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2. Wykaz skrótów 

 

ATP – adenozyno-5’-trifosforan (ang. Adenosine triphosphate) 

AUGMENT - autologiczny transfer energii mitochondrialnej linii zarodkowej (ang. 

Autologous Germline Mitochondrial Energy Transfer) 

DAPI - 4',6-diamidyno-2-fenyloindol (ang. 4′,6-diamidino-2-phenylindole) 

DNA – kwas deoksyrybonukleinowy (ang. deoxyribonucleic acid) 

gDNA – genomowy DNA (ang. genomic DNA) 

mtDNA – mitochondrialny DNA (ang. mitochondrial DNA) 

nDNA – jądrowy DNA (ang. nuclear DNA) 

E2 – estriadiol (ang. estradiol) 

FDA – Agencja Żywności i Leków (ang. Food and Drug Administration) 

hCG – ludzka gonadotropina kosmówkowa (ang. human chorionic gonadotropin) 

ICSI – docytoplazmatyczna iniekcja plemników (ang. intracytoplasmic sperm injection) 

IU – jednostka międzynarodowa (ang. international unit) 

kbp – kilo par zasad (ang. kilo base pairs) 

LH – hormon luteinizujący (ang. luteinising hormone) 

mtDNA – mitochondrialny DNA (ang. mitochondrial DNA) 

nDNA – jądrowy DNA (ang. nuclear DNA) 

NGS – sekwencjonowanie następnej generacji (ang. next-generation sequencing) 

OC – doustna antykoncepcja (ang. oral contraception) 

OSC – oogonalne komórki macierzyste (ang. oogonal stem cells) 

PGT-A – genetyczna diagnostyka preimplantacyjna w kierunku aneuploidii (ang. 

preimplantation genetic testing for aneuploidies) 

WGA – amplifikacja całego genomu (ang. whole genome amplification) 
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3. Wstęp 

 
Mitochondria to niewielkie organella komórkowe, których główną rolą jest produkcja 

adenozynotrifosforanu (ATP - ang. adenosine triphosphate) będącego głównym źródłem 

energii komórkowej. Ponadto, biorą udział w regulacji szeregu procesów życiowych jak 

proliferacja, różnicowanie i apoptoza komórek, magazynowanie i uwalnianie jonów wapnia 

czy steroidogeneza [1–4]. Ich unikatową cechą jest posiadanie własnego genomu, 

dziedziczonego niezależnie od genomu jądrowego (nDNA - ang. nuclear DNA). 

Mitochondrialny DNA (mtDNA - ang. mitochondrial DNA) występuje w macierzy 

mitochondriów w kulistej formie i stanowi 16,6 kilo par zasad (kbp - ang. kilo base pairs). 

Posiada 37 genów, z których 13 koduje białka uczestniczące w procesie fosforylacji 

oksydacyjnej. Pozostałe białka kodowane są przez DNA jądrowy i transportowane do wnętrza 

mitochondriów [5–7]. Uważa się, że jest ich około 1500 wymieniając między innymi czynniki 

transkrypcyjne, polimerazę γ (gamma) replikującą mtDNA czy enzymy niezbędne w cyklu 

kwasu cytrynowego [7].  

U ludzi, jak u większości rozmnażających się płciowo gatunków, mitochondrialny DNA 

dziedziczony jest wyłącznie w linii matczynej [8]. Sposób eliminacji mitochondriów 

ojcowskich podczas zapłodnienia komórki jajowej nie został jednak dostatecznie poznany. 

Wśród potencjalnych przyczyn wymienia się między innymi mechanizmy tkankowo 

specyficzne czy poliubikwitynację mitochondriów plemników inicjującą ich degradację 

lizosomalną [9–15]. W rzadkich przypadkach dochodzi do tak zwanych przecieków ojcowskich 

skutkujących heteroplazmią czyli obecnością więcej niż jednego wariantu mtDNA [10,16–18]. 

Prawidłowo cała pula mtDNA pochodzi jednak od matki w związku z czym jego zawartość w 

komórce jajowej jest kluczowa dla rozwijającego się zarodka [19–21]. Również mechanizmy 

rozdzielania chromosomów oraz ich przesuwania poza komórkę podczas podziału 

mejotycznego są jednymi z najbardziej energochłonnych w oocytach wskazując na znaczącą 

funkcję mitochondriów w tym procesie [20,22]. W zapłodnionej komórce jajowej mitochondria 

dystrybuowane są asymetrycznie, prawdopodobnie celem skupienia mitochondriów do 

bezpośredniego i szybkiego dostarczania energii do jądra komórkowego. W innym wypadku, 

ze względu na duży rozmiar komórki jajowej transport ATP przez cytoplazmę mógłby być zbyt 

wolny dla rozwijającego się zarodka [23,24]. Dojrzały oocyt posiada ponad 200 000 kopii 

mtDNA, natomiast uważa się, że po zapłodnieniu komórki jajowej jego replikacja następuje 

dopiero na etapie blastocysty [22,25]. Zatem do tego etapu pula mtDNA w zarodkach musi być 

wystarczająca dla ich prawidłowego rozwoju. Fakt ten zwrócił uwagę wielu grup badawczych 
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sugerując zawartość mitochondrialnego DNA w zarodkach jako potencjalny marker ich selekcji 

w procedurze zapłodnienia pozaustrojowego [26–45]. 

Wprowadzenie procedury zapłodnienia in vitro w 1978 roku zrewolucjonizowało leczenie 

niepłodności i w ciągu ponad 40 lat doprowadziło do urodzenia ponad 8 milionów dzieci [46]. 

Niemniej jednak proces ten wciąż pozostaje niewystarczająco skuteczny. Główną przyczyną 

niepowodzeń implantacji pozostają aberracje chromosomowe zarodków, jednak na 

skuteczność procesu wpływają również: jakość zarodka, receptywność endometrium, szeroko 

pojęte czynniki immunologiczne czy techniczne umiejętności zespołu dokonującego transferu 

[47,48]. Selekcja zarodków do transferu w dalszym ciągu opiera się o subiektywną ocenę 

morfologiczną dokonywaną przez embriologów. Wprowadzenie do praktyki klinicznej 

preimplantacyjnej diagnostyki genetycznej w kierunku aneuploidii (PGT-A - ang. 

preimplantation genetic testing for aneuploidies) umożliwiło wykluczanie z transferu zarodków 

niosących liczbowe zaburzenia chromosomowe [49–51]. Obecnie dzięki zastosowaniu 

sekwencjonowania następnej generacji (NGS - ang. next-generation sequencing) możliwa jest 

również względna analiza zawartości mitochondrialnego DNA w zarodkach polegająca na 

estymacji liczby odczytów mtDNA w porównaniu do nDNA. Korelacja liczby odczytów 

mitochondrialnego DNA z potencjałem implantacyjnym zarodków została po raz pierwszy 

stwierdzona w 2015 roku przez Fragouli i wsp [28]. Kolejno przeprowadzone badania 

dostarczyły jednak sprzecznych wniosków pozostawiając kwestię możliwości włączenia oceny 

poziomu zawartości mtDNA w zarodkach jako markera ich selekcji w procedurze zapłodnienia 

pozaustrojowego bez jednoznacznej odpowiedzi [26–45]. Na przestrzeni lat doniesienia 

