Zaptodnienie in vitro

z biologicznego punktu widzenia

Andrzej Max

Nieplodnos’é wystepuje u wszystkich
gatunkow zwierzat, a takze u ludzi,
u ktérych ma tez wazny aspekt spotecz-
ny. Poza klasycznymi metodami leczenia
nieplodnosci stosowane sa w medycynie
i weterynarii techniki wspomaganego roz-
rodu (assisted reproductive technologies —
ART). Jedna z nich jest zaplodnienie po-
zaustrojowe. Problem zaptodnienia poza-
ustrojowego (extracorporeal fertilization,
in vitro fertilization — IVF), zwlaszcza u lu-
dzi, pojawia sig lub powraca co jaki$ czas
przy okazji réznych wydarzen politycz-
nych, jak wybory, zmiany kadencji, poste-
powanie legislacyjne, obsady stanowisk.
Bywa on tez przedmiotem artykutéw i au-
dycji emitowanych przez konwencjonalne
$rodki przekazu i portale internetowe, bu-
dzac zazwyczaj duze emocje i skrajne oce-
ny. Wypowiadaja si¢ na ten temat politycy
(bedacy z zawodu np. historykami, prawni-
kami, inzynierami, rolnikami, menedzera-
mi), dziennikarze, duchowni, komentato-
rzy wydarzen spolecznych, psychologowie
i etycy. Dyskusje miedzy réznymi osobami
o odmiennych pogladach sa zazarte, a ar-
gumenty zwykle takie same, powtarzane
dostownie lub w nieco zmienionej wersji
przez zwolennikéw poszczegdlnych opcji.
W wypowiedziach dominuja kwestie ideo-
logiczne, natomiast wymiar biologiczny za-
gadnienia jest traktowany drugoplanowo,
chociaz dyskutanci sie¢ narh powotuja, wy-
korzystujac jako podstawe wlasnej argu-
mentacji. Czesto jednak tylko z pozoru te
wypowiedzi sa merytoryczne, bo ich auto-
rzy uciekaja si¢ do ogdlnikéw, a gubia sie
w szczeg6lach, wykazujac przy tym brak
gruntownej wiedzy w tej dziedzinie. Nic
w tym zreszta dziwnego, biorac pod uwa-
ge ich zawodowe przygotowanie, czesto
odlegle od nauk przyrodniczych w ogdle
lub w szczegdlnosci od tak specyficznego
zakresu tematycznego, jakim jest biologia
rozrodu. Mozna zatem odnie$¢ wrazenie,
ze nie zawsze wiedzg, o czym méwia. Ce-
lem tego artykutu jest przyblizenie niekt6-
rych biologicznych i medycznych aspektéw
zaplodnienia in vitro i krytyczne spojrze-
nie na procedury wspomaganego rozrodu
na podstawie pi$miennictwa.

Terminologia

Wspolczesny jezyk polski w wersji popular-
nej czesto korzysta ze skrétéw. Dotyczy to
takze metody zaptodnienia in vitro, spro-

wadzonej w skrécie do samego okreslenia
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in vitro z zalozeniem, ze i tak wszyscy wie-
dza, co 6w zwrot okresla. Nalezy jednak pa-
mietad, ze ten termin tacinski oznaczajacy
»w szkle” dotyczy réznych laboratoryjnych
procedur pozaustrojowych, w tym niezwig-
zanych w ogdle z reprodukcja, w odréz-
nieniu od tych in vivo, czyli w zywym or-
ganizmie. Zbytnie uproszczenia jezykowe
moga zatem niekiedy wprowadzaé zamet
i powodowa¢ nieporozumienia. Tak tez
kiedy$ bylo z tzw. metodami alternatyw-
nymi, ktérych znaczenie skrétowo zaweza-
no niekiedy do okreslenia metod zastepu-
jacych doswiadczenia na zywych zwierze-
tach, chociaz pojecie to traktowane ogélnie
jest o wiele pojemniejsze. W jezyku pisa-
nym, zwlaszcza w pi$miennictwie facho-
wym, dla okreslenia zaptodnienia poza-
ustrojowego przyjat sie skrét angielski IVE.

Biologia zaptodnienia

Zaplodnienie pozaustrojowe sklada sie
z kilku podstawowych etap6w, do ktérych
naleza: pozyskiwanie gamet meskich i zen-
skich, doprowadzenie gamet do zdolnosci
zaplodnienia (dojrzewanie oocytéw in vi-
tro, kapacytacja plemnikéw), polaczenie
oocytu z plemnikiem jako klasyczne IVF
lub w drodze mikroiniekcji plemnika, do
cytoplazmy oocytu, np. metoda ICSI (in-
tracytoplasmic sperm injection), hodowla
zarodkdéw, przenoszenie (wprowadzanie)
zarodkéw biorczyniom. Pozyskane game-
ty meskie i zefiskie podlegaja ocenie, kt6-
ra wplywa na dalsze ich wykorzystanie lub
postepowanie z nimi. Poszczegdlne etapy
réznia sie w ramach zréznicowanych pro-
cedur. Niektdre z nich moga by¢ pominiete,
jak np. dojrzewanie oocytéw, ktore sa uzy-
skane jako juz dojrzate — w stadium meta-
fazy I podzialu mejotycznego lub kapacy-
tacja plemnikéw przy ICSI.

