r a t o r y , 

a n d u s e d t o s h o w P r E s p e c i f i c a t i o n / d i f f e r e n t i a t i o n d e f i c i t s c a u s e d b y p 3 8 - M A P K i a r e 

e s s e n t i a l l y I C M a u t o n o m o u s a n d m i n i m a l l y c o n t r i b u t e d t o b e T E / b l a s t o c y s t c a v i t y 

e x p a n s i o n - r e l a t e d b i o l o g y ; B o h u s l a v o v a et al, manuscript in preparation). E x i s t i n g s t u d i e s 

( e . g . K u m a r et al, 2 0 1 8 ) h a v e a l s o a d d r e s s e d t h e t o p i c o f m i t o c h o n d r i a l n e t w o r k f o r m a t i o n 

a n d m o r p h o l o g i c a l d y n a m i c s ( u t i l i z i n g a n e l e c t r o n m i c r o s c o p y a p p r o a c h ) ; c o n f i r m i n g t h e 

h y p o t h e s i s e d r o b u s t m i t o c h o n d r i a l n e t w o r k o f m o u s e e m b r y o / b l a s t o c y s t T E c e l l s ( m o s t 

p r o b a b l y a s s o c i a t e d w i t h i n c r e a s e d m e t a b o l i c a c t i v i t y o f f l u i d - p u m p i n g p r o t o n p u m p s ) , w h e n 

c o m p a r e d t o t h e r e l a t i v e l y u n d e r d e v e l o p e d I C M s t a t e . T h e w o r k p r e s e n t e d i n t h i s t h e s i s w a s 

s o l e l y a i m e d t o e x p l o r e t h e r o l e o f p 3 8 - M A P K i n r e g u l a t i n g g e n e r a l m i t o c h o n d r i a l 

m o r p h o l o g y a n d i t w a s d i s c o v e r e d t h a t i n h i b i t i n g p 3 8 - M A P K i n d e e d a l t e r s t h e m i t o c h o n d r i a l 

n e t w o r k i n c o m p a r i s o n t o t h e c o n t r o l c o n d i t i o n . S p e c i f i c a l l y , t h a t i n h i b i t i n g p 3 8 - M A P K 

a c t i v i t y d u r i n g m o u s e b l a s t o c y s t m a t u r a t i o n i s a p o s t u l a t e c a u s e o f i m p a i r e d m i t o c h o n d r i a l 

f i s s i o n , r e s u l t i n g i n a n i n c r e a s e d a n d c o n s o l i d a t e d m i t o c h o n d r i a l n e t w o r k ( a s d e m o n s t r a t e d 

b y q u a n t i t a t i v e c h a r a c t e r i s t i c a n a l y s e s ) ; i n c l u d i n g a n i n c r e a s e i n b r a n c h l e n g t h , n u m b e r o f 

b r a n c h e s a n d b r a n c h j u n c t i o n s , a n d a m o r e t u b u l a r s h a p e , l e a d i n g t o a r o b u s t m i t o c h o n d r i a l 

n e t w o r k a l i g n m e n t . H o w e v e r , d e s p i t e t h e i n v o l v e m e n t o f o t h e r m e m b e r s o f t h e M A P K 
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s u p e r f a m i l y , s u c h as E R K a n d I N K , i n t h e r e g u l a t i o n o f D R P 1 - m e d i a t e d m i t o c h o n d r i a l 

f i s s i o n ( C o o k et al, 2 0 1 7 ; r e v i e w e d i n R e n et al, 2 0 2 0 ) , l i t t l e i s g e n e r a l l y k n o w n a b o u t h o w 

M A P k i n a s e s s p e c i f i c a l l y r e g u l a t e m i t o c h o n d r i a l d y n a m i c s i n p r e i m p l a n t a t i o n m o u s e 

e m b r y o s . H o w e v e r , s o m e c l u e s , i n t h e c o n t e x t o f t h e d a t a p r e s e n t e d h e r e , c a n b e f o u n d i n 

h u m a n d i s e a s e r e s e a r c h , as p 3 8 - M A P K o v e r e x p r e s s i o n i n a p o s t - s u b a r a c h n o i d h a e m o r r h a g e 

