Pézne rodzicielstwo i rozr6d wspomagany: analiza ryzyka

wystapienia chor6b przewleklych u potomstwa

STRESZCZENIE

WEuropie na opé6znione rodzicielstwo (w wieku >35 lat) decyduje sie okolo 50% mez-
czyzn i 25% kobiet. W ostatnich dekadach, szczegélnie w krajach rozwinietych bez-
posredni wplyw na odsuwanie decyzji o urodzeniu dziecka maja czynniki spoleczno-eko-
nomiczne, skuteczne srodki antykoncepcyjne oraz dostepnosé technologii wspomaganego
rozrodu (ang. Assisted Reproduction Technologies, ART). Rozréd wspomagany umozliwia suk-
ces rozrodczy osobom diagnozowanym jako nieplodne lub o obnizonych mozliwosciach
naturalnego zajécia w ciaze z uwagi na choroby, styl zycia lub wiek. Badania epidemiolo-
giczne wskazuja, ze zarowno zaawansowany wiek rodzicow jak i ART sa zwiazane z pod-
wyzszonym ryzykiem powiklan ciazy, okresu okoloporodowego i poporodowego, takimi
jak cukrzyca ciazowa, stan przedrzucawkowy, poronienia, oderwanie lozyska, poréd przed-
wczesny, urodzenie martwego dziecka, zaburzenia neurorozwojowe i pogorszone wskazniki
ogolnego stanu zdrowia potomstwa [1-4]. Brakuje danych odnosnie stanu zdrowia dorostego
potomstwa poczetego w wyniku ART. W naszej pracy skupimy sie na dostepnych informa-
cjach dotyczacych zmian metabolicznych zwiekszajacych ryzyko rozwoju choréb sercowo-
-naczyniowych u potomstwa rodzicow w zaawansowanym wieku rozrodczym oraz urodzo-
nego przy pomocy ART**. Na koniec odniesiemy sie do Zrédel powstawania obserwowa-
nych zaburzen na poziomie gamety i zarodka, dotyczacych modyfikacji epigenetycznych,
stresu tlenowego oraz uszkodzen DNA, rozpatrujac mozliwe dzialania naprawcze.

WSTEP

Obecne odraczanie rodzicielstwa nalezy traktowac jako narastajacy problem
spoleczny. W Europie, 45% dzieci urodzonych w ciaggu ostatniej dekady zosta-
to poczetych przez ojcéw w wieku 35-54 lat. Coraz czeéciej spotyka sie row-
niez pézne macierzynstwo. Od 1980 roku éredni wiek matki przy pierwszym
porodzie stale wzrasta i obecnie wynosi 30 lat. Wskaznik urodzen dzieci przez
matki w wieku >35 lat w niektérych krajach europejskich osiagnat juz 25% [5,6].
OpéZnianie rodzicielstwa negatywnie wplywa na plodnos¢ pary. Gdy obnizaja
sie mozliwosci naturalnego zajscia w ciaze, wéwczas ART daje szanse parom
w zaawansowany wieku reprodukcyjnym, na zostanie rodzicami, niekoniecz-
nie biologicznymi. W wyniku ART do tej pory urodzilo sie ponad 7 milionéw
dzieci na calym Swiecie, a liczba ta stale wzrasta. Powyzsze dane sugeruja, ze
odraczanie rodzicielstwa i szerokie stosowanie ART moze mie¢ konsekwencje
demograficzne jak i zdrowotne dla populacji. Zaawansowany wiek rodziciel-
ski i ART moga wplywaé na programowanie rozwojowe zarodka. Wiekszos¢
obserwowanych zaburzeri ciazy kobiet w zaawansowanym wieku, a takze
cigzy bedacej wynikiem ART, dotyczy zaburzen transportu tozyskowego oraz
powiazanego z nim uposledzenia wzrostu plodu oraz trudnego porodu [7-9].
Podczas gdy zaburzenia cigzy u kobiety w zaawansowanym wieku rozrodczym
moga dotyczy¢ zaréwno zaburzeni samego zarodka, jak i macicy (np. z uwagi
na procesy starzenia), obserwacje na zwierzetach umozliwiaja obserwacje roz-
woju zarodka, ktérego implantacja i dalszy rozwéj po dokonanym transferze
do miodej biorczyni nie jest zaburzony przez starzejacy sie organizm matki. To
oddzielenie czynnikéw zarodkowych od matczynych jest ogromna zaleta obser-
wacji doswiadczalnych na modelach zwierzecych, umozliwiajacg prawidtowe
okreslenie wplywu ART na rozwdj zarodka. Badania wczesnych cigz powsta-
tych w wyniku ART, przeprowadzone przez nasz zesp6t na najbardziej wskaza-
nym modelu zwierzecym do obserwacji przebiegu cigzy u ludzi (m. in. z uwagi
na podobna wage urodzeniowa wynoszaca ok. 3,0-3,5 kg) [10], rozlozone na
poszczegdlne fazy rozwoju (od momentu implantacji zarodka do zakoriczenia
rozwoju naczyn krwionoénych w lozysku) jednoznacznie wykazaty opézniony
rozwdj unaczynienia oraz wady serca rozwijajacego sie plodu widoczne jeszcze
przed zakoriczeniem organogenezy [11-13]. Redukcja naczyni krwionosnych w
tkance tozyska, powodujaca uposledzony transport skladnikéw odzywczych i
tlenu do ptodu, moze skutkowaé bezposrednim wstrzymaniem rozwoju cigzy
(jak wykazaly nasze badania) lub programowac¢ podatnos¢ plodu na pézniej-
sze choroby, w tym na choroby metaboliczne oraz naczyniowo-sercowe. Nie-
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ujecia w pojedynczym artykule, nasze opraco-
wanie odnosi sie wytacznie do rozwoju choréb
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korzystne konsekwencje zaburzen transportu tozyskowego
w érodowisku wewnatrzmacicznym moga przenosi¢ sie z
pierwszego pokolenia potomstwa na drugie, jak wykazano
u potomstwa glodujacych podczas wojny kobiet w ciazy
[14,15]. Przy czym, drugie pokolenie moze mie¢ jeszcze po-
wazniejsze zaburzenia niz pierwsze, jak wykazano na gry-
zoniach [16]. Ze wzgledu na stosunkowo niedawne stoso-
wanie ART u ludzi, informacje na temat zdrowia dorostego
potomstwa urodzonego przy pomocy tych procedur, a tym
bardziej nastepnych pokoleti, nie sa jeszcze dostepne [17].
Tymczasem, ART bedac efektywna odpowiedzig na zmniej-
szong plodnosé, czesciowo spowodowana przez opéznianie
rodzicielstwa, rozwija sie szybko.

ZABURZENIA METABOLICZNE

ZWIAZEK MIEDZY ZAAWANSOWANYM WIEKIEM
MATKI A CHOROBAMI METABOLICZNYMI POTOMSTWA

Cigza w zaawansowanym wieku rozrodczym (>35 lat)
wigze si¢ miedzy innymi ze zwiekszonym ryzykiem stanu
przedrzucawkowego, oderwania tozyska, poronieni, poro-
du przedwczesnego, i matej masy urodzeniowej dziecka [3,
18-20]. Wigkszos¢ z tych zaburzen cigzy stanowi znaczne
zagrozenie dla zdrowia zar6wno matki, jak i ptodu. Wiado-
mo, ze zaawansowany wiek matki wigze sie z zaburzonym
rozwojem tozyska, zmniejszajac jego wydajnosé, a tym sa-
mym prowadzac do ograniczenia wzrostu plodu, co moze
predysponowaé urodzone dziecko do choréb w pdézniej-
szym wieku [18,21,22]. Wiadomo réwniez, ze ograniczenie
wzrostu ptodu i mata masa urodzeniowa sa zwiazane ze
szkodliwymi, dlugoterminowymi konsekwencjami meta-
bolicznymi takimi jak otyloé¢, insulinoopornos¢ i choroby
sercowo-naczyniowe u dorostych [23,24]. Dlatego, ciaza w
zaawansowanym wieku jest zwigzana z ryzykiem choréb
metabolicznych (zespét metaboliczny) u potomstwa w do-
rostym zyciu. Badania epidemiologiczne wykazaty, ze u
dzieci urodzonych przez matki w zaawansowanym wie-
ku rozrodczym istnieje wieksze ryzyko rozwoju cukrzycy
typu 1 i typu 2 [25,26] oraz podwyzszone stezenie gluko-
zy w osoczu na czczo [27]. Co wiecej, zaawansowany wiek
kobiety w ciazy moze réwniez wplywacé na funkcjonalnosé
sercowo-naczyniowq dziecka. Badania wykazaly tez pozy-
tywna korelacje miedzy zaawansowanym wiekiem matki a
podwyzszonym ci$nieniem krwi u noworodkéw i matych
dzieci [28-30].