Po zaptodnieniu powstaje zygota, kto-
ra zawiera material genetyczny nowo po-
wstalego organizmu, pochodzacy w po-
fowie od matki (z oocytu) i w polowie od
ojca (z plemnika). Zygota dzieli si¢ na bla-
stomery, bedace totipotencjalnymi komor-
kami macierzystymi, z ktérych kazda nie
tylko jest wyposazona we wlasciwy gatun-
kowo i osobniczo zestaw chromosomow,
ale ma zdolno$¢ do rozwoju w kolejny or-
ganizm oraz przeksztalcenia si¢ w kazdy
rodzaj komorek. Zarodek jest zatem bio-
logicznie osobnikiem swojego gatunku
i to z wigkszymi mozliwosciami rozwojo-
wymi niz ptéd, noworodek czy organizm
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dojrzaly. W procedurach przenoszenia za-
rodkéw u zwierzat wykorzystywano mie-
dzy innymi ich potéwki (po bisekgji), a na-
wet ¢wiartki, z ktérych czesé podejmowata
rozwdj jako pelny zarodek (1, 2).
Produkgja in vitro zarodkéw bydlecych
i $winskich jest mato efektywna w poréw-
naniu np. do myszy. Miedzy innymi wyni-
ka to z niedostatecznej wiedzy, szczegdl-
nie mechanizméw molekularnych zaanga-
zowanych we wczesny rozwoj zarodkowy
zwlaszcza do czasu matczynego rozpozna-
nia ciazy (3, 4). Spoéréd oocytéw bydle-
cych poddanych zaptodnieniu pozaustro-
jowemu uzyskuje sie okoto 20% zarodkéw
w stadium blastocysty. Po ich przenie-
sieniu do macic biorczyn utrzymuje sie
50-60% ciaz. Wsréd urodzonych cielat za-
znacza si¢ niewielka przewaga buhajkéw
(ok. 54%). Obserwuje si¢ poronienia na po-
ziomie 12—-13%, a odsetek urodzonych zy-
wych cielat wynosi okolo 80. Wady wro-
dzone wystepuja z nasileniem 3-4% (5).
U bydla jednym ze sposobéw postepowa-
nia jest wprowadzanie dwdch zarodkéw.
Zwieksza to prawdopodobienistwo ciazy
ogodtem, ale w tym takze ciazy blizniaczej,
ktéra jest niepozadana u bydia mleczne-
go. W celu zwiekszenia odsetka samic cie-
zarnych w procedurach przenoszenia za-
rodkéw (embryo transfer — ET) stosuje sie
niekiedy wprowadzanie zarodkéw bior-
czyniom unasienionym uprzednio pod-
czas rui. Takie postepowanie z przeniesie-
niem 1-2 zarodkéw z zaplodnienia poza-
ustrojowego biorczyniom innej rasy bydla
spowodowalo, ze wérdd cielnych biorczyn
bylo 68% ciaz blizniaczych (z unasienie-
nia i z przenoszenia), jednak 26% spo$rod
nich poronilo, zas 39% cielat bylo martwo
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urodzonych (6). Inne obserwacje wykaza-
ty, ze cieleta po przeniesieniu zarodkéw
pochodzace z IVF rodzily sie cigezsze niz
po ET pochodzace z zaptodnienia in vivo.
Bylo to powodem zwigkszonego udzialu
trudnych porodéw i w zwiazku z tym po-
naddwukrotnie wiekszymi stratami oko-
foporodowymi (7). Potwierdza to wcze-
$niejsze informacje o wiekszej masie cia-
fa, dluzszej ciazy i czestszych problemach
porodowych przy cigzach z IVF w poréw-
naniu do cigz bedacych wynikiem sztucz-
nego unasieniania. Jednoczes$nie wykaza-
no po IVF nizsza przezywalno$¢ noworod-
kéw i ponadczterokrotnie wyzszy udzial
wad wrodzonych (8, 9). Wedlug innych
badan iloraz szans dla kazdej wady wro-
dzonej wynosit 1,42 (10).