( a t y p e o f s t r o k e , c a u s e d b y a p a t h o l o g i c a l a c c u m u l a t i o n o f b l o o d i n t o t h e s u b a r a c h n o i d 

s p a c e o f t h e b r a i n ) m o d e l l e a d t o d e p o l a r i z a t i o n o f m i t o c h o n d r i a a n d s u b s e q u e n t R O S 

l e a k a g e t o c y t o p l a s m ( H u a n g etal, 2 0 1 3 ; r e v i e w e d i n K i etal, 2 0 1 3 ) . T h e r e l a t i o n s h i p 

b e t w e e n t h i s d a t a a n d t h a t p r e s e n t e d r e g a r d i n g p o t e n t i a l p 3 8 - M A P K a c t i v i t y w o u l d s e e m t o 

b e c o n s i s t e n t , h o w e v e r i n r e g a r d t o R O S g e n e r a t i o n t h e y w o u l d a p p e a r t o c o n t r a s t t h e r e p o r t 

o f B o r a et al. d e s c r i b i n g h o w p 3 8 - M A P K i a l s o c a u s e d s i g n i f i c a n t l y i n c r e a s e d R O S l e v e l s i n 

E 4 . 5 m o u s e b l a s t o c y s t s , e s p e c i a l l y a f t e r a m i n o a c i d d e p l e t i o n f r o m t h e c u l t u r e m e d i a ( B o r a 

etal, 2 0 1 9 ) ; i n d i c a t i n g t h e s e c e l l u l a r p r o c e s s e s a r e a l m o s t c e r t a i n t o b e h i g h l y c o n t e x t 

d e p e n d e n t . A n e s s e n t i a l n i c h e o f p 3 8 M A P K - m e d i a t e d r e g u l a t i o n o f m i t o c h o n d r i a a c t i v i t y 

h a s b e e n a l s o d e s c r i b e d i n t h e c e n t r a l n e r v o u s s y s t e m , as c h e m i c a l i n h i b i t i o n o f p 3 8 - M A P K 

r e d u c e d D R P 1 p h o s p h o r y l a t i o n a n d m i t o c h o n d r i a l f i s s i o n , t h u s m a i n t a i n i n g s y n a p t i c 

p l a s t i c i t y ( G u i et al., 2 0 2 0 ) . M o r e o v e r , p 3 8 - M A P K i n h i b i t i o n i n n e u r o b l a s t o m a , P a r k i n s o n ' s 

d i s e a s e , a n d o t h e r t y p e s o f n e u r o n a l c e l l c u l t u r e m o d e l s , r e s u l t s i n a b a l a n c e d m i t o c h o n d r i a l 

f i s s i o n a n d f u s i o n r a t e , w h i l s t a l s o i n c r e a s i n g c e l l v i a b i l i t y a n d r e d u c i n g c e l l a p o p t o s i s , b o t h 

in vitro a n d in vivo ( B o h u s h et al, 2 0 1 8 ; r e v i e w e d i n C a n o v a s e / N e b r e d a , 2 0 2 1 ) . I n d e e d , 

p 3 8 - M A P K h a s a n u m b e r o f k n o w n f i s s i o n p r o t e i n - r e l a t e d s u b s t r a t e s , s u c h as D R P 1 , F I S 1 , 

M F F ( R e n et al, 2 0 2 0 ) . E v a l u a t i n g o b t a i n e d d a t a f r o m t h e e m b r y o n i c 3 D m i t o c h o n d r i a l 

n e t w o r k r e c o n s t r u c t i o n , p r e s e n t e d h e r e , t h e a p p a r e n t m o r p h o l o g i c a l a l t e r a t i o n s o f p 3 8 -