Na dlugoterminowe konsekwencje zdrowotne dla dziec-
ka urodzonego przez matke w zaawansowanym wieku
rozrodczym skladaja sie dwa czynniki: matczyny (1) oraz
zarodkowy (2):

(1) Stan zdrowia matki w zaawansowanym wieku roz-
rodczym jest zwykle pogorszony w stosunku do miodszych
kobiet. W pewnym stopniu aczy sie to ze stylem zZycia, od-
zywianiem, stosowaniem uzywek. Kobiety z otyloscia cier-
pia na zaburzony transfer skladnikéw odzywczych podczas
cigzy [31]. Otylosé i cukrzyca matki maja wspodlne fenotypy,
takie jak dyslipidemia tj. nieprawidlowe stezenia lipidow
i lipoprotein w osoczu, dysfunkcja srédblonka oraz stres
oksydacyjny. Wszystko to ma negatywny wplyw na wzrost
ptodu, zas$ urodzone dziecko moze cierpie¢ na zaburzenia
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metaboliczne, a w dorostym wieku na choroby sercowo-na-
czyniowe. Réwniez niedozywienie matki jak i zte nawyki
zywieniowe, a takze ekspozycja na substancje zaburzajace
gospodarke hormonalna w czasie cigzy sa przyczyna ma-
tej masy urodzeniowej dziecka [32]. Moga tez wywolywac
zmiany metaboliczne w $rodowisku wewnatrzmacicznym,
prowadzac do zwiekszonego ryzyka rozwoju cukrzycy
typu 11 2, zespolu metabolicznego oraz choréb sercowo-na-
czyniowych u potomstwa [22,33]. Powszechnie wiadomo,
ze niekorzystne warunki w Srodowisku macicznym, takie
jak cukrzyca cigzowa, stan przedrzucawkowy, stan zapal-
ny, wplywaja negatywnie na metabolizm rozwijajacego sie
dziecka [1-3].

(2) Zaawansowany wiek jest zwigzany z fizjologicz-
nym obnizaniem sie jakosci gamet i zarodkéw w wyniku
zwigkszonego stresu oksydacyjnego i starzenia si¢ komoérek
[34,35]. Tak wiec zaburzony przebieg ciazy w zaawansowa-
nym wieku dotyczy nie tylko funkcjonowania organizmu
matki, ale réwniez zarodka powstalego z gamet rodzicow
bedacych w zaawansowanym wieku rozrodczym. W tym
kontekscie Velazuqez i wsp. badajac zaburzenia metabo-
lizmu potomstwa myszy urodzonego przez matki w za-
awansowanym wieku, wykazali, Ze fenotyp wskazujacy na
owe zaburzenia metaboliczne byl zaprogramowany jeszcze
przed implantacja zarodka, w stadium blastocysty [36].
Szczegblowy opis czynnikéw zarodkowych wpltywajacych
na pozniejszy stan zdrowia potomstwa zamieszczony jest
w trzecim, czwartym i piatym rozdziale tego opracowania.

ZWIAZEK MIEDZY ZAAWANSOWANYM WIEKIEM OJCA
A CHOROBAMI METABOLICZNYMI POTOMSTWA

Wiekszoé¢ opisanych w literaturze stanéw patologicz-
nych ciazy, a takze okresu okoloporodowego i poporo-
dowego oraz stanu zdrowia potomstwa przypisuje sie
zaawansowanemu wiekowi matki w momencie poczecia.
Jednak istnieje coraz wiecej dowodéw na to, ze zaawan-
sowany wiek ojca moze mie¢ réwniez negatywny wplyw
na rozwoj dziecka, wiadomo ze zaawansowany wiek ojca
wplywa na funkcje jader a takze szereg parametréw plem-
nikéw takich jak ich Zywotnos¢, integralnos¢ DNA, diugosé
telomeréw i programowanie epigenetyczne [37,38]. Zmiany
te, ktore aktywizuja sie¢ wraz z normalnym procesem starze-
nia, mogg mie¢ negatywny wplyw na ptodnosé i przebieg
cigzy. Zwieksza to ryzyko powstawania zaburzen rozwoju
zarodka i ptodu [38,39]. Mimo ze badania rozwoju ptodu i
zdrowia potomstwa w tym zakresie sa ograniczone, glow-
nie z powodu trudnosci w odizolowaniu wplywu wieku
ojca od wpltywu wieku matki, wiadomo ze zaawansowany
wiek ojca wiaze sie ze wzrostem ryzyka poronieni [40], uro-
dzeniem martwego dziecka, stanem przedrzucawkowym
[41], chorobami wrodzonymi, autyzmem i innymi zaburze-
niami psychicznymi [2,42]. Niektorzy autorzy dostrzegaja
réowniez silna korelacje miedzy opéznionym ojcostwem a
opdznionym rozwojem plodu i mala masg urodzeniowsq
dziecka [39,43,44]. Oba czynniki zwiekszaja ryzyko choréb
metabolicznych dziecka. Jednak dane wykazujace zwigzek
zaawansowanego wieku ojca w chwili poczecia dziecka ze
zwigkszonym ryzykiem powstawania choréb metabolicz-
nych potomstwa w dziecinstwie lub okresie dojrzewania sa
ograniczone i czesciowo sprzeczne. Jedno z badarh wykaza-
to, ze zaawansowany wiek ojca wigze sie z wyzszym wskaz-
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nikiem otyltosci u potomstwa w wieku dorostym [45]. Inni
autorzy nie stwierdzili zmian w masie ciala u nastolatkéw i
matych dzieci poczetych przez starszych ojcow, ale doniesli,
ze zaawansowany wiek ojca jest zwiazany z zaburzonym
profilem lipidowym krwi dziecka [46,47]. Dotychczasowe
badania na modelu mysim nie wyjasnily jednoznacznie
wplywu na zdrowie metaboliczne potomstwa poczetego
przez starszych ojcéw. Zhao i in., wykazali, ze mala masa
urodzeniowa, zwigzana z zaawansowanym wiekiem ojca,
powoduje zaburzenia metabolizmu glukozy przez co naj-
mniej dwa pokolenia [48], podczas gdy inni autorzy nie
wykazali zmian w metabolizmie glukozy i masie ciala u po-
tomstwa myszy splodzonego przez ojcéw w zaawansowa-
nym, a takze w bardzo zaawansowanym wieku [49].

ZWIAZEK MIEDZY TECHNOLOGIAMI WSPOMAGANEGO
ROZRODU (ART) A CHOROBAMI METABOLICZNYMI

Czeé¢ badan donosi o wysokim poziomie glukozy we
krwi na czczo u dzieci urodzonych w wyniku ART [50,51].
Jednak badania innych autoréw nie wykazaly zadnych
zmian w metabolizmie glukozy u dzieci [52-54]. Z kolei inni
autorzy wykazali nadmiar obwodowej tkanki ttuszczowej u
dzieci urodzonych w wyniku ART [51,55,56]. W obecnym
momencie nie ma wystarczajacych informacji odnosnie sta-
nu zdrowia oséb dorostych, poczetych w wyniku ART. Po-
jawienie si¢ objawow wiekszosci choréb przewleklych faczy
sie z osiggnieciem wieku co najmniej dorostego, a ich nasi-
lenie pojawia sie w wieku $rednim badz zaawansowanym.
Tymczasem wiekszos¢ dzieci poczetych w wyniku ART nie
osiagneta jeszcze dojrzatosci.