Udzial zarodkéw bydlecych pocho-
dzacych z zaptodnienia pozaustrojowego
systematycznie i znacznie wzrasta, jed-
nak w dalszym ciagu okolo 2,5-3-krotnie
wiecej przenosi sie zarodkéw powstalych
in vivo i wyplukanych od dawczyn (11).
Zarodki pochodzace z zaplodnienia poza-
ustrojowego maja gorszy potencjat rozwo-
jowy w poréwnaniu do powstatych in vivo.
U bydta okoto 90% oocytéw uzyskanych
z pecherzykéw jajnikowych dojrzewa in
vitro do stadium metafazy drugiego po-
dzialu mejotycznego (MII), zas 80% zygot
powstalych po IVF podejmuje podzial na
dwa blastomery, ale tylko 30—-40% rozwi-
ja sie do stadium blastocysty (11). U owiec
po wprowadzeniu biorczyniom dwéch za-
rodkéw z IVF uzyskano 54,3% ciaz w po-
réwnaniu do 90% po przeniesieniu dwdch
zarodkéw pochodzacych z zaplodnienia
naturalnego. Takze mrozenie zarodkow
metoda witryfikacji, zwlaszcza pocho-
dzacych z IVE, znacznie obnizalo odsetek
ciaz (12). Z kolei sposréd 283 bruzdkuja-
cych zarodkéw kocich uzyskanych po za-
ptodnieniu in vitro, 79 rozwinelo sie do
stadium blastocysty, a 39 do stadium wy-
kluwajacej sie blastocysty (13).

Ocena zarodkow i jej konsekwencje

Jednym z etapéw zaplodnienia in vitro jest
ocena zarodkéw majaca na celu wybér do
przeniesienia biorczyniom tych, ktére daja
najwieksze prawdopodobienstwo konty-
nuowania rozwoju. Jednym z kluczy do
okreslenia jakosci zarodkéw bydlecych
jest ich ocena morfologiczna i zakwalifi-
kowanie do jednego ze stopni: bardzo do-
bry (I), dobry (II), dostateczny (III), niedo-
stateczny (IV) i martwy (V). Ocenie pod-
legaja miedzy innymi ksztalt, wielkos¢
i kolor blastomerdéw, ich liczba (adekwat-
na do wieku), udzial blastomeréw uszko-
dzonych, wystepowanie ziarnistosci (14,
15). Takze u ludzi konwencjonalna ocena
zarodkéw polega na badaniu (po krétko-
trwalym wyjeciu z inkubatora) ich budowy

morfologicznej, charakterystycznej dla eta-
pu rozwoju (czasu hodowli) — od stadium
przedjadrzy, przez podzialy na blastomery,
do stadium blastocysty — i zaszeregowaniu
do klas oznaczanych cyfrowo lub litero-
wo. Taka ocena jest jednak bardzo subiek-
tywna. Proponowana tez jest sekwencyjna
analiza zarodka przypisujaca réznym ce-
chom morfologicznym zaleznym od wie-
ku liczbe punktéw, ktérych suma wyraza
jako$¢ zarodka (16). Dodatkowo stoso-
wane bywaja badania genetyczne lub cy-
togenetyczne materialu pobranego biop-
sja z zarodkoéw, ktora to metoda nalezy do
inwazyjnych i moze by¢ szkodliwa. Jedna
z nowoczesnych jest metoda ,time-lapse”
polegajaca na §ledzeniu zmian zachodzg-
cych w czasie hodowli bez potrzeby wyj-
mowania zarodka z inkubatora (17). Taka
dynamiczna ocena z komputerowg reje-
stracja obrazéw ma by¢ bardziej przydat-
na w oszacowaniu potencjalu rozwojowe-
go i przewidywaniu mozliwo$ci implanta-
cyjnych zarodka po jego wprowadzeniu
do macicy biorczyni. Stosowanie syste-
méw wyposazonych w kamery do obser-
wacji zarodkéw ma zwiekszaé skutecz-
no$¢ procedur IVF (18). Aby zmniejszy¢
ryzyko uszkodzenia zarodka podczas oce-
ny morfologicznej, poszukuje sie takze in-
nych nieinwazyjnych metod, np. oznacza-
nie biomarkeréw wskazujacych na poten-
cjal rozwojowy zarodkéw, w tym ludzkich
i bydlecych. Jednym z kierunkéw jest wy-
krywanie w pozywkach hodowlanych frag-
mentéw RNA (mikro-RNA) i ich korelacji
z mozliwo$ciami dalszego rozwoju zarod-
kowego (19, 20, 21).