M A P K i t r e a t e d e m b r y o m i t o c h o n d r i a c o u l d r e f l e c t a b l o c k e d m i t o c h o n d r i a l f i s s i o n s e n s o r 

m e c h a n i s m ; t h a t c a n a l s o b e g o v e r n e d b y R O S a c c u m u l a t i o n , a v i t a l c o m p o n e n t i n i n d u c i n g 

m i t o p h a g y , p r o m o t i o n o f m i t o c h o n d r i a l f i s s i o n a n d i m p a i r m e n t s i n s i g n a l t r a n s d u c t i o n 

p a t h w a y s ( B r o w n l e e , 2 0 0 1 ) . A c c o r d i n g l y , i t m a y b e d e r i v e d t h a t t h e u n d e r d e v e l o p e d 

m o r p h o l o g y a n d m e t a b o l i c r a t e o f m i t o c h o n d r i a i n e a r l y m o u s e e m b r y o s , s p e c i f i c a l l y t h e 

p l u r i p o t e n t I C M ( H o u g h t o n , 2 0 0 6 ; K u m a r et al, 2 0 1 8 ) , m a y p l a y a r o l e i n l i m i t i n g t h e i r 

O X P H O S c a p a c i t y a n d o r g a n e l l e s i z e , t h e r e b y r e d u c i n g t h e p r o d u c t i o n o f R O S a t l e v e l s t h a t 

c o u l d h a r m m i t o c h o n d r i a l f u n c t i o n o r t r i g g e r a p o p t o s i s ; e s p e c i a l l y d u r i n g e a r l y d e v e l o p m e n t , 

d u r i n g w h i c h t o t a l e m b r y o c e l l n u m b e r s a r e l o w . P r e v i o u s r e s e a r c h h a s s u g g e s t e d t h e 

5 6 



e x i s t e n c e o f a c e l l s o r t i n g m e c h a n i s m d u r i n g w a v e s o f a s y m m e t r i c d i v i s i o n , a s 

i n a p p r o p r i a t e l y ( i n r e l a t i o n t o l i n e a g e - s p e c i f i c c e l l p o s i t i o n w i t h i n I C M ) p o s i t i o n e d P r E a n d 

E P I c e l l s , t h a t f a i l e d t o c o r r e c t t h e i r p o s i t i o n , a r e s u b j e c t e d t o a p o p t o s i s ( M o r r i s et al, 2 0 1 0 ) . 

A l t h o u g h t h e a u t h o r s n o t e d , t h a t n o t a l l c e l l d e a t h i s c a u s e d b y c e l l s b e i n g m i s p o s i t i o n e d , 

h o w e v e r , o u r r e s u l t s m i g h t s u g g e s t t h a t m i t o c h o n d r i a l m o r p h o l o g y m a y a l s o p l a y a r o l e i n 

c e l l e l i m i n a t i o n . I t i s p l a u s i b l e t h a t t h e o b s e r v e d a p o p t o s i s i n I C M c e l l s m a y n o t s o l e l y b e 

r e l a t e d t o t h e i r p o s i t i o n i n g , b u t a l s o i n c r e a s e d R O S a c c u m u l a t i o n w i t h i n s u c h c e l l s . I n 

p u b l i c a t i o n s b y D u m o l l a r d et al. a n d V a n B l e r k o m , t h e a u t h o r s d e r i v e d a s i m i l a r t h e o r y 

t h r o u g h t h e i r r e s e a r c h o n m o u s e o o c y t e s , as b o t h o o c y t e s w i t h e x c e s s i v e l y h i g h 

m i t o c h o n d r i a l n u m b e r s s t r u g g l e d t o r e g u l a t e n u t r i e n t s u p p l y a n d c e l l m e t a b o l i c d e m a n d , 

l e a d i n g t o t o x i c l e v e l s o f R O S f o l l o w i n g f e r t i l i z a t i o n ( D u m o l l a r d et al., 2 0 0 4 ; V a n B l e r k o m , 