Dotychczasowe wyniki badan epidemiologicznych do-
tyczacych wptywu ART na ryzyko rozwoju choréb nie sa
jednoznaczne. Niektérzy autorzy donosza ze, zwiekszone
ryzyko powstawania choréb przewlektych u dzieci pocze-
tych w wyniku ART nalezy przypisa¢ nie samym nieko-
rzystnym oddziatywaniem procedur in vitro lecz chorobom
wywolujacym obnizenie plodnosci rodzicéw oraz wiekowi
rodzicéw [57]. Z tego stanowiska cze$¢ srodowiska me-
dycznego wysunela zbyt daleko idace wnioski prowadzace
z jednej strony do negacji wptywu samego ART na ciagze, a
z drugiej, kwestionujace celowos¢ dalszych badar doswiad-
czalnych nad wplywem ART. Taka interpretacja prowadzi
do ograniczania doswiadczen na zwierzetach, bedacych je-
dynym etycznie akceptowalnym Zrédtem doswiadczalnej
weryfikacji wplywu ART na cigze i zdrowie potomstwa.
Ponizej skupimy sie wiec na opisie celowosci oraz dotych-
czasowego stanu badan na zwierzetach odnosnie prezento-
wanej tematyki.

Zastosowanie modeli zwierzecych umozliwia weryfika-
cje bezpieczenistwa procedur ART w bezposredniej korela-
¢ji z obserwowanymi parametrami zdrowia potomstwa. To
oznacza ze inne czynniki zakldcajace (np. wiek rodzicow,
pochodzenie etniczne, stan zdrowia) ktére odgrywaja role
w przypadku pacjentéow ludzkich, nie maja wplywu na
wyniki obserwaciji i nie zaburzaja wynikéw analiz wykona-
nych przy uzyciu zwierzat. Wiekszosé¢ badan wykazala, ze
myszy poczete w wyniku ART wykazuja nieprawidtowo-
$ci metaboliczne. ART moze zmienia¢ metabolizm glukozy,
powodujac hiperglikemie, uposledzong tolerancje glukozy,
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hiperinsulinemi¢, a w niektérych przypadkach insulino-
opornos¢ urodzonych myszy [52,58-60]. Feuer i in. doniesli,
Ze potomstwo plci zeriskiej myszy uzyskane przez zaptod-
nienie in vitro miato zwiekszong mase ciala i predyspozy-
¢je do odkladania sie tluszczu, a takze zmieniong ekspre-
sje genéw zaangazowanych w metabolizm lipidéw i pod-
wyzszony poziom reaktywnych form tlenu i prozapalnych
metabolitéw w tkance tluszczowej [61]. Zwiekszona masa
ciata i zwiekszone odkladanie sie ttuszczu u dorastajacych
mlodych zostato zaobserwowane réwniez przez innych au-
toréow badajgcych potomstwo myszy uzyskane po zaptod-
nieniu i hodowli zarodkéw in vitro [59,62]. Rianudo i in.
wykazali, Ze potomstwo myszy uzyskane w wyniku ART
mialo zmieniony profil metaboliczny watroby i surowicy
krwi, z gléwnymi zburzeniami na szlakach metabolizmu
glukozy [63]. Zheng i in. doniesli o zmniejszonej aktywnosci
enzymoéw zaangazowanych w metabolizm glukozy i zabu-
rzeniach na szlaku sygnalizacji insulinowej w watrobie po-
tomstwa myszy uzyskanych w wyniku ART [60], co moze
wyjasni¢ zmieniona homeostaze glukozy. Inne badanie
wykazalo ze ART negatywnie wplywa na rozwéj watroby
myszy, powodujac zmieniony metabolizm lipidéw i rozwoj
stluszczenia watroby [64]. Ogdlnie, wyniki badar na zwie-
rzetach wskazujg, ze ART moze wplywaé na metabolizm
lipidoéw i glukozy powodujac wysokie ryzyko cukrzycy i
zespolu metabolicznego.

CHOROBY SERCOWO-NACZYNIOWE

Choroby sercowo-naczyniowe to grupa zaburzen zwig-
zanych z sercem i ukladem naczyn krwionosnych. Nalezg
do nich udar niedokrwienny, niewydolnos¢ serca, choroba
niedokrwienna serca, nadcis$nienie i inne. Zaburzenia serco-
wo-naczyniowe rozpoczynaja si¢ od stanu zwanego miaz-
dzyca czyli zwezeniem i pogrubieniem tetnic wieficowych
z powodu gromadzenia si¢ plytki miazdzycowej (ztogow
cholesterolu) wewnatrz Scian tetnic. Choroby te sa gtéwna
przyczyna zgonéw na calym swiecie [65]. W tej sekcji nacisk
polozono na czynniki ryzyka odgrywajace role w rozwoju
zaburzen sercowo-naczyniowych u potomstwa, w zwigzku
z zaawansowanym wiekiem rodzicéw oraz ART.

ZWIAZEK MIEDZY ZAAWANSOWANYM
WIEKIEM MATKI A CHOROBAMI SERCOWO-
NACZYNIOWYMI POTOMSTWA

Kobiety w zaawansowanym wieku rozrodczym cierpia
na powiklania ciazy najczesciej z powodu wad rozwojo-
wych tozyska, bedacych z kolei przyczyna suboptymal-
nego rozwoju plodu, a ostatecznie stanowigcych czynnik
ryzyka rozwoju choréb sercowo-naczyniowych u urodzo-
nych dzieci [1]. Kolejnym powiklaniem cigzy w zaawan-
sowanym wieku rozrodczym jest stan przedrzucawkowy
wigzacy sie z ryzykiem podwyzszonego cisnienia krwi
oraz otyloscia u dzieci [66]. Jak wspomniano na poczatku,
cigze kobiet w zaawansowanym wieku rozrodczym czesto
prowadza do przedwczesnego porodu i matej masy ciata
dziecka [1,3,5-9]. Z kolei przedwczesny poréd i mata masa
urodzeniowa sa zwiazane z podwyzszonym ci$nieniem
krwiinadwaga w poéZniejszym wieku [67]. Te ostatnie za$
sq waznymi czynnikami rozwoju choréb sercowo-naczy-
niowych [30,68].

323



Badania na modelach zwierzecych wskazuja, ze wiek
matki ma wplyw na programowanie sercowo-naczyniowe
w sposob zalezny od plci: meskie potomstwo wykazywa-
to dysfunkcje srodblonka naczyn i uposledzenie czynnosci
serca, podczas gdy potomstwo zeriskie mialo podwyzszo-
ne skurczowe ci$nienie krwi oraz wskazniki sugerujace
zwiekszone ryzyko rozwoju choréb sercowo-naczyniowych
[33,66,69]. Badania na szczurach wykazaly w sposéb jedno-
znaczny zalezne od plci zmiany w czynnosci serca potom-
stwa urodzonego przez matki w zaawansowanym wieku:
u samcéw byly to oznaki fagodnej dysfunkcji rozkurczowej
lewej komory, objawiajacej si¢ skréoconym czasem relaksa-
qji, zas$ u samic podwyzszone ci$nienie skurczowe krwi oraz
wydluzony powrét do zdrowia po urazie niedokrwienno-
-reperfuzyjnym [69].

ZWIAZEK MIEDZY ZAAWANSOWANYM
WIEKIEM OJCA A CHOROBAMI SERCOWO-
NACZYNIOWYMI POTOMSTWA

Od dos¢ dawna wiadomo, ze wystepowanie wrodzo-
nych wad serca jest czesciej obserwowane u dzieci starszych
ojcow [70-73]. Czestos¢ mutacji de novo w linii komérek roz-
rodczych wzrasta wraz z wiekiem ojca, co moze prowadzi¢
do wrodzonych wad serca potomstwa [2,37,74]. Czynni-
kiem wywolujacym powyzsze wady moze by¢ zwieksza-
jaca sie wraz z wiekiem mezczyzny fragmentacja DNA
plemnikéw z powodu stresu tlenowego [75]. Trudno jest
jednak jednoznacznie wykazaé¢ wplyw fragmentacji DNA
i zaawansowanego wieku ojca na zaburzenia genetyczne
dzieci. Zaawansowany wiek ojca wiaze sie tez ze zwiekszo-
nym ryzykiem poronieri, przedwczesnym porodem i mata
masg urodzeniowa dziecka [43,44]. Z kolei, niska masa uro-
dzeniowa zwigksza ryzyko choréb sercowo-naczyniowych
[67].