Na wczesnym etapie rozwoju zarodko-
wego bywaja prowadzone, takze u ludzi,
badania genetyczne majace na wzgledzie
selekcje w kierunku plci lub wykrycie aber-
racji chromosomowych (22). Przedimplan-
tacyjna diagnostyka genetyczna sluzy wy-
krywaniu aneuploidii w celu przenoszenia
tylko zarodkéw euploidalnych (o prawi-
dlowym skladzie chromosoméw), zwiek-
szenia odsetka implantacji, zmniejszenia
czesto$ci ronien i zapobiegania urodze-
niu dzieci z wada (23, 24). Pozostaje jed-
nak problem postepowania z zarodkami
niezakwalifikowanymi do przeniesienia
z tych powodoéw, jak réwniez ze wzgle-
du na ich niedostateczng jakos¢ wedlug
oceny morfologicznej. W przypadku za-
rodkéw zwierzecych sa one niszczone, co
natomiast dzieje si¢ ze zdyskwalifikowa-
nymi zarodkami ludzkimi, pozostaje za-
mkniete pomiedzy $cianami laboratoriéw
klinik leczenia nieplodnos$ci. Tymczasem
okazuje sie, ze u ludzi zarodki uznane za
»niskiej jako$ci” moga mie¢ potencjat roz-
wojowy i zdolno$¢ implantacyjna, czego
dowodem byta ciaza piecioracza po prze-
niesieniu 5 zarodkéw okreslonych jako
»poor quality” (25).

Osobnym problemem jest dazenie do
uzyskania potomstwa pozadanej plci.
U zwierzat do komercyjnego zastosowa-
nia weszlo sortowanie plemnikéw we-
dlug przenoszonej plci metoda cytome-
trii przeplywowej (nasienie seksowane).
U bydla otrzymuje si¢ oczekiwana ple¢
potomstwa na poziomie 90%. Takze u lu-
dzi istnieja mozliwosci wptywania na pte¢
dziecka przez przedimplantacyjna selek-
cje zarodkéw w tym kierunku, co jednak
jest cigglym przedmiotem zainteresowa-
nia gremiéw opiniotwoérczych i decyzyj-
nych z powodu kontrowersyjnosci takie-
go postepowania (26, 27). Dochodzi tez
czasem do tego, ze zarodki traktuje sie jak
material biologiczny. Miedzy innymi zale-
ca sie zamrazanie plemnikéw od dojrza-
tych plciowo chlopcéw oraz zamrazanie
oocytéw od dojrzatych piciowo dziewczat,
a takze pochodzacych od nich zarodkéw
jako metody na zachowanie mozliwosci
rozmnazania w przyszlosci, w szczegdl-
nosci przed wdrozeniem leczenia onko-
logicznego chirurgicznego lub chemiote-
rapii (28, 29). Takie procedury propono-
wane sg takze w Polsce.

Negatywne skutki
technik wspomaganego rozrodu

Pietnowanie genéw (jednego z pary alleli
pochodzenia matczynego i ojcowskiego)
przez ich metylacje jest procesem powo-
dujacym, ze pomimo ich obecnosci w ge-
nomie nie wykazuja one swoistego dzia-
fania, podczas gdy drugi allel pozostaje
aktywny. Jest to zjawisko fizjologiczne, nie-
zbedne dla prawidlowego rozwoju organi-
zmu. Procedury ART prowadza niekiedy
do zakldcenia procesu pietnowania gene-
tycznego, blednej metylacji pewnych ge-
néw i zaburzen ich ekspresji (30). U prze-
zuwaczy (bydlo, owce) znany jest zespot
duzego potomstwa (large offspring syn-
drome — LOS; 31, 32, 33). Charakteryzu-
je sie on ponadnormatywng masa urodze-
niowa, powiekszeniem jezyka, przepuklina
pepkowa, powigkszeniem narzadéw we-
wnetrznych (wisceromegalia) oraz hipo-
glikemia, a takze zaburzona czynnoscia
tozyska. Podobnie jak u zwierzat, takze
u ludzi mutacje genowe i zaburzenia piet-
nowania genéw (imprintingu) moga by¢
spowodowane procedurami ART i prowa-
dzi¢ do zespotéw chorobowych, jak zesp6t
Beckwitha-Wiedemanna, ktérego ryzyko
wzrasta 3—5-krotnie u dzieci pochodza-
cymi z IVF (34, 35). Gléwnymi objawami
tego zespolu sa: makrosomia, inaczej gi-
gantyzm (ponadnormalne rozmiary cia-
fa), makroglosja (ponadnormalne rozmia-
ry jezyka) i wady w obrebie $ciany brzucha,
np. przepukliny. U oséb z ta mutacja istnie-
je takze wzmozone ryzyko guzéw zarod-
kowych. Zespdt Beckwitha-Wiedemanna
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bardzo przypomina spotykany u przezu-
waczy, a wspomniany wyzej LOS, zaréw-
no pod wzgledem objawéw, jak réwniez
podobienstw epigenetycznych (36, 37).

Duzy odsetek zarodkéw pochodzacych
z zaplodnienia pozaustrojowego (ale tak-
ze z zaptodnienia in vivo) cechuje aneuplo-
idia — odchylenie w liczbie chromosoméw.
W istotnym stopniu zalezy to od wieku
matki, gdyz ten rodzaj aberracji powstaje
przede wszystkim podczas zeniskiej mejo-
zy, czyli powstawania oocytow, aczkolwiek
wystepuje tez w plemnikach, szczegélnie
umezczyzn o zlych parametrach nasienia.
W procedurach zaptodnienia pozaustro-
jowego wykazywana jest aneuploidia na
poziomie 50-60% i jest uwazana za jedna
z waznych przyczyn poronien w pierwszym
trymestrze ciazy (23, 38, 39, 40).