2 0 0 4 ) . A l t h o u g h t h e d i r e c t i m p a c t o f p 3 8 - M A P K i n r e l a t i o n s t o D R P l - m e d i a t e d f i s s i o n w a s 

n o t a s s a y e d a n d p r e s e n t e d i n t h i s t h e s i s , a m a j o r i n c r e a s e o f t h e m i t o c h o n d r i a l n e t w o r k 

p a r a m e t e r s c o u p l e d w i t h g e n e r a l M M P i n c r e a s e i n I C M , i m p l y i n c r e a s e d O X P H O S a c t i v i t y 

a n d , as a s i d e e f f e c t , t h e p o t e n t i a l f o r i n c r e a s e d R O S a c c u m u l a t i o n . 

T h e f i n a l g o a l o f t h i s t h e s i s w a s t o i n v e s t i g a t e t r a n s c r i p t i o n a l a c t i v i t y o f E T C c o m p l e x g e n e s 

u n d e r p 3 8 - M A P K i c o n d i t i o n s . I t w a s f o u n d t h a t p 3 8 - M A P K i d u r i n g t h e b l a s t o c y s t 

m a t u r a t i o n s t a g e s o f d e v e l o p m e n t ( E 3 . 5 - E . 4 . 5 ) l e a d s t o a u n i v e r s a l d o w n r e g u l a t i o n o f 

s e v e r a l m R N A t r a n s c r i p t s r e s p o n s i b l e f o r p r o t e i n p r o d u c t i o n i n E T C c o m p l e x e s I , I I I , I V , 

a n d V . T h e s e l e c t e d a n a l y s e d g e n e s i n c l u d e d Ndufa5, UqcrlO, Uqcrq, Coxl7, Atp5e, a n d 

AtpSk. T h e o b s e r v e d d o w n r e g u l a t i o n o f E T C m R N A t r a n s c r i p t s s u g g e s t s t h a t p 3 8 - M A P K 

s i g n a l l i n g m a y h a v e a b r o a d e r m i t o c h o n d r i a l r e g u l a t o r y r o l e i n O X P H O S a n d A T P 

p r o d u c t i o n a c t i v i t y d u r i n g m o u s e b l a s t o c y s t d e v e l o p m e n t . T h e s e f i n d i n g s a r e c o n s i s t e n t w i t h 

p r e v i o u s s t u d i e s t h a t h a v e s h o w n t h e i n v o l v e m e n t o f p 3 8 - M A P K i n m i t o c h o n d r i a l f u n c t i o n 

a n d m a t u r a t i o n d u r i n g m o u s e e m b r y o n i c d e v e l o p m e n t . F o r i n s t a n c e , B o r a et al. r e p o r t e d t h a t 

p 3 8 - M A P K s i g n a l l i n g r e g u l a t e s t r a n s l a t i o n a l o u t p u t i n e a r l y e m b r y o s , a n d d e m o n s t r a t e d t h a t 

p 3 8 - M A P K i n h i b i t i o n ( f r o m E 3 . 5 ) l e a d s t o a d e c r e a s e i n t h e a b u n d a n c e o f s e v e r a l 

m i t o c h o n d r i a l p r o t e i n s , i n c l u d i n g E T C - r e l a t e d g e n e s a n a l y z e d i n t h i s t h e s i s ( B o r a etal, 