ZWIAZEK MIEDZY TECHNOLOGIAMI
WSPOMAGANEGO ROZRODU (ART) A
CHOROBAMI SERCOWO-NACZYNIOWYMI

Badania epidemiologiczne sugeruja, ze ART moze wy-
wolywacé przedwczesna miazdzyce, insulinoopornosé, nad-
ci$nienie tetnicze, i dysfunkcje serca u pozornie zdrowego
potomstwa [76]. Badania majace na celu dlugoterminowa
weryfikacje parametréw zdrowotnych dzieci i mlodziezy
poczetych w wyniku ART wykazaly podwyzszone ryzyko
wysokiego ogélnoustrojowego cisnienia krwi [51-53,55].
Stwierdzono tez, ze dzieci poczete w wyniku ART posiada-
ja zmieniong strukture serca oraz naczyn krwionosnych juz
podczas rozwoju plodowego (co potwierdzaja badania na
zwierzetach [11-13]), a po urodzeniu zaburzone profile kar-
diometaboliczne tj. skurczowe i rozkurczowe ciénienie krwi
oraz poziom glukozy na czczo [51,52,77]. Wspomniane pod-
wyzszone ryzyko wystepowania wysokiego poziomu glu-
kozy na czczo u dzieci poczetych w wyniku zaptodnienia in
vitro stanowi czynnik rozwoju wielu choréb, miedzy inny-
mi sercowo-naczyniowych [51,52]. Ponadto, u czesci dzieci
urodzonych w wyniku ART zaobserwowano sztywnos¢ na-
czyn krwionos$nych oraz dysfunkcje srédblonka [78]. Zmia-
ny ogolnoustrojowego cisnienia krwi, funkcji srédblonka i
ukfadu renina-angiotensyna, ktére moga odgrywac role w
patogenezie choréb sercowo-naczyniowych, wykryto réw-
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niez u potomstwa myszy uzyskanego przy pomocy ART
[79-82].

Zgodnie z hipoteza rozwojowych przyczyn powstawa-
nia choréb (ang. Developmental Origin of Health and Disease,
DOHaD), reakcje adaptacyjne na bodzZce srodowiskowe w
krytycznych lub wrazliwych okresach wczesnego rozwoju
moga mie¢ diugotrwale konsekwencje zdrowotne, z po-
wodu statego przeprogramowania kluczowych systeméw
fizjologicznych. Zaburzenia wynikajace z ekspozycji rozwi-
jajacych sie gamet i zarodkéw na niekorzystne warunki wy-
wolane przez srodowisko in vitro w okresie prenatalnym,
wiaza sie ze zwigkszonym ryzykiem dysfunkcji o podiozu
sercowo-naczyniowym w zyciu poporodowym [83]. Bio-
rac pod uwage mlody wiek populacji urodzonej w wyniku
ART, minie co najmniej 20-30 lat, zanim beda dostepne dane
dotyczace pojawiania sie choréb sercowo-naczyniowych.
Jednak juz teraz jest jasne, ze ART jawi sie jako potencjalnie
wazny czynnik ryzyka choréb sercowo-naczyniowych [83].
To spostrzezenie wymaga od nas zrewidowania pogladéw
na temat domniemanego bezpieczefistwa ART i zaangazo-
wania sie¢ w debate na temat mozliwosci redukcji ryzyka
procedur ART, a w oczekiwaniu na ten cel, oszczednego
stosowania procedur in vitro. Istnieje wiec pilna potrzeba
lepszego zrozumienia mechanizméw lezacych u podstaw
wywolanej przez ART zmiany fenotypu sercowo-naczy-
niowego oraz metabolicznego. Opisane w nastepnych roz-
dziatach modyfikacje epigenetyczne, stres oksydacyjny i
uszkodzenia DNA w zarodkach moga odgrywac istotna
role w ich powstawianiu.

RYZYKO MODYFIKAC]I EPIGENETYCZNYCH U
DZIECI POCZETYCH W WYNIKU ART ORAZ PRZEZ
RODZICOW W ZAAWANSOWANYM WIEKU

Podwyzszony wiek rodzicielski oraz ART moga powodo-
waé zmiany epigenetyczne (tj. modyfikacje struktury chro-
matyny, wplywajace na ekspresje genéw, bez modyfikacji
samej sekwencji DNA) w gametach, we wczesnym zarodku
oraz w tkance fozyska [84-87]. Programowanie epigenetycz-
ne odbywa sie podczas gametogenezy, a nastepnie podczas
rozwoju embrionalnego. W tych momentach epigenom jest
podatny na powstawanie zmian stymulowanych srodowi-
skowo, ktére moga by¢ natychmiast odzwierciedlone juz w
fenotypie zarodka lub pojawic¢ sie dopiero w pézniejszym
dorostym zyciu, a nawet w drugim pokoleniu [88,89]. Sta-
rzenie si¢ organizmu wigze sie¢ ze zmianami epigenetyczny-
mi zaréwno w komorkach somatycznych, jak i rozrodczych
[90]. Zaburzenia metylacji DNA zostaly wykryte w ludzkiej
tkance tozyska w cigzach bedacych wynikiem ART jak i w
plemnikach mezczyzn w zaawansowanym wieku rozrod-
czym [84-87]. Wykazano takze, Ze zar6wno zmiany metyla-
¢ji DNA w plemnikach jak i stymulacja jajnikéw za pomoca
hormonéw prowadzi do modyfikacji epigenetycznych w
zarodku, a takze w tozysku [91,92]. Technologie wspoma-
ganego rozrodu ingeruja w oocyt i zarodek wtasnie podczas
programowania epigenetycznego. Procedury pobierania
komorek jajowych, ich zaplodnienia, hodowli zarodkéw,
mrozenia, biopsji (w celu przeprowadzenia diagnostyki ge-
netycznej przed implantacja), a takze transferu do macicy,
odbywaja sie w czasie programowania epigenetycznego
zarodka [93]. Zmiany epigenetyczne w zarodku moga za-
burzy¢ prawidlowy rozwéj ciazy. Moga takze powodowaé
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predyspozycje do rozwoju choréb w dorostym zyciu [94,95].
Do najczesciej obserwowanych zaburzeni ciazy w wyniku
ART naleza nieprawidlowosci i wady lozyska [94,96,97]
oraz ograniczenie wzrostu plodu i mala masa urodzeniowa
[62,86,98]. Wszystkie te powiklania cigzy, a przede wszyst-
kim dysfunkcje tozyska moga powodowac zaburzenia me-
taboliczne u dziecka w zyciu poporodowym oraz zwiekszac
ryzyko choréb sercowo-naczyniowych w wieku dorostym
[93,99-101]. Dostepne dane sugerujg, ze ART wraz z czynni-
kami rodzicielskimi, takimi jak starzenie si¢, zwieksza ryzy-
ko rozwoju choréb sercowo-naczyniowych poprzez zmiany
epigenetyczne [78].

Jak wykazano na modelach zwierzecych, metylacja ge-
néw zwiazanych z regulacja uktadu sercowo-naczynio-
wego jest zaburzona u potomstwa urodzonego w wyniku
ART [83]. Zaburzona metylacja promotora genu eNOS (ang.
endothelial NO synthase) w tetnicach myszy urodzonych w
wyniku ART, wiaze sie¢ z obnizona ekspresja eNOS. Co wie-
cej, powyzej opisane zaburzenia zostaly wykazane w jed-
nakowym stopniu u myszy urodzonych w wyniku ART w
pierwszym pokoleniu, jak i w drugim, urodzonym w wyni-
ku naturalnego krycia. Zaburzenia metylacji genu eNOS w
tetnicach byly powiazane z dysfunkcja srédblonka i miaz-
dzyca u myszy urodzonych w wyniku ART [80,81].