Fragouli zostały potwierdzone przez Ravichandran i wsp. (2017) [27], Du i wsp. (2021) [33], 

Wu i wsp. (2021) [52] oraz Wang i wsp. (2021) [32], jednak pozostałe zespoły badawcze 

zaprzeczyły istnieniu zależności poziomu mitochondrialnego DNA w zarodkach z ich 

potencjałem implantacyjnym [29,34,37–41]. 
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4. Cele pracy 

 
Celem niniejszej pracy była ewaluacja klinicznego znaczenia zawartości 

mitochondrialnego DNA w zarodkach w 3. oraz 5. lub 6. dobie po zapłodnieniu poprzez ocenę 

jej korelacji z ploidią oraz morfologią embrionów, ich potencjałem rozwojowym oraz 

implantacyjnym, a także wiekiem matki, aby ocenić możliwość wykorzystania parametru jako 

niezależnego markera selekcji zarodków w procedurze zapłodnienia pozaustrojowego. 
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5. Materiały i metody 

 

Przeprowadzone badania zostały zaakceptowane przez lokalną Komisję Bioetyczną. 

Ewaluacji dokonano przeprowadzając ekstrapolację liczby odczytów dla mtDNA oraz 

nDNA z analiz preimplantacyjnej diagnostyki genetycznej w kierunku aneuploidii wszystkich 

chromosomów wykonanych w Laboratorium Genetycznym Medycznych Laboratoriów 

Diagnostycznych INVICTA dla pacjentów Klinik Leczenia Niepłodności INVICTA z 

wykorzystaniem zarodków transferowanych w cyklu świeżym (biopsja blastomeru w 3. dobie 

po zapłodnieniu) oraz mrożonym (biopsja trofoblastu w 5. lub 6. dobie po zapłodnieniu). 

Diagnostyka PGT-A wykonywana jest przy użyciu sekwencjonowania następnej generacji 

(NGS – ang. Next Generation Sequencing) po uprzedniej amplifikacji całego genomu (WGA – 

ang. Whole Genome Amplification). Dzięki zastosowaniu tych metod możliwa jest ocena 

liczby odczytów w mtDNA oraz gDNA. Na podstawie powyższych parametr w możliwe jest 

wyliczenie współczynnika mtDNA/gDNA określanego w literaturze jako tzw. „mitochondrial 

score”. Analizy liczby odczytów dokonano przy użyciu funkcji „Coverage Analysis” 

(V.5.12.0.0.) na serwerze Ion Torrent V.5.12.3. (Life Technologies). Obliczono względną 

zawartość mtDNA w badanych zarodkach, a uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej 

celem oceny korelacji uzyskanych wyników z wyżej opisanymi zmiennymi. Wykorzystane do 

tego zostały analizy statystyczne: test U Manna-Whitneya oraz test zgodności chi kwadrat w 

programie Statistica StatSoft Inc. Polska. Do analizy statystycznej wybrane zostały testy 

nieparametryczne, ponieważ rozkład wartości współczynnika mtDNA/gDNA dla zebranych 

grup zarodków charakteryzuje się dużą zmiennością i nie jest normalny. Wartość p<0.05 

uznawano za statystycznie znamienną. Powyższe analizy przeprowadzono dla zarodków 

transferowanych zarówno w cyklach świeżych (biopsja blastomeru w 3. dobie po zapłodnieniu) 

jak i mrożonych (biopsja trofoblastu w 5. lub 6. dobie po zapłodnieniu) celem oceny znaczenia 

parametru na różnych etapach embriogenezy. Ocena parametrów odbywała się w grupach 

badanych oraz kontrolnych, to znaczy zestawiane ze sobą były wartości wyżej wymienionego 

współczynnika na przykład dla zarodków euploidalnych i aneuploidalnych, zarodków o 

potwierdzonej implantacji oraz niepowodzeniu implantacji, zarodków o dobrej i złej jakości 

morfologicznej w skalach oceny embriologicznej. Dyskutując wyniki przeprowadzonych 

eksperymentów analizowano doniesienia pozostałych grup badających zagadnienie zawartości 

mitochondrialnego DNA w zarodkach. Ponadto, dokonano przeglądu dostępnej literatury 

dotyczącej roli mitochondriów i mitochondrialnego DNA w płodności człowieka i wczesnym 
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rozwoju zarodka ze szczególnym uwzględnieniem oceny możliwości wykorzystania analizy 

oraz modyfikacji mitochondrialnego DNA w praktyce klinicznej. 

Wyniki poszczególnych etapów badań opublikowano w czasopismach medycznych 

(Current Issues in Molecular Biology, Cells, International Journal of Molecular Sciences) 

umieszczonych w wykazie czasopism naukowych i recenzowanych materiałów z konferencji 

międzynarodowych Ministra Nauki i Szkolnictwa Wyższego, o zasięgu międzynarodowym. 
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6. Omówienie publikacji będących przedmiotem rozprawy 

 

The role of mitochondria in human fertility and early embryo development: what can we 

learn for clinical application of assessing and improving mitochondrial DNA?; Podolak 

A.; Woclawek-Potocka I.; Lukaszuk K.; Cells 2022, 11, 797. Cells 2022, 11, 797. 

https://doi.org/10.3390/cells11050797 

 

W niniejszej pracy poglądowej dokonano prezentacji roli mitochondriów w zachowaniu 

płodności człowieka oraz wczesnej embriogenezie wraz z analizą możliwości wykorzystania 

oceny oraz modyfikacji mitochondrialnego DNA w praktyce klinicznej. Opisano podstawowe 

mechanizmy biologiczne związane z funkcjonowaniem mitochondriów, jak również zależności 

między utrzymaniem aktywności tych organelli a prawidłowym funkcjonowaniem ludzkich 

gamet oraz rozwojem zarodka uwzględniając czynniki warunkujące rozwój niewydolności 

mitochondriów.  

Znaczenie mitochondriów w zachowaniu płodności przejawia się w wielu aspektach. 

Odpowiednia ilość tych organelli w komórkach jajowych warunkuje prawidłowy dalszy rozwój 

zarodka [20,25,53]. Nie należy jednak interpretować aktywności mitochondriów wyłącznie pod 

kątem liczby kopii mitochondrialnego DNA, ponieważ jest ona ściśle regulowana również 

przez DNA jądrowy, wewnątrzkomórkowe stężenia jonów oraz dostępność substratów [3,7,53–

55]. Dowiedziono na przykład, iż zarodkowa odpowiedź metaboliczna może różnić się w 

zależności od składu medium hodowlanego zastosowanego w procedurze in vitro [56]. 