2 0 2 1 ) . M o r e o v e r , t h e o b t a i n e d r e s u l t s i n t h i s t h e s i s c o m p l e m e n t t h e R N A S e q e x p e r i m e n t s 

f r o m t h e s a m e p u b l i c a t i o n b y B o r a et al., s i n c e t h e y a d d t h e E 4 . 5 s t a g e as a n a d d i t i o n a l a s s a y 

t i m e - p o i n t , as t h e t h e i n i t i a l a n a l y s i s d e t a i l e d e l e v a t i o n i n e x p r e s s i o n o f t h e s e m i t o c h o n d r i a -

r e l a t e d m R N A s a t E 3 . 5 + 4 h / 7 h , t h a t t h e n d r o p t o c o n t r o l l e v e l s b y E 3 . 5 + 1 0 h ( B o r a et al, 
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2 0 2 1 ) ; w e n o w k n o w t h e s e t r a n s c r i p t s a r e e v e n t u a l l y d o w n r e g u l a t e d b y t h e E 4 . 5 s t a g e ( u n d e r 

p 3 8 - M A P K i , E 3 . 5 - E 4 . 5 , c o n d i t i o n s ) . C o l l e c t i v e l y , t h e s e f i n d i n g s d e m o n s t r a t e a s i g n i f i c a n t 

s u s c e p t i b i l i t y o f t h e c h o s e n E T C - r e l a t e d g e n e t r a n s c r i p t s t o a c t i v e p 3 8 - M A P K s i g n a l l i n g 

d u r i n g b l a s t o c y s t m a t u r a t i o n . I n t r i g u i n g l y , t h e o b s e r v e d d y n a m i c m R N A e x p r e s s i o n n o t o n l y 

a p p l i e s t o m i t o c h o n d r i a l r e s p i r a t i o n - r e l a t e d m R N A s , b u t a l s o t o t r a n s l a t i o n - g o v e r n i n g u n i t s 

( B o r a etal., 2 0 2 1 ) ; t h u s , i m p l y i n g m o s t a c t i v e t i m e - w i n d o w f o r m i t o c h o n d r i a m a t u r a t i o n i s 

l i k e l y t o b e b e t w e e n E 3 . 5 + 4 h a n d E 3 . 5 + 7 h . M o r e o v e r , t h e s e f i n d i n g s s u g g e s t a d e c e l e r a t e d 

m o r p h o l o g i c a l m a t u r a t i o n o f m i t o c h o n d r i a n e t w o r k a f t e r E 3 . 5 + 1 0 h , w h i c h c a n b e p o t e n t i a l l y 

i n t e r e s t i n g t o i n v e s t i g a t e i n t h e c o n t e x t o f g i v e n t o p i c . 

O v e r a l l , t h e r e s u l t s i n t h i s t h e s i s p r o v i d e f u r t h e r e v i d e n c e f o r t h e r o l e o f p 3 8 - M A P K i n 

r e g u l a t i n g m i t o c h o n d r i a l f u n c t i o n d u r i n g e a r l y m o u s e b l a s t o c y s t d e v e l o p m e n t . I n a d d i t i o n t o 

i t s h y p o t h e s i s e d i n v o l v e m e n t i n m i t o c h o n d r i a l n e t w o r k d y n a m i c s ( S u p p l e m e n t a r y f i g u r e 6 ) , 

p 3 8 - M A P K s i g n a l l i n g a p p e a r s t o h a v e a b r o a d e r r e g u l a t o r y r o l e i n O X P H O S a n d p o t e n t i a l 

A T P p r o d u c t i o n a c t i v i t y . T h e s e f i n d i n g s h a v e i m p o r t a n t i m p l i c a t i o n s f o r t h e u n d e r s t a n d i n g o f 

e a r l y e m b r y o n i c d e v e l o p m e n t a n d m a y h a v e p o t e n t i a l a p p l i c a t i o n s i n a s s i s t e d r e p r o d u c t i v e 

t e c h n o l o g i e s . 
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7. Appendix (supplementary data) 

T o t a l n u m b e r o f e m b r y o s a s sayed 6 4 

T o t a l e m b r y o s i n c o n t r o l c o n d i t i o n 2 9 

T o t a l e m b r y o s i n e x p e r i m e n t a l ( i n h i b i t e d ) c o n d i t i o n 35 

N u m b e r o f b i o l o g i c a l r ep l i ca t e s 3 
T o t a l e m b r y o s i n e x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n a t E 4 . 5 stage ( a n d pos se s s ing 