Pomimo iz badania wplywu ART na rozwdj ciazy i
potomstwa prowadzone sa przy uzyciu szczepéw isoge-
nicznych tj. myszy o jednakowym podlozu genetycznym,
wykazano znaczace réznice osobnicze w wystepowaniu
zaburzen metylacji DNA w lozysku w koricowym etapie
cigzy, w obrebie badanej grupy [97]. Badania naszego ze-
spotu, dotyczace wczesnego etapu cigzy bedacej wynikiem
ART prowadzone w homogennych grupach owiec wyka-
zaly podobne réznice osobnicze w ekspresji enzymu DNA
metyltransferazy 1 oraz jego regulatoréw w rozwijajacych
sie fozyskach: od cigz nie wykazujacych zadnych zaburzen
po ciaze z zaburzeniami o duzej intensywnosci (najpraw-
dopodobniej bedacymi przyczyna $mierci zarodka obser-
wowanej w kolejnych dniach) [11]. Podobnie u ludzi, tylko
czes¢ ciaz (ang. ,outlier group”) charakteryzuje sie hypo-
metylacja DNA lozysk lub pepowin dzieci urodzonych w
wyniku ART w poréwnaniu z resztg dzieci badanej grupy,
tj. réwniez urodzonych w wyniku ART, niewykazujacych
tego typu zmian [102,103]. W celu wyjaénienia powyzszej
obserwagcji niektérzy naukowcy sugerowali, ze wrazliwosé
osobnicza na czynniki srodowiskowe wplywajace na zmia-
ny epigenetyczne we wczesnym okresie rozwoju moze po-
wodowac te réznice [102]. Nie wiadomo jednak od czego
zalezy owa wrazliwos¢, biorac pod uwage ze réznice osob-
nicze w epigenomie zarodkéw powstaltych w wyniku ART
obserwuje sie nie tylko w obrebie badanej grupy zlozonej z
genetycznie identycznych myszy (szczepéw wsobnych), ale
nawet w obrebie tej samej ciezarnej samicy ([97], nieopubli-
kowane obserwacje autoréow).

RYZYKO STRESU TLENOWEGO W GAMETACH I
ZARODKACH PODDANYCH PROCEDUROM ART
ORAZ W ZAAWANSOWANYM WIEKU RODZICOW

Dostarczanie energii potrzebnej do prowadzenia ak-
tywnosci komorkowej jest najwazniejsza funkcja mito-
chondriéw. Mitochondria odgrywaja réwniez wazng role
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w produkgji reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen
species, ROS) wymaganych do normalnych proceséw fi-
zjologicznych. ROS to reaktywne czasteczki (posiadajace
niesparowane elektrony), do ktérych neutralizacji niezbed-
ne sa przeciwutleniacze np. niektére witaminy. Gdy ilos¢
wyprodukowanych ROS jest zbyt wysoka, nastepuje stres
tlenowy, a co za tym idzie, uposledzenie faricucha transpor-
tu elektronéw, mutacje mtDNA oraz zmiany przepuszczal-
noéci btony mitochondrialnej [104]. Uposledzenie funkcji
mitochondriéw prowadzi wiec do nadprodukeji ROS [105].

Zaawansowany wiek ojca wigze sie z wysokimi steze-
niami ROS w nasieniu powodujac stres tlenowy [106-108].
Stres tlenowy prowadzi do zwiekszenia uszkodzen DNA
[109], peroksydacji lipidéw i utraty ruchliwosci plemnika
[110]. W plemnikach mezczyzn w zaawansowanym wieku
rozrodczym czeéciej obserwuje sie nieprawidlowy potencjal
blony mitochondrialnej [111]. Zarodki uzyskane z plemni-
kow charakteryzujacych sie wysokim poziomem ROS cha-
rakteryzuja sie obnizona jakoscia, w tym zmniejszona liczbg
komorek w stadium blastocysty [112-114].

Podczas procedur ART oocyty moga by¢ narazone na od-
dziatywanie szkodliwych pozioméw ROS w pozywce, obni-
zajac wskaznik zaplodnienia i powodujac fragmentacje za-
rodkéw [115,116]. Wiele czynnikéw, takich jak wirowanie,
pipetowanie, mrozenie a nawet sktad pozywek hodowla-
nych (na przykiad obecnos¢ jonéw metali) moze zwiekszy¢
zawartos¢ ROS [117]. Dodatkowo, wahania temperatury i
pH, stezenie tlenu w inkubatorze i nieodpowiednia jakos¢
powietrza, moze powodowac nadmierne wytwarzanie ROS
[118]. Podobnie jak w plemnikach, dysfunkcyjne mitochon-
dria w starzejacych sie oocytach przyczyniaja sie do zwiek-
szonej produkcji ROS i uszkodzenn DNA [119]. Co wiecej,
mozna zaobserwowac petle sprzezenia zwrotnego, w ktorej
srodowisko bogate w ROS powoduje z kolei uszkodzenie
mitochondriéw [120]. Obecnosé¢ dysfunkcyjnych mitochon-
driéw w oocytach skutkuje nie tylko stresem tlenowym, ale
takze w zmniejszona produkcja ATP, co z kolei ma nega-
tywny wplyw na procesy podziatu komoérki wpltywajac na
punkt kontrolny wrzeciona podzialowego i separacje chro-
matyd [121,122]. Uposledzenie tych mechanizméw wraz ze
skréceniem telomeréw i zmniejszona skutecznoscia mecha-
nizméw naprawy peknie¢ dwuniciowych DNA sa glow-
nymi przyczynami nieprawidlowosci chromosomowych,
a nastepnie zmniejszonego potencjalu rozwojowego w
oocytach starszych kobiet [123,124]. Zmniejszenie produkcji
wewnatrzkomérkowego ATP z powodu dysfunkcji mito-
chondriéw moze determinowac uposledzenie procesu za-
plodnienia i wolniejszy rozwdj zarodka ludzkiego. Ogélnie,
dysfunkcja mitochondriéw spowodowana stresem tleno-
wym prowadzi do zaburzen procesu mitozy w zarodkach
i skutkuje uposledzeniem ich kompetencji rozwojowych
[125-129].

ROS reaguje z tlenkiem azotu (NO) regulujacym napie-
cie naczyn krwionosnych i co za tym idzie ci$nienie tetnicze
krwi. Stres tlenowy obniza dostepnosé NO wyzwalajac tym
samym kaskade zdarzen prowadzacych do dysfunkgji érod-
blonka i miazdzycy [130]. Miazdzyca, jak wspomniano, jest
gléwna przyczyna rozwoju choréb sercowo-naczyniowych
[131,132]. Badania wykazaly, ze podawanie przeciwutle-
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niaczy myszom urodzonym w wyniku ART wykazujacym
dysfunkcje srédbtonka, poprawia dostepnosé NO i obniza
nadci$nienie tetnicze [78,133]. Co ciekawe, ten sam zespot
badawczy przeprowadzil potem terapie z zastosowaniem
przeciwutleniaczy (czterotygodniowa suplementacje an-
tyoksydantami, witaminami C i E) u dzieci urodzonych w
wyniku ART. Réwniez u dzieci wykazano, ze dysfunkcja
naczyn zwiazana jest ze stresem tlenowym oraz obnizonym
poziomem NO w osoczu: obydwa parametry powrdcity do
normy po podawaniu przeciwutleniaczy [133]. Nastapita
tez poprawa funkcjonalnosci érédblonka naczyn w kraze-
niu ogélnoustrojowym oraz ptucnym, co wskazuje, ze dys-
funkcja naczyn wywotana przez ART jest odwracalna i za-
lezna od wystepowania stresu oksydacyjnego.

USZKODZENIA DNA W GAMETACH, ZARODKACH I
U POTOMSTWA POCZETEGO W WYNIKU ART ORAZ
PRZEZ RODZICOW W ZAAWANSOWANYM WIEKU

Uszkodzenie DNA negatywnie wplywa na zdolnoé¢ ko-
morki do wykonywania jej podstawowych funkcji i moze
ostatecznie prowadzi¢ do jej $mierci. Z tego powodu ko-
morki rozrodcze i zarodki sa wyposazone w enzymy napra-
wy uszkodzern DNA (ang. DNA damage repair, DDR), jed-
nak efektywno$¢ napraw rézni sie¢ w zaleznosci od stadium
rozwojowego zarodka [134]. Komérka z wysokim pozio-
mem uszkodzern DNA moze ulec zaprogramowanej Smierci
(apoptoza). Jest to bezpieczny mechanizm zapobiegajacy
powstawaniu nowotworéw. Zarodki sa réwniez zdolne do
apoptozy, gtéwnie w pézniejszych stadiach embriogenezy
[135]. Wysoki poziom uszkodzen DNA moze jednak pro-
wadzi¢ do opdznienr cyklu komérkowego i nieprawidtowo
naprawionych peknie¢ DNA, co ma negatywny wplyw na
rozwdj ciazy [136]. Zaréwno ART, jak i zaawansowany wiek
rodzicielski zwiekszaja szanse na odziedziczenie przez po-
tomstwo uszkodzeri DNA, ktére prowadzi do negatywnych
skutkéw zdrowotnych [111,119,137-146]. W nastepnych
czesciach tego rozdziatu zostanie wyjasnione, dlaczego za-
awansowany wiek rodzicéw oraz ART niosg ze sobg wyso-
kie ryzyko uszkodzeri DNA zarodka, w jaki sposéb uszko-
dzenia te negatywnie wptywaja na rozwéj zarodka i potom-
stwa oraz jak mozna ogranicza¢ uszkodzenia DNA.