Wydolność tych organelli jest również kluczowa dla prawidłowego funkcjonowania gamet 

męskich. Ruchliwość plemników jest całkowicie zależna od funkcjonalności szlaków 

fosforylacji oksydacyjnej. Wykazano również związek występowania mutacji w 

mitochondrialnym DNA z zaburzeniami jakości nasienia pod postacią astenozoospermii oraz 

oligoastenozoospermii [14,57–60]. Poza mutacjami, na pogorszenie funkcjonalności 

mitochondriów wpływa również stres oksydacyjny związany z zaburzoną homeostazą 

wapniową, naturalnym starzeniem organizmu czy otyłością [61–66]. 

W dalszej części pracy przeanalizowano dostępne dane literaturowe dotyczące zarówno 

oceny jak i modyfikacji mitochondrialnego DNA w procedurze wspomaganego rozrodu. Na 

przestrzeni ostatnich lat wiele grup badawczych ewaluowało wpływ zawartości 

mitochondrialnego DNA w zarodkach na ich potencjał rozwojowy i implantacyjny [26–45]. W 

niniejszej pracy dokonano prezentacji wyników przeprowadzonych eksperymentów z 

uwzględnieniem liczebności prób badanych, etapu rozwojowego zarodka podczas prowadzenia 

https://doi.org/10.3390/cells11050797
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badań oraz technicznych aspektów oceny liczby kopii mtDNA. Wykazano znaczną rozbieżność 

między wynikami uzyskanymi pomiędzy poszczególnymi grupami badawczymi wynikającą z 

braku standaryzacji badań nad klinicznym znaczeniem zawartości mtDNA. Zidentyfikowano 

kilka przyczyn zaobserwowanych rozbieżności obejmujących zarówno zastosowaną formułę 

obliczeniową jak i technikę WGA, protokoły i odczynniki stosowane podczas prowadzenia 

hodowli i przechowywania zarodków czy liczebność grupy badanej w przeprowadzonych 

eksperymentach. Stwierdzono zatem konieczność przeprowadzenia większego, najlepiej 

wieloośrodkowego badania celem ostatecznej weryfikacji użyteczności parametru w 

procedurze zapłodnienia pozaustrojowego. Ponadto, przedstawiono dotychczasowe osiągnięcia 

w aspekcie edycji mitochondrialnego genomu [67–70]. Mimo iż zagadnienie cieszy się coraz 

większym zainteresowaniem wśród naukowców wprowadzenie takich technik do praktyki 

klinicznej wydaje się jednak odległe. Obecnie wystąpienia chorób mitochondrialnych u 

potomstwa można uniknąć dzięki zastosowaniu transferu matczynego wrzeciona 

kariokinetycznego lub transferu przedjądrzy do komórek jajowych dawczyń [71–74]. 

Natomiast w kwestii poprawy potencjału reprodukcyjnego oocytów zaprezentowano dwie - 

wycofane już z praktyki klinicznej - techniki, mitochondrialną terapię zastępczą oraz 

autologiczny transfer energii mitochondrialnej linii zarodkowej (AUGMENT - ang. 

Autologous Germline Mitochondrial Energy Transfer) [75–79]. Pierwsza z technik mimo 

wykazywanej skuteczności klinicznej została zakazana przez Amerykańską Agencję ds. 

Żywności i Leków (FDA - ang. US Food and Drug Administration) powołując się na kwestie 

etyczne oraz bezpieczeństwo genetyczne ze względu na wykorzystanie materiału 

biologicznego od strony trzeciej [80]. AUGMENT, terapia firmy OvaScience oparta o 

autologiczny transfer oogonalnych komórek macierzystych (OSC - ang. oogonal stem cells) 

wyizolowanych z biopsji korowych została natomiast okrzyknięta metodą opartą o 

niewystarczające naukowe dowody jej skuteczności doprowadzając ostatecznie firmę do 

bankructwa [81–86]. 

Podsumowując, pomimo ogromnego potencjału zastosowań klinicznych, dziedzina 

badań mitochondrialnych w dalszym ciągu nie jest dobrze ugruntowana. W celu pełnej 

ewaluacji klinicznej przydatności oceny oraz modyfikacji ilości oraz funkcjonalności 

mitochondrialnego DNA niezbędne jest prowadzenie dalszych eksperymentów. 
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Mitochondrial DNA Copy Number in Cleavage Stage Human Embryos—Impact on 

Infertility Outcome; Podolak, A.; Liss, J.; Kiewisz, J.; Pukszta, S.; Cybulska, C.; Rychlowski, 

M.; Lukaszuk, A.; Jakiel, G.; Lukaszuk, K.; Curr. Issues Mol. Biol. 2022, 44, 273-287. 

https://doi.org/10.3390/cimb44010020 

 

Niniejsze badanie przeprowadzono wykonując ekstrapolację liczby odczytów 

mitochondrialnego i jądrowego DNA z analiz preimplantacyjnej diagnostyki genetycznej w 

kierunku aneuploidii wszystkich chromosomów dokonanych na biopsjach blastomeru 314 

zarodków 6-8 komórkowych pochodzących od 69 par leczonych w Klinikach Leczenia 

Niepłodności INVICTA w latach 2013 - 2015. Kryteria włączenia pacjentów do badania 

obejmowały: (1) wskazania do wykonania PGT-A - kobiety w wieku reprodukcyjnym po 2 lub 

więcej poronieniach lub niepowodzeniach implantacji zarodka, wiek kobiety powyżej 35. roku 

życia, wiek mężczyzny powyżej 50. roku życia, (2) transfer zarodka wyłącznie w cyklu 

świeżym, (3) pacjentki o znanym wyniku przeprowadzonego transferu, tj. do czasu 

potwierdzenia ciąży klinicznej lub poronienia. Z badania wyłączono pacjentki o stwierdzonych 

schorzeniach wewnątrzmacicznych.  

W ramach przygotowania do procedury zapłodnienia pozaustrojowego pacjentki były 

poddane stymulacji hormonalnej. Pobranie oocytów przeprowadzono 34-36 godzin po podaniu 

5000 IU hCG (Choragon, Ferring). ICSI wykonano 4-7 godzin po pobraniu komórek jajowych, 

natomiast 18 godzin po wykonaniu ICSI (ang. intracytoplasmic sperm injection) oceniono je 

pod kątem zapłodnienia. Hodowlę embrionów prowadzono z zastosowaniem medium 

sekwencyjnego G (Vitrolife) w atmosferze o niskiej prężności tlenu (ok. 5%). Oceny 

morfologicznej zarodków dokonano według skali Cumminsa. Biopsję blastomeru wykonano 3 

dni po zapłodnieniu komórki jajowej na etapie 6-8 komórkowego zarodka. Następnie zarodki 

przemywano, transferowano do medium G2 (Viatrolife) i hodowlę prowadzono przez dwa 

kolejne dni, przeprowadzając ich transfer w 5. dniu tego samego cyklu. 