Jednym ze zjawisk zwigzanych z tech-
nikami ART i ET sa ciaze mnogie, gtéw-
nie blizniacze. Przenoszenie wiekszej licz-
by zarodkéw bydlecych, zwykle dwdch,
zapewnia wiekszy odsetek cigzy ogélem,
ale jednoczesnie wzrasta udzial ciaz bliz-
niaczych. U tego gatunku ciaza bliZnia-
cza réznoplciowa powoduje w 90% przy-
padkéw niedorozwéj narzadéw piciowych
u osobnikéw zenskich wskutek oddziaty-
wania wspolistniejacego plodu meskiego.
Jest to frymartynizm, powodujacy nieptod-
no$¢ wiekszosci jaléwek urodzonych z ta-
kiej ciazy. Obecnie mozna temu zapobiec
miedzy innymi przez wprowadzanie zarod-
kéw uzyskanych z zaplodnienia nasieniem
seksowanym (41, 42), co jednak zwieksza
koszty catego postepowania, a odsetek
ciaz w duzej skali nie przekracza 40% (43).

W zwiazku ze stosowaniem technik
ART u ludzi, w tym hormonalnej stymula-
¢ji jajnikdw, samej lub w potaczeniu z IVF/
ICSI i przenoszeniem wiecej niz jedne-
go zarodka wzrasta szansa cigzy mnogiej,
zwlaszcza blizniaczej. Okoto 40% dzieci
pochodzacych z zaplodnienia pozaustro-
jowego pochodzi z ciaz blizniaczych. Dla
matek niesie to zwiekszone ryzyko zacho-
rowalno$ci (miedzy innymi nadciénienia,
stanéw przedrzucawkowych, cukrzycy cig-
zowej), trudnego porodu, w tym rozwig-
zywanego przez ciecie cesarskie i krwa-
wient poporodowych. Natomiast nowo-
rodki pochodzace z ciaz blizniaczych sa
bardziej narazone na problemy okotopo-
rodowe wymagajace intensywnej opie-
ki medycznej, a takze wykazuja wieksza
skfonno$¢ do wad wrodzonych, zaburzen
funkcji poznawczych, czesciej tez wyma-
gaja hospitalizacji pediatrycznej i zabiegéw
chirurgicznych (44, 45, 46, 47). Wystepu-
je takze patologia ciazy blizniaczej zwana
zespotem znikajacego plodu. Polega on na
obumarciu jednego z ptodéw, zwykle dos¢
wczesnym, i jego resorpcji. Ptody bliZznia-
cze, ktore przezyja, sa jednak bardziej na-
razone na komplikacje. W szczegélnosci
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opisano ponaddwukrotnie wieksze ryzyko
przedwczesnego porodu (ponizej 32 tygo-
dni), niskiej masy urodzeniowej (ponizej
1500 g), $miertelnos¢ za$ wzrastala trzy-
krotnie w poréwnaniu do noworodkéw
z ciazy pojedynczej. Nie wykazano przy
tym, aby duze wady rozwojowe wystepu-
jace u blizniat pochodzacych z IVF byly
istotnie czestsze niz u bliZniat kontrol-
nych (46, 47). W celu ograniczenia ciaz
blizniaczych wprowadzono np. procedu-
re niszczenia nadliczbowych zarodkéw/
plodéw, tzw. selektywnej redukeji ciazy,
aby doprowadzi¢ do pojedynczego poro-
du, jak tez us$miercanie ptodéw uznanych
za wadliwe za pomoca dosercowych iniek-
¢ji chlorku potasu.

Z uwagi na wysokie prawdopodobien-
stwo ciazy mnogiej i zwiazanych z nig kom-
plikacji (np. niedojrzato$¢ noworodkéw,
trudny pordd) u ludzi poleca si¢ ogranicze-
nie liczby wprowadzanych zarodkéw zalez-
nie od indywidualnych wskazan, miedzy
innymi wieku matki (45). Za jedno z istot-
nych powiktfa¢ procedury IVF/ICSI uwaza
sie skfonno$¢ do podziatu zarodka i roz-
woju ciagzy mnogiej jednojajowej (monozy-
gotycznej), szczeg6lnie jezeli hodowla za-
rodkéw jest diuzsza — do stadium blasto-
cysty (48). Opisano przypadek, kiedy po
przeniesieniu dwéch zarodkéw 2-dnio-
wych doszlo do podzialu kazdego z nich
i powstala cigza czworacza, ktéra stano-
wily dwie pary bliZniat jednojajowych, co
stwierdzono w badaniu ultrasonograficz-
nym w 36 dniu cigzy. Jedna pare zarod-
kéw u$miercono celowo (tzw. nieselek-
tywna redukcja ciazy), a druga takze nie
przezyla (49). W innym przypadku, kie-
dy zdecydowano si¢ na intensywna opie-
ke podczas ciazy czworaczej (podwdjnej
monozygotycznej), doszlo do urodzenia
czworga zdrowych noworodkéw — dwéch
chlopcéw i dwéch dziewczynek w drodze
planowego ciecia cesarskiego wykonane-
go w 34 tygodniu ciazy (50). Bardziej wy-
rafinowanym postepowaniem jest wspo-
mniana wyzej ,selektywna redukcja ciazy”
Polega ona na $wiadomym wyborze, kt6-
rym z zarodkéw dac szanse zycia, a ktore
zabié, np. przez dosercowg punkcje z aspi-
racja lub wstrzykniecie chlorku potasu.
W niektérych krajach u$émiercania doko-
nywano w réznym wieku, np. w ciazy 5-ty-
godniowej i starszej lub nawet po 12 tygo-
dniu (51, 52, 53).