AKUMULACJA USZKODZEN DNA W
GAMETACH POCHODZACYCH OD OSOB W
ZAAWANSOWANYM WIEKU ROZRODCZYM

U mezczyzn w zaawansowanym wieku rozrodczym za-
obserwowano wyzszy poziom fragmentacji DNA w plem-
nikach oraz ich zmniejszona ruchliwoéé [137]. Moze sie
to wiaza¢ ze stopniowymi zmianami w meskim ukladzie
rozrodczym, takimi jak powiekszenie prostaty oraz zmniej-
szona zawarto$¢ biatka i wody w nasieniu [138]. Wzrost
uszkodzeitn DNA w plemnikach starszych mezczyzn jest
spowodowany stresem [139]. Plemniki starzejacych sie
mezczyzn moga réwniez gromadzi¢ mutacje DNA z powo-
du przypadkowych bledéw wprowadzanych przez polime-
raze DNA [140].

Od urodzenia do okresu dojrzewania komoérki jajowe po-

zostaja w stanie us$pienia, co czyni je podatnymi na uszko-
dzenia DNA [141]. Dojrzata komérka jajowa ma silna zdol-
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noé¢ naprawy DNA, a po jej zaptodnieniu przez plemnik,
jest w stanie naprawic jego ewentualne uszkodzenia [142].
Jednak wysoki poziom uszkodzenia DNA plemnikowego
prowadzi do uposledzenia rozwoju embrionalnego i poro-
nienia [74]. Zdolnoé¢ naprawy DNA oocytéw zmniejsza sie
wraz z wiekiem samicy [143]. Zaawansowany wiek matki
wigze sie z obnizonymi wskaZnikami zaptodnienia, a takze
ze zwigkszonym ryzykiem wystepowania nieprawidtowo-
$ci chromosomowych. Na przyklad prawdopodobieristwo
wystapienia zespotu Downa (Trisomia chromosomu 21) jest
silnie skorelowane z wiekiem matki [52,144,145]. Obnizaja-
ca sie wraz ze starzeniem jako$¢ oocytéw, charakteryzuje sie
zmianami morfologicznymi [146] oraz zwiekszong podat-
noscia na stres tlenowym i uszkodzenia DNA [141]. Bada-
nia na myszach wykazaly, Ze oocyty starszych samic maja
zmniejszona zdolnoé¢ do naprawy uszkodzonego DNA w
poréwnaniu z miodszymi samicami [147]. Podsumowujac,
w zaawansowanym wieku nastepuje uposledzenie natural-
nych mechanizméw naprawy uszkodzenn DNA w komor-
kach rozrodczych.

PROCEDURY ART A ZRODEA USZKODZEN DNA

Zarodki utrzymywane w niefizjologicznych warunkach
in vitro moga by¢ narazone na niebezpieczne poziomy $wia-
tla widzialnego i UV [148]. Swiatlo widzialne i ultrafiole-
towe indukuje zmiany w skladzie pozywek hodowlanych
oraz prowadzi do uszkodzenia DNA w komérkach embrio-
nalnych [149]. Ponadto parametry jakosci powietrza w labo-
ratoriach ART (takie jak stezenie dwutlenku azotu, ozonu i
czastek statych) moga bezposrednio wptywac na zarodki in
vitro [150]. Wyposazenie i éciany laboratoriéw moga uwal-
niac lotne zwiazki organiczne, z oparéw farb, uszczelniaczy,
wyrobéw z tworzyw sztucznych itp. [151]. Obecnie wiele
laboratoriéw ART dokladnie reguluje jako$¢ powietrza za
pomoca filtréw, takich jak HEPA i ULPA, co skutkuje lep-
szg jakoscia powietrza niz wiekszos¢ sal operacyjnych [152].
Gléwnym problemem pozostaja jednak opisane w poprzed-
nim rozdziale same procedury ART. Juz samo odizolowanie
komorek rozrodczych z ich naturalnego srodowiska zwiek-
sza ryzyko stresu tlenowego i uszkodzenn DNA: na przyklad
plemniki po odwirowaniu s pozbawione bogatych w enzy-
my przeciwutleniajace komponentéw ejakulatu [153]. Row-
niez ptyn pecherzykowy w ktérym naturalnie dojrzewa
komorka jajowa, zawiera wysoki poziom przeciwutlenia-
czy, chronigc przed ROS [154,155]. Wielu ekspertéw ART
uwaza, ze dodanie przeciwutleniaczy do pozywek pomaga
chroni¢ komorki rozrodcze i zarodki przed uszkodzeniem
spowodowanym przez ROS [117].

PERSPEKTYWY

Pomimo rosnacego rozpoznania wplywu zaawansowa-
nego wieku rodzicielskiego oraz ART na zwigkszone ryzy-
ko wystepowania tlenowego oraz uszkodzen DNA w ga-
metach i zarodkach, w warunkach laboratoryjnych raczej
nie stosuje sie technik zmniejszajacych poziom uszkodzen
DNA. Oprécz wspomnianego powyzej dodatku przeciw-
utleniaczy do pozywek hodowlanych [117] oraz zalecania
zdrowego trybu zycia u pacjentéw - oséb pragnacych pod-
dac¢ sie procedurom ART w celu poczecia dziecka, nie ma
opracowanych procedur chronigcych przed negatywnymi
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konsekwencjami uszkodzert DNA w zarodkach. Najsku-
teczniejszym sposobem zminimalizowania ryzyka odzie-
dziczenia przez potomstwo uszkodzert DNA pozostaje
wiec selekcja komérek o najnizszym poziomie uszkodzen
oraz ich naprawa. Zacznijmy od mozliwosci oceny i selekcji
komoérki jajowej. Jak dotychczas nie ma konsensusu co do
tego, ktore parametry powinny by¢ oceniane w celu okre-
Slenia zywotnosci komorki jajowej lub zarodka, a rutynowa
ocena oparta jest na charakterystyce morfologicznej komor-
ki/komoérek przy uzyciu mikroskopii swietlnej [156]. Jak
mozna sobie wyobrazi¢, takg metode znamionuje nie tylko
spora subiektywnos¢ i uzaleznienie od poziomu doswiad-
czenia i zdolnoéci obserwacyjnych danego embriologa kli-
nicznego, ale ogdlnie niewielka warto$¢ poznawcza, z uwa-
gi na bardzo ograniczong mozliwo$¢ wykrycia ewentualnej
dysfunkcji komorki.

Jedna z mozliwosci analiz zywotnosci komoérki jajowej
lub zarodka, bez narazania ich na dodatkowy stres, jest ana-
liza zuzytej pozywki hodowlanej, ktéra moze dostarczy¢
wielu waznych wskazéwek na temat metabolizmu komor-
kowego. Parametry metaboliczne, takie jak ilos¢ i rodzaj po-
branych sktadnikéw odzywczych oraz iloé¢ i rodzaj uwal-
nianych aminokwaséw do pozywki mozna wykorzysta¢ do
oceny ktére komorki jajowe/zarodki maja wieksze szanse
na przezycie [157]. Diugoletnie badania zespotu Prof. Hen-
ry’ego Leese sugeruja, ze silnie uszkodzone zarodki zuzy-
waja wiecej zasobéw energetycznych na procesy napraw-
cze, a w konsekwencji r6znia si¢ metabolizmem w poréw-
naniu z nieuszkodzonymi zarodkami [158].

Innym  potencjalnym narzedziem diagnostycznym
umozliwiajagcym nietoksyczng i bezinwazyjna diagnosty-
ke komorki jajowej jest spektroskopia Ramana. Technika
ta jest optymalna do stosowania w embriologii, poniewaz
moze generowac szeroki zakres informacji w krétkim czasie
ekspozycji. Spektroskopia Ramana jest nowatorska techni-
ka i nie jest jeszcze stosowana w laboratoriach ART, cho¢
ostatnie badania wykazaly jej skuteczno$¢ w wykrywaniu
zmian biatek i kropli lipidowych w komérkach jajowych
oraz zarodkach, a takze objawow stresu tlenowego w oocy-
tach [159,160].