N A N O G - p o s i t i v e c e l l s ) 
2 9 

T o t a l e m b r y o s i n c o n t r o l c o n d i t i o n a t E 4 . 5 stage ( a n d posses s ing 
N A N O G - p o s i t i v e c e l l s ) 

35 

T o t a l a m o u n t o f N A N O G ce l l s i n e x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n 107 

T o t a l a m o u n t o f N A N O G c e l l s i n c o n t r o l c o n d i t i o n 104 
M e a n C T C F v a l u e s o f M T R i n N A N O G - p o s i t i v e ce l l s i n e x p e r i m e n t a l 

c o n d i t i o n ( A . U . ) 
1555 

M e a n C T C F v a l u e s o f M T R i n N A N O G - p o s i t i v e ce l l s i n c o n t r o l 
c o n d i t i o n ( A . U . ) 

1 3 5 6 

T h e s t a t i s t i c a l p - v a l u e ( M a n n - W h i t n e y ) d e s c r i b i n g t h e d i f f e r e n c e 
b e t w e e n t h e C T C F o f M T R i n each c o n d i t i o n across a l l e m b r y o s . 

P = 0 . 0 4 7 6 

Supplementary figure 1. C o m p l e m e n t a r y d a t a o f M i t o T r a c k e r R e d f l u o r e s c e n c e m e a s u r i n g 
e x p e r i m e n t i n E P I ( N A N O G + ) c e l l s s h o w i n g a l l i n f o r m a t i o n a b o u t u s e d e m b r y o s . 

T o t a l n u m b e r o f e m b r y o s a s sayed 4 6 

T o t a l e m b r y o s i n c o n t r o l c o n d i t i o n 2 0 

T o t a l e m b r y o s i n e x p e r i m e n t a l ( i n h i b i t e d ) c o n d i t i o n 2 6 

N u m b e r o f b i o l o g i c a l r ep l i ca t e s 2 

T o t a l a m o u n t o f o u t e r ce l l s i n e x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n 154 

T o t a l a m o u n t o f o u t e r ce l l s i n c o n t r o l c o n d i t i o n 1 6 0 
M e a n C T C F v a l u e s o f M T R i n o u t e r ce l l s i n e x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n 

( A . U . ) 
3 5 5 0 

M e a n C T C F v a l u e s o f M T R i n o u t e r ce l l s i n c o n t r o l c o n d i t i o n ( A . U . ) 4 6 6 3 
T h e s t a t i s t i c a l p - v a l u e ( M a n n - W h i t n e y ) d e s c r i b i n g t h e d i f f e r e n c e 
b e t w e e n t h e C T C F o f M T R i n each c o n d i t i o n across a l l e m b r y o s . 

P = 0 . 0 0 3 

Supplementary figure 2. C o m p l e m e n t a r y d a t a o f M i t o T r a c k e r R e d f l u o r e s c e n c e 
m e a s u r i n g e x p e r i m e n t i n T E c e l l s s h o w i n g a l l i n f o r m a t i o n a b o u t u s e d e m b r y o s . 
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T o t a l n u m b e r o f e m b r y o s assayed 6 8 

T o t a l e m b r y o s i n c o n t r o l c o n d i t i o n 2 7 

T o t a l e m b r y o s i n e x p e r i m e n t a l ( i n h i b i t e d ) c o n d i t i o n 4 1 

N u m b e r o f b i o l o g i c a l r ep l i ca t e s 3 
T o t a l e m b r y o s i n e x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n a t E 4 . 5 stage ( a n d posses s ing 

G A T A 4 - p o s i t i v e c e l l s ) 
17 

T o t a l e m b r y o s i n c o n t r o l c o n d i t i o n a t E 4 . 5 stage ( a n d pos se s s ing 
G A T A 4 - p o s i t i v e c e l l s ) 