U kobiet z dobrym rokowaniem (wiek
ponizej 35 lat i co najmniej 2 zarodki do-
brej jakosci w 4 dniu po pozyskaniu oocy-
téw) wprowadzenie jednego zarodka nie
zmniejsza istotnie szansy na ciagze¢ w po-
réwnaniu do dwu przeniesionych zarod-
kow i dlatego jest rekomendowane u ta-
kich pacjentek (54, 55, 56). Pozostaje na-
tomiast problem pozostalych zarodkéw.
Powszechne jest ich zamrazanie, ktére,
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jak wiadomo, obniza ich szanse przezycia
po rozmrozeniu z uwagi na uszkodzenia
powstale podczas tych proceséw. Mroze-
nie obniza kompetencje rozwojowa zarod-
kéw, co wykazano np. u bydta, owiec, kéz,
$win, koni. Dotyczy to zwlaszcza zarod-
kéw z IVE. Cze$¢ zamrozonych zarodkéw
po rozmrozeniu i po zdeponowaniu w ma-
cicy biorczyn nie podejmuje rozwoju i za-
miera. Klasyczna metoda wolnego mroze-
nia jest wspélczesnie zastapiona metoda ul-
traszybkiego mrozenia — witryfikacji, ktéra
zapewnia wyzszy odsetek przezycia po roz-
mrozeniu. Przezywalno$¢ witryfikowanych
zarodkow bydlecych w duzej mierze zale-
zy od zastosowanych pozywek hodowla-
nych, ich objetosci, sktadu i dodatkéw, np.
wspothodowli z komérkami jajowodu lub
komorkami ziarnistymi. Po przeniesieniu
kriokonserwowanych zarodkéw uzyskano
ich przezywalno$¢ na poziomie okoto 45%
(57). Witryfikacja metoda Cryotop zarod-
kéw bydlecych w stadium blastocysty ce-
chowala sig¢ ich przezywalno$cia po roz-
mrozeniu na poziomie 87% wobec 100%
zarodkéw niepoddanych witryfikacji. Jed-
noczeé$nie w pewnych komoérkach zarod-
kéw mrozonych stwierdzono ograniczony
wzrost apoptozy jako jedyny skutek stre-
su witryfikacyjnego (58). Podobnie u lu-
dzi proces mrozenia-rozmrazania powo-
duje, ze czeé¢ zarodkéw (lub wszystkie)
z indywidualnego IVF moze nie przezy<.
Poza tym zarodki zamrozone s3 narazone
na ryzyko $mierci lub uszkodzenia w wy-
niku probleméw technicznych, wad kon-
tenera, obnizenia si¢ poziomu cieklego
azotu w kontenerze oraz innych wypad-
kéw, katastrof lub bledéw cztowieka (59).
Na stronie internetowej jednego z o$rod-
kéw w Polsce znajduje sie informacja, ze
odsetek przezywalno$ci zarodkéw kriokon-
serwowanych utrzymuje si¢ na poziomie
85-90%, a odsetek ciaz po przeniesieniu
rozmrozonych zarodkéw dochodzi, w za-
lezno$ci od metody, do 25-30%. Wedlug
innych informacji aktualnie uzyskuje sie
ponad 50% ciaz po przeniesieniu witryfi-
kowanych zarodkéw (60).