Lizę zarodków i amplifikację całego genomu wykonano wykorzystując PicoPLEX 

Single Cell WGA Kit (New England BioLabs Inc.) zgodnie z protokołem producenta. Po 

zakończeniu WGA zmierzono stężenia badanych próbek metodą fluorymetryczną przy użyciu 

Qubit dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen) na urządzeniu Qubit 2.0. Biblioteki przygotowano z 

wykorzystaniem Ion Xpress Plus Fragment Library Kit (Ion Torrent) zgodnie z instrukcją 

producenta. Przed poddaniu amplifikacji klonalnej próbki rozcieńczano do 24 pikomoli, 

barkodowano z użyciem Ion Xpress Barcode Adapters kits (Ion Torrent), a następnie pulowano. 

Amplifikację klonalną przeprowadzono używając zestawu Ion PGM™ Template OT2 200 Kit 

https://doi.org/10.3390/cimb44010020
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(Ion Torrent) i platformy Ion One Touch 2 System. Sekwencjonowanie następnej generacji 

wykonano na chipach 314 lub 316, na urządzeniu Personal Genome Machine (PGM) z 

zastosowaniem Ion PGM™ Sequencing 200 Kit v2 (Ion Torrent).  

Analizy liczby odczytów mtDNA i nDNA dokonano przy użyciu funkcji Coverage 

Analysis (V. 5.12.0.0) na serwerze Torrent Suite V. 5.12.3 (Life Technologies). Odczytaną 

wartość dla mtDNA dzielono przez liczbę odczytów nDNA po jej uprzedniej korekcji w 

przypadku obecności aneuploidii. Dla ułatwienia estymacji otrzymane wyniki mnożono przez 

1000. Następnie uzyskane wartości porównywano w grupach: (1) zarodki euploidalne i 

aneuploidalne, (2) zarodki o dobrej i złej morfologii w skali Cumminsa, (3) zarodki ze 

skuteczną implantacją i z niepowodzeniem implantacji, (4) zarodki o genetycznej płci żeńskiej 

i męskiej, (5) zarodki od matek do 37. roku życia i starszych. Z uwagi, iż otrzymany rozkład 

nie był normalny analizę statystyczną przeprowadzono przy użyciu testu U Manna-Whitneya. 

Wartość p poniżej 0.05 uznawano za statystycznie znamienną.  

Ponadto, wykonano znakowanie fluorescencyjne wybranych oocytów i zarodków. 

Mitochondria wyznakowano MitoTracker Red CMXRos (Invitrogen), natomiast jądra 

komórkowe Hoechst 33342 (Invitrogen) celem oceny dystrybucji mitochondriów w 

komórkach. 

W wyniku przeprowadzonych analiz stwierdzono zależność zawartości mtDNA jedynie 

z ploidią zarodków (średnia wartość mtDNA w zarodkach euploidalnych 6.3 ± 7.5, średnia 

wartość w zarodkach aneuploidalnych 7.1 ± 5.8, p 0.004). Niniejsze badanie nie pozwala na 

wyjaśnienie przyczyn takiego zjawiska, ale prawdopodobnie może wskazywać to na wyższe 

zapotrzebowanie energetyczne zarodków aneuploidalnych z uwagi na inicjowanie 

mechanizmów naprawczych. Niewiele z dotychczas przeprowadzonych badań z zakresu oceny 

znaczenia zawartości mtDNA w embrionach przeprowadzono na etapie zarodka 3-dniowego, 

jednak uzyskane wyniki są zgodne z wynikami większości zespołów badających blastocysty 

[26,27,29,32,33,35,37,39,43,47]. Zależność ta wskazuje na możliwość wykorzystania 

parametru jako dodatkowego markera selekcji embrionów. Niemniej jednak, wykonane 

znakowanie fluorescencyjne potwierdziło asymetryczną dystrybucję mitochondriów wśród 

blastomerów zarodka co wskazuje na potencjalnie dużą zmienność otrzymywanych wyników 

zależnie od pobranego blastomeru. Potwierdza to również fakt uzyskania wysoce różniących 

się wyników oznaczeń mtDNA pomiędzy zarodkami uzyskanymi od tych samych pacjentek. 

Ponadto, wyniki PGT-A dostarczają bardziej jednoznacznych i pewnych wyników w zakresie 

oceny aneuploidii embrionów. Biorąc pod uwagę wymienione argumenty przydatność 

kliniczna badanego parametru, zwłaszcza na etapie zarodka komórkowego, wydaje się mało 
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prawdopodobna. W przypadku pozostałych zmiennych nie stwierdzono statystycznie 

znamiennych różnic pomiędzy zawartością mtDNA w analizowanych grupach. Nie wykazano 

korelacji parametru z potencjałem implantacyjnym (p 0.18), morfologią (p 0.09), płcią (p 0.16) 

zarodków ani wiekiem matki (p 0.14). Jak wspomniano, niewiele grup badawczych prowadziło 

eksperymenty z wykorzystaniem biopsji blastomeru. Fragouli i wsp. [28] stwierdzili związek 

zawartości mtDNA z potencjałem implantacyjnym zarodka zarówno na etapie zarodka 3-

dniowego jak i blastocysty, natomiast przeprowadzone przez nich badanie wydaje się mało 

wiarygodne. W swojej pracy wskazali również na korelację parametru z wiekiem matki, jednak 

w przypadku badania blastomerów z zarodków 3 dniowych stwierdzili wyższe zawartości 

mtDNA w zarodkach pochodzących od młodszych matek, natomiast badając komórki z 

blastocyst uzyskali wzrost zawartości mtDNA w zarodkach wraz z wiekiem matki. Tego typu 

zależność wydaje się mało prawdopodobna. Ponadto, weryfikując ustalone progi wartości 

mtDNA w badaniu z 2017 roku ogłosili zgodność otrzymanych wyników z pierwszymi 

doniesieniami, jednak w przypadku różnic pomiędzy poziomem mtDNA w zarodkach, a 

wiekiem matki otrzymane wyniki okazały się statystycznie nieznamienne [26]. 

Głównym ograniczeniem niniejszego badania jest preferencyjna amplifikacja dwóch 

regionów mtDNA (od pozycji 65 do 500 oraz od 9950 do 10270). Ze względu na stały i 

powtarzalny charakter tego efektu nie uniemożliwia to wiarygodnej analizy mtDNA na 

potrzeby eksperymentu, jednak nie zapewnia wystarczającej wiarygodności dla bardziej 

szczegółowej analizy sekwencji mtDNA. Ponadto, nie przeprowadzono ewaluacji patogennych 

mutacji mtDNA, które również mogły mieć wpływ na wyniki uzyskiwane w niniejszym 

eksperymencie. Należy jednak podkreślić, że zastosowana metoda nie służy jakościowej ocenie 

DNA. Technika PGT-A została zaprojektowana z myślą o ilościowej ocenie chromosomów w 

sposób możliwie szybki i przystępny cenowo. Również ewentualna heteroplazmia nie była 

brana pod uwagę podczas analizy otrzymanych wyników, gdyż wymagałoby to zastosowania 

tak zwanego głębokiego sekwencjonowania oraz prawdopodobnie zmiany techniki WGA. 