Komoérki jajowe charakteryzuja sie stosunkowo duza
iloscia kropli lipidowych w poréwnaniu z wiekszoscia ko-
morek somatycznych, co predysponuje je niejako do ewen-
tualnych uszkodzen spowodowanych lipo-toksycznoscia
w wyniku ktérych komoérka jajowa zmniejsza lub zupelnie
traci potencjal rozwoju. Nastepstwem peroksydacji lipidow
wywolanej przez nadmiar ROS, jest grupowanie sie kropli
lipidowych w cytoplazmie (ang. lipid clusters). Zaobserwo-
walismy zwiekszony rozmiar kropli (klastréw) lipidowych
w komorkach jajowych samic w zaawansowanym wieku
oraz w komorkach jajowych w ktérych sztucznie induko-
wany byl stres oksydacyjny (przy pomocy H,O,) [Bisogno
et al., w przygotowaniu]. Usuniecie lipidéw z komérek jajo-
wych (delipidacja) moze zapobiec ich peroksydaciji i zatrzy-
mac¢ dalsze uszkodzenia spowodowane stresem tlenowym

[161-163].

Inna metoda poprawy potencjalu rozwojowego komoérki
jajowej moze by¢ usuniecie dysfunkcyjnych mitochondriéw.
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Z wiekiem kobiety uszkodzenia mitochondrialnego DNA
(mtDNA) moga spowodowa¢ uposledzenie funkeji orga-
nelli, co powoduje Ze mitochondria produkuja nadmierna
ilos¢é ROS. Dysfunkcyjne mitochondria czesciej wystepuja u
0s6b w zaawansowanym wieku [119]. Nowe techniki edycji
genomu, takie jak CRISPR, TALENSs i nukleazy cynkowo-
-palcowe (ZFN), sa zdolne do modyfikowania mtDNA i
naprawy uszkodzonych sekwencji [164,165]. Jednak ta tech-
nologia jest wcigz na wczesnym etapie rozwoju i na razie
daleka od szerokiego wprowadzenia do laboratoriéw ART.
Testowane sg réwniez metody polegajace na dodawaniu
(iniekcji do ooplazmy) nieuszkodzonych mitochondriow
pochodzacych z innych komérek, jednak réwniez te techni-
ki jak dotychczas nie okazaty sie efektywne ani wystarcza-
jaco bezpieczne [166].

UWAGI KONCOWE

Wedlug hipotezy o rozwojowej podstawie zdrowia i cho-
r6b (ang. Developmental Origin of Health and Disease, DOHaD)
warunki wczesnego rozwoju, w tym prenatalna ekspozycja
na niekorzystne czynniki srodowiskowe, odgrywaja wazng
role w formowaniu przyszlego stanu zdrowia potomstwa
i moga wplywacé na pojawienie sie choréb chronicznych w
dorostym zyciu [167]. W tym kontekscie, istnieje ogromna
potrzeba lepszego zrozumienia podstawowych mechani-
zméw zmian metabolicznych oraz sercowo-naczyniowych
wywolanych przez zaawansowany wiek rodzicéw i ART
[95]. Czesto osoby ktére decyduja sie na ART, sa rowniez w
zaawansowanym wieku rozrodczym. Kumulacja tych czyn-
nikéw ryzyka moze prowadzi¢ do iloSciowego nasilenia sie
ich negatywnych efektéw, zwiekszy¢ ich intensywnosc oraz
prowadzi¢ do pojawienia sie¢ dodatkowych dotad nieopi-
sanych zaburzen. Niestety, brakuje badann prowadzacych
do jednoznacznego okreélenia bezpieczeristwa lub ryzyka
danej procedury ART w polaczeniu z innym czynnikiem
(wiek, choroba matki) wptywajacym na prawidlowy prze-
bieg ciazy. Dlatego, niezaleznie w jakim stopniu zwiekszo-
ne ryzyko powstawania choréb przewleklych u dzieci po-
czetych w wyniku ART bedzie mozna przypisaé czynnikom
zwigzanym z procedurami ART per se, a w jakim, wspétto-
warzyszacym czynnikom rodzicielskim, badania na zwie-
rzetach bedace obecnie jedyna droga prowadzaca do jed-
noznacznego do$wiadczalnego wykazania bezpieczenstwa
lub ryzyka danego czynnika czy procedury, powinny by¢
rozwijane (Ryc. 1).

Jak juz wspomniano, same procedury ART moga po-
wodowacé uszkodzenia gamet i zarodkéw, dlatego obecnie
zaleca sie w przypadkach gdzie jest to mozliwe, wybér naj-
mniej inwazyjnej techniki. Testowanie szczegdlnie inwa-
zyjnych procedur ART, np. docytoplazmatycznej iniekcji
plemnika (ang. Intra-Cytoplasmic Sperm Injection, ICSI) lub
biopsji zarodka przy uzyciu modeli zwierzecych, umozliwi-
toby uzyskanie obiektywnych informacji o wplywie danej
procedury na dlugoterminowe zdrowie potomstwa, jeszcze
przed jej wprowadzeniem do praktyki klinicznej. Niestety,
te inwazyjne procedury ART byly stosowanie praktyczne
bez ograniczen od wielu lat. Dopiero teraz badania wyka-
zuja ze ich uzycie wigze sie z wystepowaniem znaczacych
zaburzen epigenetycznych w ludzkich tozyskach (co jak
widomo jest wskaznikiem wystepowania p6zniejszych cho-

327



dziatania optymalizujgce
testowang procedure

Modele zwierzece

|

T

analizy morfofizjologiczne
epigenetyczng, genetyczne

analizy prawidtowosciprzebiegu cigzy;
analizy epigenetyczneptoduitozyska

cigza i rozwdj potomstwa

kumulacja czynnikdw ryzyka
) 3 .

obserwacje zdrowia, rozrodu i behawioru
dorostego potomstwa

g g avg

analizy zdrowia, odpornosci, neurorozwoju,
predyspozycjidowystepowania zapalen,
nowotwordw, zdolnosci poznawczych, motorycznych
procesu starzenia sie i dtugosci zycia potomstwa

analizy zdrowia, odpornosci, neurorozwoju, predyspozycjido
wystepowania zapalen, nowotwordw, zdolnosci
poznawczych, motorycznych, procesu starzeniasigidtugosci

3-pokoleniowe obserwacje zdrowia,
rozrodu i behavioru potomstwa

|
decyzja

v

<

zyciaw badanym pokoleniu

analiza poréwnawcza wynikow
uzyskanych w oparciu o modele
zwierzece, obejmujgca efekty wynikajace
z kumulacji czynnikdw ryzyka

praktyka kliniczna

Rycina 1. Kolejnos¢ badan doswiadczalnych umozliwiajaca kompletng weryfikacje bezpieczenstwa i ryzyka procedur ART przed ich wprowadzeniem do praktyki kli-

nicznej

rob) [103]. Dopiero od bardzo niedawna zaczeto rozwazaé
wybér mniej inwazyjnych procedur ART. Jeszcze kilka lat
temu, uzycie procedury ICSI, z uwagi na duza efektywnos¢
zaplodnienia, bylo rutyna, niezaleznie od typu nieptodno-
ci diagnozowanej u pary, tj. niezaleznie od koniecznoéci jej
zastosowania. Niestety, wiele klinik do chwili obecnej sto-
suje ICSI rutynowo, bez wzgledu na podloze zdiagnozowa-
nej nieplodnosci tj. bez wzgledu na realng koniecznos¢ jej
zastosowania. Réwniez biopsja zarodka (stosowana w celu
pobrania pojedynczych komérek do diagnostyki choréb ge-
netycznych) zostala bezposrednio wprowadzona do prak-
tyki klinicznej. Dopiero p6zniej badania na zwierzetach wy-
kazaly znaczace problemy metaboliczne i inne u dorostego
juz potomstwa uzyskanego po wykonaniu biopsji zarodka
[168,169].