Badania retrospektywne u ludzi wyka-
zaly, ze po zaplodnieniu pozaustrojowym
w 1,4% badanych cykli wystapily duze
wady wrodzone (major congenital anoma-
lies; 61), podczas gdy wedlug innych badar
stwierdzono je u ponad 4% dzieci urodzo-
nych po przeniesieniu mrozonych zarod-
kéw (62). Sa to wady w znacznym stopniu
uposledzajace czynnosci organizmu lub
prowadzace do jego $mierci. Z kolei ba-
dania duniskie nie wykazaly réznic w wy-
stepowaniu duzych wad wrodzonych po-
miedzy dzie¢mi pochodzacymi z natural-
nego poczecia i z IVE, jednak odsetek wad
w obu grupach (4,6—4,8%) byt, prawdopo-
dobnie z powodu duzego udzialu blizniat,
znacznie wyzszy od $redniej populacyjnej
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wynoszacej 2,8% (63). Przy zaplodnieniu
pozaustrojowym z uzyciem plemnikéw
pochodzacych od mezczyzn z oligosper-
mia nalezy bra¢ pod uwage mozliwos¢
aberracji chromosomowych i wystapienia
na tym tle wad u potomstwa (44). Wska-
zuja tez na to badania Bonduelle i wsp.
(64) wykazujace wyzszy od populacyjne-
go udzial anomalii kariotypu u ptodéw
pochodzacych z zaptodnienia pozaustro-
jowego. Wskazuje sie tez na potencjalne
ryzyko choréb nowotworowych u dzieci
po zabiegach ART w wyniku mutacji lub
uszkodzenn DNA. Ten problem nie jest wy-
jagniony, ale nie powinien by¢ ignorowa-
ny (44, 65). W szczegdlnosci ciaze po ICSI
moga by¢ zwigzane ze zwigkszonym ryzy-
kiem aberracji chromosomowych, w tym
anomalii chromosoméw plciowych (65).
Z 8 oocytéw po mikroiniekcji plemnikéw
uzyskano 7 zarodkéw, ktére poddano mo-
nitoringowi podczas hodowli w systemie
time-lapse. Tylko dwa zarodki przejawity
prawidtowy rozwéj i zostaly w 3 dniu prze-
niesione do macicy biorczyni, co zaowo-
cowalo ciaza blizniacza. Pozostalych 5 za-
rodkéw wstrzymato rozwdj, nie osiagajac
stadium blastocysty w dniach 5-6 po za-
plodnieniu (66). Rodzi to kolejny problem:
postepowania z takimi zarodkami. Odno-
$ne publikacje nie dostarczaja na ten te-
mat informacji, co daje podstawy do spe-
kulacji i domysléw (zeby ujac to mozliwie
delikatnie). Wykazano tez, ze wsrdd bliz-
nigt pochodzacych z ICSI istotnie czesciej
wystepuja przedwczesne porody, ekstre-
malnie niska masa urodzeniowa (<1000 g)
i $miertelno$¢ okolonatalna (67). Z kolei
ekstremalnie niska masa urodzeniowa jest
zwigzana z zaburzeniami wystepujacymi
w pézniejszym zyciu. Sposrdd takich dzie-
ci tylko 59% dozylo wieku 5 lat, a sposréd
nich tylko u % stwierdzono normalny roz-
wdj. U pozostalych wystepowaly rézne za-
burzenia, w tym neurologiczne, laryngo-
logiczne, oftalmologiczne (68).
Otwartym problemem sa mozliwe od-
legle osobnicze i populacyjne skutki pro-
cedur ART. Zwraca si¢ uwage na potrze-
be bacznej obserwacji w tym zakresie. Na
razie trudno jest je oceni¢, gdyz pierw-
sza osoba po zaplodnieniu pozaustrojo-
wym urodzita si¢ w 1978 roku, czyli przed
38 laty. Badania 5-latkéw z pieciu krajow
europejskich wykazaly, ze dzieci pocho-
dzace z klasycznego IVF i ICSI bardziej
wymagaly opieki medycznej niz te z natu-
ralnych ciaz (69). Z kolei u dzieci w wieku
8 lat duze wady wrodzone byly obserwo-
wane u jedynakéw po ICSI istotnie czesciej
(15/150) niz po cigzach spontanicznych
(5/147). Wiekszo$¢ tych wad korygowano
za pomoca zabiegéw chirurgicznych (70).
Kolejnym elementem ryzyka jest mozli-
wosc¢ zakazenia zarodka lub jego biorczyni
patogenami wirusowymi lub bakteryjnymi

na poszczegdlnych etapach procedury: po-
stepowania z gametami, zaptodnienia i ho-
dowli in vitro, mikromanipulacji, przecho-
wywania i transportu zarodkéw, depono-
wania biorczyniom. Wspomniane ryzyko
wzrasta w sytuacji stosowania wspélcze-
$nie zabiegéw pomocniczych: biopsja oocy-
tu, cialka kierunkowego lub zarodka, czy
wspomagane wykluwanie blastocysty (as-
sisted hatching) uszkadzajacych ostonke
przejrzysta, stanowigca naturalng ochro-
ne oocytuy, a nastepnie zarodka. Nalezy za-
znaczy¢, ze procedury biotechnologiczne
sa w tym wzgledzie rygorystyczne i stale
doskonalone, a udokumentowane przy-
padki zakazen sg rzadkie, jednak stoso-
wane zabezpieczenia nie eliminuja catko-
wicie tego zagrozenia (71, 72).