Podsumowując, pomimo stwierdzenia zależności pomiędzy zawartością mtDNA w 

zarodkach a ich statusem chromosomowym wykorzystanie parametru w praktyce klinicznej 

jako niezależnego markera selekcji embrionów w procedurze zapłodnienia pozaustrojowego 

wydaje się mało prawdopodobna z uwagi na brak powiązań z potencjałem implantacyjnym 

zarodków. Sama ocena ploidalności zarodków daje w naszych badaniach wynik jednoznaczny 

i względna ocena ilościowa mtDNA nie daje żadnych dodatkowych korzyści. Ocena mtDNA 

nie pomaga również w selekcji optymalnego euploidalnego zarodka do transferu.  
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Does Trophectoderm Mitochondrial DNA Content Affect Embryo Developmental and 

Implantation Potential? Lukaszuk, K.; Podolak, A.;  Int. J. Mol. Sci. 2022, 23, 5976. 

https://doi.org/10.3390/ijms23115976  

 

 Niniejsze badanie przeprowadzono wykonując ekstrapolację liczby odczytów 

mitochondrialnego i jądrowego DNA z analiz preimplantacyjnej diagnostyki genetycznej w 

kierunku aneuploidii wszystkich chromosomów dokonanych na biopsjach trofektodermy 716 

zarodków na etapie rozwojowym blastocysty pochodzących od 275 par leczonych w Klinikach 

Leczenia Niepłodności INVICTA w latach 2014 - 2015. Podane ramy czasowe wybrano celem 

uniknięcia wpływu zmian protokołów laboratoryjnych czy personalnych w Laboratorium 

Genetycznym na porównanie z wynikami poprzedniego badania. Kryteria włączenia pacjentów 

do badania obejmowały: (1) wskazania do wykonania PGT-A - kobiety w wieku 

reprodukcyjnym po 2 lub więcej poronieniach lub niepowodzeniach implantacji zarodka, wiek 

kobiety powyżej 35. roku życia, wiek mężczyzny powyżej 50. roku życia, poważny czynnik 

męski lub obawa przed wystąpieniem aneuploidii u potomstwa (2) biopsja zarodka na etapie 

blastocysty, (3) pacjentki o znanym wyniku przeprowadzonego transferu, tj. do czasu 

potwierdzenia ciąży klinicznej lub poronienia. Z badania wyłączono pacjentki o stwierdzonych 

schorzeniach wewnątrzmacicznych. 

W ramach przygotowania do procedury zapłodnienia pozaustrojowego pacjentki były 

poddane stymulacji hormonalnej. Wszystkie kobiety leczono długim protokołem z agonistą 

rozpoczynając od doustnych środków antykoncepcyjnych (OC) (Ovulastan, Adamed) od 2-5 

dnia cyklu. Octan triptoreliny 0,1 mg (Gonapeptyl, Ferring) podano 14 dni po rozpoczęciu OC. 

Czternaście dni później (siedem dni po zakończeniu podawania OC) podano gonadotropiny 

(Menopur, Ferring) w celu stymulacji jajników. Podawana dawka była zależna od poziomu 

AMH i wahała się od 150 do 300 IU dziennie (12). Wzrost pęcherzyków monitorowano w 8 

dniu stymulacji za pomocą ultrasonografii przezpochwowej i testów oceniających poziomy 

estradiolu (E2), progesteronu (P) i hormonu luteinizującego (LH) w surowicy. Pobranie 

oocytów przeprowadzono 36 h po podaniu 5000 IU hCG (Choragon, Ferring, Saint-Prex, 

Szwajcaria). 

Hodowlę wszystkich ocenianych zarodków prowadzono na podłożu sekwencyjnym G1 

i G2 (Vitrolife) do etapu blastocysty w 6% CO2 i 5% O2 w 37C.  Oceny morfologicznej 

zarodków dokonywano w 5. dobie według skali oceny Konsensusu w Stambule. Biopsji 

dokonywano na zarodkach o ocenie od B211. Dla wolniej rozwijających się embrionów 

https://doi.org/10.3390/ijms23115976
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hodowlę prowadzono dalej, do dnia 6. lub 7., kiedy osiągały wymieniony stopień rozwojowy. 

Podczas biopsji pobierano około 5 - 7 komórek trofektodermy. Pobrane komórki przemywano, 

poddawano witryfikacji (Kitazato) i przechowywano w ciekłym azocie.  

Lizę pobranych komórektrofoektodermy i amplifikację całego genomu wykonano 

wykorzystując PicoPLEX Single Cell WGA Kit (New England BioLabs Inc.) zgodnie z 

protokołem producenta. Po zakończeniu WGA zmierzono stężenia badanych próbek metodą 

fluorymetryczną przy użyciu Qubit dsDNA HS Assay Kit (Invitrogen) na urządzeniu Qubit 2.0. 

Biblioteki przygotowano z wykorzystaniem Ion Xpress Plus Fragment Library Kit (Ion 

Torrent) zgodnie z instrukcją producenta. Przed poddaniu amplifikacji klonalnej próbki 

rozcieńczano do 24 pikomoli, barkodowano z użyciem Ion Xpress Barcode Adapters kits (Ion 

Torrent), a następnie pulowano. Amplifikację klonalną przeprowadzono używając zestawu Ion 

PGM™ Template OT2 200 Kit (Ion Torrent) i platformy Ion One Touch 2 System. 

Sekwencjonowanie następnej generacji wykonano na chipach 316, na urządzeniu Personal 

Genome Machine (PGM) z zastosowaniem Ion PGM™ Sequencing 200 Kit v2 (Ion Torrent).  

 Jak w poprzednim badaniu, analizy liczby odczytów mtDNA i nDNA dokonano przy 

użyciu funkcji Coverage Analysis (V. 5.12.0.0) na serwerze Torrent Suite V. 5.12.3 (Life 

Technologies). Odczytaną wartość dla mtDNA dzielono przez liczbę odczytów nDNA po jej 

uprzedniej korekcji w przypadku obecności aneuploidii. Dla ułatwienia estymacji otrzymane 

wyniki mnożono przez 1000. Następnie uzyskane wartości porównywano w grupach: (1) 

zarodki euploidalne i aneuploidalne, (2) zarodki ze skuteczną implantacją i z niepowodzeniem 

implantacji, (3) zarodki o dobrej i złej morfologii w skali oceny według Konsensusu w 

Stambule dotyczącego oceny zarodków, (4) zarodki poddane biopsji w 5. i 6. dobie po 

zapłodnieniu, (5) zarodki o genetycznej płci żeńskiej i męskiej, (6) zarodki od matek do 37. 

roku życia i starszych. Z uwagi, iż otrzymany rozkład nie był normalny analizę statystyczną 

przeprowadzono przy użyciu testów U Manna-Whitneya oraz chi-kwadrat. Wartość p poniżej 

0.05 uznawano za statystycznie znamienną.  

Ponadto, wykonano znakowanie fluorescencyjne wybranych oocytów i zarodków. 

Mitochondria wyznakowano MitoTracker Red CMXRos (Invitrogen), natomiast jądra 

komórkowe DAPI (Invitrogen) celem oceny dystrybucji mitochondriów w komórkach. 