2 7 

T o t a l a m o u n t o f G A T A 4 c e l l s i n e x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n 3 0 

T o t a l a m o u n t o f G A T A 4 ce l l s i n c o n t r o l c o n d i t i o n 3 0 
M e a n C T C F v a l u e s o f M T R i n G A T A 4 - p o s i t i v e ce l l s i n e x p e r i m e n t a l 

c o n d i t i o n ( A . U . ) 
2 5 2 1 

M e a n C T C F v a l u e s o f M T R i n G A T A 4 - p o s i t i v e ce l l s i n c o n t r o l 
c o n d i t i o n ( A . U . ) 

1 0 7 6 

T h e s t a t i s t i c a l p - v a l u e ( M a n n - W h i t n e y ) d e s c r i b i n g t h e d i f f e r e n c e 
b e t w e e n t h e C T C F o f M T R i n each c o n d i t i o n across a l l e m b r y o s . 

P < 0 . 0 0 0 1 

Supplementary figure 3. C o m p l e m e n t a r y d a t a o f M i t o T r a c k e r R e d f l u o r e s c e n c e 
m e a s u r i n g e x p e r i m e n t i n P r E ( G A T A 4 + ) c e l l s s h o w i n g a l l i n f o r m a t i o n a b o u t u s e d 

e m b r y o s . 

T o t a l n u m b e r o f e m b r y o s a s sayed 4 6 

T o t a l e m b r y o s i n c o n t r o l c o n d i t i o n 2 8 

T o t a l e m b r y o s i n e x p e r i m e n t a l ( i n h i b i t e d ) c o n d i t i o n 18 

N u m b e r o f b i o l o g i c a l r ep l i ca t e s 2 
T o t a l e m b r y o s i n e x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n a t E 4 . 5 stage ( a n d posses s ing 

N A N O G - G A T A 6 d o u b l e - p o s i t i v e c e l l s ) 
18 

T o t a l e m b r y o s i n c o n t r o l c o n d i t i o n a t E 4 . 5 stage ( a n d posses s ing 
N A N O G - G A T A 6 d o u b l e - p o s i t i v e c e l l s ) 

2 8 

T o t a l a m o u n t o f u n c o m m i t t e d ce l l s i n e x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n 4 4 

T o t a l a m o u n t o f u n c o m m i t t e d ce l l s i n c o n t r o l c o n d i t i o n 38 
M e a n C T C F v a l u e s o f M T R i n N A N O G - G A T A 6 d o u b l e - p o s i t i v e ce l l s 

i n e x p e r i m e n t a l c o n d i t i o n ( A . U . ) 
1 3 9 4 

M e a n C T C F v a l u e s o f M T R i n N A N O G - G A T A 6 d o u b l e - p o s i t i v e ce l l s 
i n c o n t r o l c o n d i t i o n ( A . U . ) 

1 7 8 4 

T h e s t a t i s t i c a l p - v a l u e ( M a n n - W h i t n e y ) d e s c r i b i n g t h e d i f f e r e n c e 
b e t w e e n t h e C T C F o f M T R i n each c o n d i t i o n across a l l e m b r y o s . 

P < 0 . 1 7 4 

Supplementary figure 4. C o m p l e m e n t a r y d a t a o f M i t o T r a c k e r R e d f l u o r e s c e n c e m e a s u r i n g 
e x p e r i m e n t i n u n c o m m i t t e d l i n e a g e ( N A N O G G A T A 6 d o u b l e - p o s i t i v e ) c e l l s s h o w i n g a l l 

i n f o r m a t i o n a b o u t u s e d e m b r y o s . 
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Extracellular stimuli (e.g. ROS) 

p38MAPK ) ( p38MAPK 

I 

Extracellular stimuli (e.g. ROS) 