Istnieja opinie, ze u ludzi nasila sie wy-
stepowanie ciaz ektopowych. Moze to by¢
spowodowane wzmozong ich wykrywalno-
$cia, ale jako jedna z przyczyn sugeruje sie
takze zwiekszenie udziatu technik wspo-
maganego rozrodu (73). Wskazuje sie mia-
nowicie na zwiekszona podatnos¢ na cigze
ektopowa u ludzi w wyniku zaptodnienia
pozaustrojowego, szczegdlnie w zwiazku
z niedroznoscia jajowoddéw. Stwierdzono
wyzszy odsetek ciazy ektopowej po prze-
niesieniu $§wiezych zarodkéw w stadium
podzialowym niz w stadium blastocysty
i dwoch zarodkéw w poréwnaniu do po-
jedynczego. Z kolei przeniesienie mro-
zonych blastocyst redukowato to ryzy-
ko w poréwnaniu do blastocyst §wiezych
(74). Rzadkie ogétem przypadki ciazy jaj-
nikowej opisano u kobiet po przeniesieniu
blastocyst pochodzacych z zaptodnienia
in vitro, w tym przy zastosowaniu tech-
niki mikroiniekcji plemnika do ooplazmy
— ICSI. Ten rodzaj ektopii wystepowal po
przeniesieniu zarodkéw $wiezych i mro-
zonych (75,76, 77,78, 79).

Zro$niete plody (zroslaki, bliznieta sy-
jamskie) sa rzadka wada wystepujaca u lu-
dzi z nasileniem 1:100 000 do 1:200 000 zy-
wych urodzen. Ta wada rozwojowa powsta-
je u bliznigt monozygotycznych i wéréd
nich stanowi juz 1%. Uwaza sie, ze prze-
noszenie zarodkéw podczas procedur IVF
nasila ryzyko bliZzniat monozygotycznych,
a wérdd nich zroénietych, prawdopodob-
nie gléwnie w wyniku manipulacji prowa-
dzacych do uszkodzenia oslonki przejrzy-
stej. Wade spotykano zaréwno po przeno-
szeniu zarodkéw w stadium podzialowym,
jak i w stadium blastocysty. Opisano mie-
dzy innymi plody zrosniete klatka piersio-
wa (thoracopagus), w tym ze wspolnym
sercem lub pepkiem. Bywaja to plody sy-
metryczne dojrzale, jak tez potworkowate
— tzw. pasozytnicze. W pewnych przypad-
kach przeprowadza sie takze tzw. selektyw-
na selekcje przez przezbrzuszna iniekcje
dosercowa chlorku potasu lub przerwanie
ciazy (80, 81, 82, 83, 84, 85, 86).

Podsumowanie

Na koniec, korzystajac z prawa przystu-
gujacego autorowi, chciatbym przedsta-
wi¢ jako konkluzje wtasny poglad na sto-
sowanie procedur zaplodnienia pozaustro-
jowego. Dopuszczam mianowicie zabiegi
wspomaganego rozrodu u zwierzat, gdyz
kompleksowo stuzg one ludziom — osta-
tecznym beneficjentom, w tym jako pro-
cedury przyspieszajace postep hodowlany
albo majace na celu zachowanie zagrozo-
nych gatunkéw czy poznawanie proce-
sow biologicznych. Jednocze$nie godze
sie z tym, ze cze$¢ zarodkéw powstatych
in vivo lub wyhodowanych in vitro ulegnie
zniszczeniu przypadkowemu lub celowe-
mu. Jestem przy tym $wiadomy ryzyka
zamieralno$ci zarodkéw, ronien, patolo-
gii ciazy, probleméw porodowych i po-
wstania wad rozwojowych. Pomimo tych
obcigzen uwazam takie postepowanie za
uzasadnione i usprawiedliwione, jak wspo-
mniatem, dla dobra cztowieka. Z tych sa-
mych powoddéw — szeroko pojetego dobra
mojego gatunku Homo sapiens — jestem
przeciwny stosowaniu zaptodnienia po-
zaustrojowego u ludzi. Nie akceptuje wy-
mienionych w artykule procedur, zwlasz-
cza w odniesieniu do zarodkéw ludzkich
i traktowania ich jak materialu hodowla-
nego, ktérego losy uzaleznia sie nie tylko
od praw natury, ale takze od subiektyw-
nych decyzji dawcéw (gamet), biorczyn,
laborantéw, lekarzy czy wreszcie opinii
réznych stowarzyszen i regulacji ustawo-
dawcéw. Nie uwazam tez za sluszne po-
dejmowanie niepotrzebnego (jezeli nawet
niewielkiego) ryzyka patologii ciazy, trud-
nego porodu, choréb matki i obciazen plo-
du jako zagrozen nieuzasadnionych, gdyz
nie znajduje dla nich biologicznego uspra-
wiedliwienia.
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