Jak w poprzednim badaniu, stwierdzono statystycznie znamienną zależność pomiędzy 

zawartością mitochondrialnego DNA a ploidią zarodków (średnia wartość mtDNA w 

zarodkach euploidalnych 1.13 ± 1.37, średnia wartość w zarodkach aneuploidalnych 1.45 ± 

1.78, p 0.02). Ponadto, zaobserwowano korelację zawartości mitochondrialnego DNA z dniem 

biopsji zarówno dla wszystkich analizowanych zarodków (średnia wartość mtDNA w 
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zarodkach poddanych biopsji w 5. dobie 1.41 ± 1.66, średnia wartość mtDNA w zarodkach 

poddanych biopsji w 6. dobie 1.19 ± 1.27, p 0.001), zarodków euploidalnych (1.21 ± 1.03, 0.98 

± 0.86, p 0.002) oraz zarodków o potwierdzonej skutecznej implantacji (1.27 ± 0.93, 0.84 ± 

0.71, p 0.03). Nasze wyniki są zgodne z obserwacjami innych zespołów badawczych 

[32,39,41,52]. Pomimo iż związek morfologii i tempa rozwoju blastocysty ze statusem 

chromosomowym zarodka w dalszym ciągu nie został ustalony, przeprowadzone badania 

wskazują na wyższy wskaźnik implantacji blastocyst z 5. doby [87–90]. W związku z tym 

wyższa zawartość mtDNA może być związana z potencjałem rozwojowym zarodka. Niemniej 

jednak, przeprowadzona analiza nie wykazała zależności statystycznie znamiennej pomiędzy 

zawartością mtDNA a potencjałem implantacyjnym zarodków (p 0.39). Wyniki te są zgodne z 

wynikami wcześniejszego eksperymentu z wykorzystaniem biopsji blastomerów. Wyniki 

dotychczas przeprowadzonych eksperymentów pozostają w tej kwestii bardzo rozbieżne. 

Większość zespół badawczych wykazała brak związku pomiędzy wymienionymi parametrami 

[29,34,37–42], jednak niektóre grupy zaobserwowały ujemną korelację [27,28,32,33,91] oraz 

wedle naszej wiedzy jedna praca wskazuje na korelację dodatnią pomiędzy zawartością 

mtDNA a potencjałem implantacyjnym zarodka [52]. Należy zwrócić uwagę na brak 

jednorodności w analizach zawartości mitochondrialnego DNA. W dotychczas 

opublikowanych pracach zidentyfikowano kilka wzorów obliczeniowych. Ponadto, nawet 

zespoły stosujące te same formuły uzyskiwały rozbieżne wyniki. Dla przykładu, w badaniu 

Shang i wsp. [34] nie zaobserwowano korelacji pomiędzy wymienionymi parametrami, 

podczas gdy Du i wsp. [33] korzystając z tego samego sposobu obliczeń wykazał zależność 

statystycznie znamienną. W związku z tym, źródeł rozbieżności należy również poszukiwać w 

podejściu technicznym do wykonania PGT-A. Jedną z potencjalnych przyczyn może być 

zastosowany protokół WGA ze względu na możliwe różnice w skuteczności amplifikacji DNA 

mitochondrialnego i genomowego. Dodatkowo warto zwrócić uwagę na badanie Wang i wsp. 

[32], którzy mimo stwierdzenia korelacji zawartości mtDNA z potencjałem implantacyjnym 

zarodka, po dokonaniu oceny jakości klasyfikatora wykazali niską wartość predykcyjną 

parametru jako markera selekcji embrionów. W przypadku pozostałych zmiennych, tak jak w 

przypadku wcześniejszego eksperymentu, nie wykazano statystycznie znamiennych różnic 

pomiędzy wartościami mtDNA w analizowanych grupach. Nie wykazano korelacji zawartości 

mtDNA z morfologią zarodków (p 0.12), płcią genetyczną zarodków (p 0.99) czy wiekiem 

matki (p 0.43). 

Jak w przypadku poprzedniego eksperymentu ograniczeniami niniejszego badania są 

preferencyjna amplifikacja dwóch regionów mtDNA, brak ewaluacji patogennych mutacji 
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mtDNA oraz ewentualnej heteroplazmii. Jak wcześniej, wymienione ograniczenia nie wpłynęły 

jednak na możliwość wiarygodnej oceny zależności zawartości mtDNA z potencjałem 

rozwojowym i implantacyjnym zarodków. 

Podsumowując, wykazano statystycznie znamienną zależność pomiędzy zawartością 

mtDNA a ploidalnością embrionów oraz dniem biopsji wskazując na możliwy związek 

parametru z potencjałem rozwojowym zarodków. Niemniej jednak, nie zaobserwowano 

statystycznie znamiennej korelacji analizowanego parametru z potencjałem implantacyjnym 

embrionów co dowodzi niskiej wartości omawianego markera jako niezależnego narzędzia 

selekcji zarodków do transferu w procesie zapłodnienia in vitro. 
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7. Wnioski 

 

Przeprowadzone badania pozwoliły na ocenę wpływu zawartości mitochondrialnego 

DNA w zarodkach na ich potencjał rozwojowy i implantacyjny, na etapie zarodka 3-dniowego 

oraz blastocysty, oraz weryfikację użyteczności wymienionego markera w praktyce klinicznej 

jako narzędzia selekcji embrionów w procedurze zapłodnienia in vitro. 

Przeprowadzone badania dowiodły poniższych wniosków: 

1. Istniejąca zależność pomiędzy zawartością mtDNA i ploidalnością zarodków 

zarówno na etapie zarodka 3-dniowego jak i 5- lub 6-dniowego, wskazuje na 

związek parametru z potencjałem rozwojowym embrionów. Niniejsze badanie nie 

pozwala jednak na wyjaśnienie przyczyn takiego zjawiska. Przypuszczalnie może 

wskazywać to na wyższe zapotrzebowanie energetyczne zarodków aneuploidalnych 

z uwagi na inicjowanie mechanizmów naprawczych. Konieczne jest prowadzenie 

dalszych badań celem poznania podłoża biologicznego zaobserwowanej zależności. 

2. Biorąc pod uwagę przeprowadzone dotychczas badania wykazujące wyższy 

wskaźnik implantacji blastocyst z 5. doby w porównaniu do blastocyst z 6. doby, 

zaobserwowana zależność pomiędzy zawartością mtDNA a dniem biopsji 

blastocysty również wskazuje na związek analizowanego markera z potencjałem 

rozwojowym embrionów. 

3. Brak statystycznie znamiennej zależności pomiędzy zawartością mtDNA w 

zarodkach a ich potencjałem implantacyjnym wskazuje na niską przydatność 

markera jako dodatkowego, niezależnego narzędzia selekcji zarodków w 

procedurze zapłodnienia pozaustrojowego. Wykazanie powyższych zależności nie 

jest wystarczające do wprowadzenia markera do praktyki klinicznej, ponieważ 

badania PGT-A dostarczają bardziej jednoznacznych i wiarygodnych wyników 

statusu chromosomowego embrionów. 