SB220025 | 

\ 
p38MAPK ) ( p38MAPK 

J 

J i 

Supplementary figure 5. W o r k i n g m o d e l o f t h e r o l e o f p 3 8 - M A P K r e g u l a t i n g m i t o c h o n d r i a f i s s i o n r a t e d u r i n g 
p r e i m p l a n t a t i o n s t a g e e m b r y o d e v e l o p m e n t . 
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RT-qPCR oligonucleotide 
primers list 

# Gene name Forward primer (5'-3') Reverse primer (3'-5') 

1 Ndufa5 G G C T T G C T G A A A A A G A C A A C A C C T C T T C C A C T T C A C C A C 

2 UqcrlO_ A A C T T C C A C C T T T G C C C T C T G T T T C C A C A G T T T C C C C T 
C 

3 Uqcrq T C A G C A A A G G C A T C C C C A A C G G C T G G A T T C T T C C T T T T C 
G A C 

4 Coxl7 A G A A G A A G C C A C T G A A G C C T C T C C T T T C T C A A T G A T G C A 
C 

5 Atp5e_ C T C A G C T A C A T C C G G T T T T C C A A T T T T T A T G C T G C T G C C C 

6 Atp5k_ G G T C T C T C C A C T C A T C A A G T T C T T C C T C C G C T G C T A T T C T C 

7 H2afz G C G C A G C C A T C C T G G A G T A C C G A T C A G C G A T T T G T G G A 

Supplementary figure 6. I n f o r m a t i o n o n 
o l i g o n u c l e o t i d e p r i m e r s u s e d i n R T - q P C R 

a n a l y s i s 
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# Ant igen 
Cat. 

Number 
Supplier Type Species 

raised in 
Dilution 

used 

Immunofluorescence imaging 

1 
Nanog 14-5761 

Affymetrix/ 
eBioscience 

Primary; 
monoclonal rat 

1:200 in 
PBST (3% 

BSA) 

2 
Gata6 AF1700 

R&D 
systems 

Primary; 
polyclonal goat 

1:200 in 
PBST (3% 

BSA) 

3 
Gata4 (C20) sc-1237 Santa Cruz 

Primary; 
polyclonal goat 

1:200 in 
PBST (3% 

BSA) 

4 
Gata4 
(H112) 

sc-9053 Santa Cruz 
Primary; 

polyclonal rabbit 
1:200 in 

PBST (3% 
BSA) 

5 
Cdx2 

MU392A-
UC 

BioGenex 
Primary; 

monoclonal mouse 
1:200 in 

PBST (3% 
BSA) 

6 AIF/ 
apoptosis 
inducing 

factor 

5318T CST 
Primary; 

monoclonal rabbit 
1:200 in 

PBST (3% 
BSA) 

7 donkey anti-
rabbit IgG 
Alexa-488 

ab150073 Abeam 
Secondary; 
polyclonal donkey 

1:500 in 
PBST (3% 

BSA) 

8 donkey anti-
rabbit IgG 
Alexa-647 

ab150075 Abeam 
Secondary; 
polyclonal donkey 

1:500 in 
PBST (3% 

BSA) 

9 donkey anti-
mouse IgG 
Alexa647 

ab150107 Abeam 
Secondary; 
polyclonal donkey 

1:500 in 
PBST (3% 

BSA) 

10 donkey anti-
goat IgG 
Alexa647 

ab150131 Abeam 
Secondary; 
polyclonal donkey 

1:500 in 
PBST (3% 

BSA) 

11 Donkey anti-
mouse 

Alexa 488 
A21202 Invitrogen 

Secondary; 
polyclonal donkey 

1:500 in 
PBST (3% 

BSA) 

12 Donkey anti-
rat Alexa 

488 
A21208 Invitrogen 

Secondary; 
polyclonal donkey 

1:500 in 
PBST (3% 

BSA) 

13 Donkey anti-
goat Alexa 

488 
A11055 Invitrogen 

Secondary; 
polyclonal donkey 

1:500 in 
PBST (3% 

BSA) 

Supplementary figure 7. L i s t o f a n t i b o d i e s u s e d . 
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