4. Ocena ilości mDNA nie może być użyta do oceny jakości zarodka lub jego płci oraz 

wieku matki, ponieważ nie istnieje zależność pomiędzy zawartością mtDNA a 

morfologią i płcią zarodków oraz wiekiem matki. 

5. Duża zmienność otrzymywanych wyników zależnie od pobranego blastomeru może 

potencjalnie wynikać z asymetrycznej dystrybucji mitochondriów pomiędzy 

blastomerami, potwierdzonej znakowaniem fluorescencyjnym. Potwierdza to 

również fakt uzyskania wysoce różniących się wyników oznaczeń mtDNA 

pomiędzy zarodkami uzyskanymi od tych samych pacjentek.  Również na etapie 
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blastocysty znakowanie fluorescencyjne wykazało zmienność rozmieszczenia 

mitochondriów pomiędzy zarodkami. Konieczne jest prowadzenie dalszych badań 

celem poznania przyczyn tego zjawiska oraz mechanizmów biologicznych, które 

nim sterują. 

6. Zidentyfikowane w literaturze naukowej rozbieżności w uzyskiwanych wynikach 

analiz dotyczących klinicznego znaczenia zawartości mtDNA w zarodkach 

wynikają z braku standaryzacji badań. Prawdopodobnie wpływ na uzyskiwane 

wyniki mają: formuła obliczeniowa, technika WGA, dzień biopsji zarodków (na 

etapie rozwojowym blastocysty), protokoły oraz odczynniki stosowane podczas 

prowadzenia hodowli oraz przechowywania zarodków, a także liczebność grupy 

badanej w eksperymencie. 
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8. Streszczenie w języku polskim 

 

 Wprowadzenie zapłodnienia pozaustrojowego zrewolucjonizowało oblicze 

medycyny. Niemniej jednak, po ponad 40 latach, proces ten nadal pozostaje 

niewystarczająco wydajny. Aberracje chromosomowe zarodków uważane są za główną 

przyczynę niepowodzeń implantacji, jednak na skuteczność procesu wpływają również: 

jakość zarodka, receptywność endometrium, szeroko pojęte czynniki immunologiczne 

czy techniczne umiejętności zespołu dokonującego stymulacji pęcherzyków 

jajnikowych, pobrania komórek jajowych, całego procesu obróbki embriologicznej i 

hodowli oraz transferu zarodków. Selekcja zarodków do transferu w dalszym ciągu 

opiera się o subiektywną ocenę morfologiczną dokonywaną przez embriologów. 

Wprowadzenie do praktyki klinicznej preimplantacyjnej diagnostyki genetycznej w 

kierunku aneuploidii umożliwiło wykluczanie z transferu zarodków niosących 

zaburzenia chromosomowe. Obecnie dzięki zastosowaniu sekwencjonowania następnej 

generacji możliwa jest również względna analiza zawartości mitochondrialnego DNA 

w zarodkach polegająca na estymacji liczby odczytów mitochondrialnego DNA w 

porównaniu do DNA genomowego. Zagadnienie wpływu zawartości 

mitochondrialnego DNA w zarodkach na ich potencjał rozwojowy i implantacyjny 

zwróciło uwagę naukowców ze względu na kluczową rolę mitochondriów w szeregu 

procesów życiowych. Ponadto, należy podkreślić, iż wedle obecnej wiedzy, uważa się 

że po zapłodnieniu komórki jajowej replikacja następuje dopiero na etapie blastocysty. 

Zatem do tego etapu pula mitochondrialnego DNA w zarodkach musi być 

wystarczająca dla ich prawidłowego rozwoju. 

 Zależność poziomu zawartości mitochondrialnego DNA z potencjałem 

implantacyjnym zarodków została po raz pierwszy stwierdzona z użyciem 

sekwencjonowania następnej generacji w 2015 roku przez Fragouli i wsp. i natychmiast 

skomercjalizowana. Eksperymenty przeprowadzone przez inne zespoły badawcze 

dostarczyły jednak w ostatnich latach sprzecznych wniosków pozostawiając kwestię 

możliwości włączenia oceny poziomu zawartości mitochondrialnego DNA w 

zarodkach jako markera ich selekcji w procedurze zapłodnienia pozaustrojowego bez 

jednoznacznej odpowiedzi. 

 Niniejsze badanie przeprowadzono celem ewaluacji wpływu zawartości 

mitochondrialnego DNA w zarodkach w 3. oraz 5. lub 6. dobie po zapłodnieniu na 

potencjał rozwojowy i implantacyjny embrionów, aby ocenić możliwość wykorzystania 
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parametru jako niezależnego markera selekcji zarodków w procedurze zapłodnienia 

pozaustrojowego.  

 Ewaluacji dokonano przeprowadzając ekstrapolację liczby odczytów dla 

mitochondrialnego DNA oraz DNA genomowego z analiz preimplantacyjnej 

diagnostyki genetycznej w kierunku aneuploidii wszystkich chromosomów 

wykonanych w Laboratorium Genetycznym Medycznych Laboratoriów 

Diagnostycznych INVICTA dla pacjentów Klinik Leczenia Niepłodności INVICTA z 

wykorzystaniem zarodków transferowanych w cyklu świeżym (biopsja blastomeru w 3. 

dobie po zapłodnieniu) oraz mrożonym (biopsja trofoblastu w 5. lub 6. dobie po 

zapłodnieniu). Preimplantacyjna diagnostyka genetyczna w kierunku aneuploidii 

wykonywana była przy użyciu sekwencjonowania następnej generacji po uprzedniej 

amplifikacji całego genomu. Zastosowaniu tych metod umożliwiło ocenę liczby 

odczytów w mitochondrialnym oraz genomowym DNA. Na podstawie powyższych 

parametrów wyliczono współczynnik określany w literaturze jako tzw. „mitochondrial 

score”. Uzyskane wyniki poddano analizie statystycznej celem oceny korelacji 

uzyskanych wyników z ploidią, morfologią, płcią i potencjałem implantacyjnym 

zarodków oraz dniem biopsji w przypadku blastocyst, a także z wiekiem matki. 

Ponadto, dokonano przeglądu dostępnej literatury dotyczącej roli mitochondriów i 

mitochondrialnego DNA w płodności człowieka i wczesnym rozwoju zarodka ze 

szczególnym uwzględnieniem oceny możliwości wykorzystania analizy oraz 

modyfikacji mitochondrialnego DNA w praktyce klinicznej. 

 Na podstawie przeprowadzonych eksperymentów stwierdzono statystycznie 

znamienną zależność zawartości mitochondrialnego DNA z ploidią embrionów 

zarówno na etapie zarodka 3-dniowego jak i 5- lub 6-dniowego oraz z dniem biopsji na 

etapie blastocysty. Powyższe wyniki wskazują na związek badanego parametru z 

potencjałem rozwojowym zarodków. Niemniej jednak wyniki analiz preimplantacyjnej 

diagnostyki genetycznej w kierunku aneuploidii dostarczają bardziej jednoznacznych i 

wiarygodnych wyników statusu chromosomowego zarodków. Nie wykazano natomiast 

korelacji markera z potencjałem implantacyjnym zarodków, jak również ich 

morfologią, płcią czy wiekiem matki. Brak statystycznie znamiennej zależności 

pomiędzy zawartością mitochondrialnego DNA a potencjałem implantacyjnym 

zarodków wskazuje na niską przydatność parametru jako dodatkowego, niezależnego 

narzędzia selekcji zarodków do zapłodnienia in vitro. Ponadto, na podstawie 

przeprowadzonego przeglądu literatury zidentyfikowano brak standaryzacji badań 
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mitochondrialnego DNA jako przyczynę rozbieżności wyników uzyskiwanych 

pomiędzy różnymi zespołami badawczymi. Prawdopodobnie wpływ na uzyskiwane 

wyniki mają formuła obliczeniowa, technika amplifikacji całego genom, dzień biopsji 

zarodków (na etapie rozwojowym blastocysty), protokoły oraz odczynniki stosowane 

podczas prowadzenia hodowli oraz przechowywania zarodków, a także liczebność 

grupy badanej w eksperymencie. 

 Podsumowując, wyniki przeprowadzonych badań wskazują na związek 

zawartości mitochondrialnego DNA z potencjałem rozwojowym embrionów. 

Konieczne jest prowadzenie dalszych eksperymentów celem poznania biologicznego 

podłoża zaobserwowanych zależności. Niemniej jednak badany parametr wydaje się 

wykazywać niską użytecznością jako niezależny marker selekcji zarodków w 

procedurze zapłodnienia pozaustrojowego. 

 

Słowa kluczowe: aneuploidia, zarodek, selekcja zarodków, transfer zarodków, 

embriogeneza, potencjał implantacyjny, mitochondria, mitochondrialny DNA 

(mtDNA), mitochondrial score (Ms), zapłodnienie in vitro, preimplantacyjna 

diagnostyka genetyczna w kierunku aneuploidii (PGT-A). 
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9. Streszczenie w języku angielskim 

 

The introduction of in vitro fertilisation has revolutionised the face of medicine. 

Nevertheless, after more than 40 years, the process remains inefficient. Embryo 

chromosomal aberrations are considered to be the main cause of implantation failures, 

however, the effectiveness of the process is also influenced by the quality of the embryo, 

endometrial receptivity, broadly understood immunological factors, and the technical 

skills of the team including stimulation of the ovarian follicles, the collection of oocytes, 

the entire process of embryological processing, embryo culture and transfer. The 

selection of embryos for transfer is still based on subjective morphological assessment. 

Introduction of preimplantation genetic testing for aneuploidy into clinical practice 

made it possible to exclude embryos carrying chromosomal abnormalities from the 

transfer. Currently, due to the use of Next - Generation Sequencing, it is also possible 

to perform a relative quantification of the mitochondrial DNA content in the embryos 

by estimating the number of mitochondrial DNA reads compared to genomic DNA 

reads. Scientists have focused on the possible influence of mitochondrial DNA content 

in embryos on their developmental and implantation potential due to the key role of 

mitochondria in a number of life processes. Moreover, it should be highlighted that, 

according to current knowledge, it is believed that after fertilisation of the ovum, 

replication does not occur until the stage of the blastocyst. Thus, by this stage the 

mitochondrial DNA content in the embryos must be sufficient for their normal 

development. 

The relationship between the level of mitochondrial DNA content and the 

embryos implantation potential was first confirmed with the use of Next-Generation 

Sequencing in 2015 by Fragouli et al. Then, the biomarker was immediately 

commercialised, however, experiments carried out in recent years by other research 

teams have provided divergent conclusions. In consequence, the question of the 

possibility of including the assessment of the level of mitochondrial DNA content in 

embryos as a marker of their selection in the procedure of in vitro fertilisation remains 

unanswered. 

This study was conducted to evaluate the impact of the mitochondrial DNA 

content in embryos on the 3rd and 5th or 6th day after fertilisation on their 

developmental and implantation potential in order to assess the possibility of using the 
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parameter as an independent marker of embryo selection in the in vitro fertilisation 

procedure. 

The evaluation was made by extrapolating the number of reads of mitochondrial 

DNA and genomic DNA from preimplantation genetic testing for aneuploidies 

performed in the Genetic Laboratory of INVICTA Medical Laboratories for patients of 

the INVICTA Infertility Clinics with the use of embryos transferred in the fresh cycle 

(blastomere biopsy on the 3rd after fertilisation) and frozen cycle (trophoblast biopsy 

on the 5th or 6th day after fertilisation). Preimplantation genetic testing for aneuploidy 

was performed using Next - Generation Sequencing after prior Whole Genome 

Amplification. Usage of these methods allowed the assessment of the number of reads 

of mitochondrial and genomic DNA. Based on the above-mentioned parameters, the 

ratio was calculated. In the literature it is referred to as "mitochondrial score". The 

obtained results were subjected to statistical analysis in order to assess the correlation 

of the obtained results with the ploidy, morphology, genetic sex, and implantation 

potential of the embryos, and the day of biopsy in the case of blastocysts, as well as with 

the age of the mother. In addition, the available literature on the role of mitochondria 

and mitochondrial DNA in human fertility and early embryonic development was 

reviewed, with the emphasis on the assessment of the possibility of using the analysis 

and modification of mitochondrial DNA in clinical practice. 

On the basis of the performed experiments, a statistically significant correlation 

was found between the content of mitochondrial DNA and the ploidy of embryos both 

at the stage of a 3-day and 5- or 6-day embryo, and on the day of biopsy at the blastocyst 

stage of development. The above results indicate the relationship of the examined 

parameter with the developmental potential of embryos. Nevertheless, the results of 

preimplantation genetic testing for aneuploidy provide more reliable results of the 

embryos' chromosomal status. Furthermore, no correlation of the marker with the 

implantation potential of the embryos, as well as their morphology, sex or maternal age 

was found. The lack of a statistically significant relationship between the mitochondrial 

DNA content and the embryos implantation potential indicates the low usefulness of the 

parameter as an additional, independent tool for selecting embryos for in vitro 

fertilisation. Moreover, on the basis of the conducted literature review, the lack of 

standardisation of mitochondrial DNA analysis was identified as the reason for the 

divergence of the results obtained by different research teams. Probably the obtained 

results are influenced by the calculation formula, whole genome amplification 
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technique, embryo biopsy day (at the blastocyst development stage), protocols and 

reagents used during embryo culture and storage, as well as the size of the group studied 

in the experiment. 

In conclusion, the results of the conducted research indicate a relationship 

between the mitochondrial DNA content and the embryos developmental potential. 

Further experiments are required to fully evaluate the biological basis of the observed 

relationships. Nevertheless, the investigated parameter seems to present low utility as 

an independent embryo selection marker in the in vitro fertilisation procedure. 

 

Keywords: aneuploidy, embryo, embryo selection, embryo transfer, embryogenesis, 

implantation potential, mitochondria, mitochondrial DNA (mtDNA), mitochondrial 

score (Ms), in vitro fertilisation, preimplantation genetic testing for aneuploidies (PGT-

A). 
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