Innym przykladem ignorowania negatywnych dla zdro-
wia dzieci efektow ART, wykazanych uprzednio na mode-
lach zwierzecych jest wprowadzenie wydtuzonej hodowli
zarodkéw - do stadium blastocysty. U owiec i bydla, juz
okoto 30 lat temu zostaly szczegétowo opisane efekty ho-
dowli zarodkéw az do osiggniecia stadium blastocysty (ok.
6-7 dni), znane jako ,large offspring syndrome” obejmujace
zwigkszona mase ciala plodu i wynikajace z tego powikla-
nia w Zyciu postnatalnym, m. in. problemy metaboliczne i
naczyniowo sercowe) [170-173]. W owych czasach hodowle
zarodkéw ludzkich prowadzono krécej (1-3 dni). Dopiero
pozniej rozpoczeto dluzsza (6-7-dniowa) hodowle zarod-
kow ludzkich do stadium blastocysty. Zas, w zesztym roku
doczekalismy sie szczegétowych opracowan wykazujacych,
ze problem zwiekszonej masy plodu i wynikajacych z tego
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powiklan pourodzeniowych, ma miejsce rowniez w przy-
padku wydiuzonej hodowli zarodkéw ludzkich [174,175].
Nasuwa sie pytanie: czy mozna byto unikna¢ tych proble-
mow u ludzi i nie stosowaé wydtuzonej hodowli zarodkéw
ludzkich w oparciu o wczeéniejsze alarmujgce wyniki prac
na zwierzetach?

Jak wspomniano, niektére badania epidemiologiczne do-
nosza, ze zaburzenia cigzy oraz problemy zdrowotne dzieci
urodzonych w wyniku ART sa zwigzane z samymi zabu-
rzeniami ptodnosci rodzicéw (wywolanymi przez patologie
takie jak cukrzyca, otytos¢ lub przez wymieniony juz w tym
opracowaniu zaawansowany wiek rodzicéw), przypisujac
samemu ART mniejsze znaczenie lub jego brak [176-178].
Najbardziej prestizowe czasopisma medyczne, takie jak
Lancet, wskazuja iz ryzyko choréb u dzieci poczetych w
wyniku ART taczy¢ nalezy z nieptodnoscia rodzicéw [57].
Nie nalezy jednak tego doniesienia interpretowaé w sposob
negujacy wplyw samego ART. To niestety sie zdarza i jest
o tyle niebezpieczne, ze w polaczeniu z podwazaniem waz-
nosci wynikéw badan na zwierzetach (lub ich ignorowaniu
czy nieznajomosci) w kontekscie stosowania ART u ludzi,
takie stanowisko de facto blokuje dalsze rozpoznanie ewen-
tualnych patologii mogacych by¢ wynikiem ART. Pomimo,
ze w fachowej literaturze naukowej dotyczacej badan kon-
sekwencji ART, waga badari na modelach zwierzecych na
ogo6l nie jest kwestionowana, w praktyce autorzy niejedno-
krotnie borykali si¢ z krytyka celowosci prowadzenia ba-
dant nad wplywem ART przy uzyciu modeli zwierzecych
np. podczas konferencji medycznych. Co wiecej, w Polsce
od kilku lat w recenzjach projektéw naukowych wrecz
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negowana bywa uzyteczno$¢ doswiadczern na modelach
zwierzecych. Rozbrajajaca wrecz jest argumentacja niekto-
rych recenzentéw sugerujacych ze np. skoro urodzito sie
juz prawie 8 milionéw zdrowych dzieci przy uzyciu ART
to nie ma co bada¢ myszy. W ten sposob, bezimienna , soft
power” (recenzenci projektéw sg anonimowi) blokuje okre-
slone linie rozwoju projektéow badawczych ukierunkowane
na badania konsekwencji ART. W niektérych krajach np. w
Holandii, dochodzi juz do takiej sytuacji, Ze pomimo otrzy-
mania funduszy na badania w ramach prestizowych projek-
tow europejskich, lokalna komisja etyczna odmawia zgody
naukowcom na przeprowadzenie badan na zwierzetach,
kwestionujgc ich warto$¢ merytoryczng - a wiec w zasadzie
kwestionujac uprzednia ewaluacje projektu badawczego
przez wyspecjalizowanych w temacie naukowcow.

Niekorzystny wplyw procedur ART na zdrowie po-
tomstwa byl badany przy uzyciu wielu gatunkéw ssakéw
[4,179]. Jak wynika z dostepnej literatury, réwniez przyto-
czonej w tym opracowaniu, generalnie wykryte zaburzenia
u dzieci poczetych w wyniku ART s3 odzwierciedleniem
podobnych, obserwowanych na modelach zwierzecych.
Na przyktad opisane w poprzednich czeéciach pracy uwa-
runkowane uzyciem ART zmiany struktury serca i naczyn
krwionosnych obserwowane juz podczas rozwoju plodo-
wego byly obserwowanie jednakowo u czlowieka, owcy i
myszy [11-13,51,52,57,79-81]. Nawet tak rézne gatunki jak
zaba i owca wykazuja podobny fenotyp bedacy efektem
manipulacji oocytéw (iniekcji komoérek somatycznych) w
odniesieniu do zaburzen epigenetycznych i przezywalnosci
potomstwa [180]. Dotychczas nie doniesiono o gatunkowo-
-specyficznym wptywie ART warunkujacym dane zaburze-
nie. Nie nalezaloby sie tego spodziewa¢ poniewaz mecha-
nizmy regulujace wczesne etapy rozwoju zarodka sg ewo-
lucyjnie zachowane, a wigec podobne u wszystkich ssakow.
Taka opinia jednak, cho¢ tak oczywista dla kazdego biologa,
nie jest tak samo akceptowana przez osoby nie operujace
w obrebie nauk biologicznych. Czlowiek nie operujacy w
dziedzinie nauk o zyciu, lub tez o wyksztalceniu wybitnie
antropocentrycznym, jak w przypadku nauk medycznych,
moze nie bra¢ pod uwage tego ze mechanizmy rozwoju za-
rodka sg zachowane ewolucyijnie, tj. nie r6znia sie znaczaco.
Powotywanie sie niejako a priori na domniemane réznice
miedzygatunkowe w konsekwencjach ART dla potomstwa,
jako rzekome ograniczenie wartosci badan na zwierzetach,
ich rozmaite kwestionowanie, moze okazac sie niebezpiecz-
ne. U ludzi przeciez nie mozna przeprowadzi¢ tego typu
doswiadczen. Podwazajac donioslosé testow na zwierze-
tach, prowadzi sie de facto do ich zaprzestania.

Z tego wzgledu, koniecznym jest odpowiednie odniesie-
nie si¢ do wynikéw badar na zwierzetach jako do jedynego
dostepnego zrodia weryfikacji efektéw ART dla potomstwa,
przed ich wprowadzeniem do rutyny klinicznej. Badania
na zwierzetach pomoga szczegélowo okresli¢ mechanizmy
prowadzace do zmian epigenetycznych, jak i te zwiazane
ze stresem tlenowym oraz uszkodzeniami DNA. Jedli po
rzetelnym przetestowaniu danej procedury ART na dwu,
trzech lub czterech gatunkach zwierzat zaobserwujemy
negatywny efekt danej procedury dla zdrowia potomstwa,
to nalezy sie gleboko zastanowic czy istnieja wystarczajace
przestanki, zeby pomimo tych wynikéw wdrazac¢ dang pro-
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cedure do rozrodu wspomaganego u ludzi. Najbezpieczniej
bytoby jej nie wdrazacé. Jesli zas okazaloby sie, ze badania na
modelach zwierzecych nie wykazaty zadnego negatywnego
efektu testowanej procedury, to wéwczas dopiero mozna,
a nawet nalezy rozwazy¢ ewentualne réznice miedzyga-
tunkowe, biorac pod uwage, ze pomimo braku obserwacji
dotyczacych zaburzen na modelach zwierzecych nie mamy
gwarancji podobnego sukcesu u ludzi. Dopiero ten moment
badan wskazuje na konieczno$¢ brania pod uwage ograni-
czeni wynikajacych z uzyskanych na modelach zwierzecych
wynikow.

WNIOSEK

Ustalenie zwigzku miedzy wiekiem rodzicéw oraz ART
a niekorzystnymi konsekwencjami zdrowotnymi urodzo-
nych dzieci jest wyzwaniem. Niejednorodnoé¢ badanych
populacji oraz czynniki dodatkowe takie jak wspoétistniejaca
choroba przewlekla matki, pochodzenie etniczne, zastoso-
wana procedura ART, oraz, wspomniana wrazliwoé¢ osob-
nicza na czynniki $rodowiskowe wplywajace na zmiany
epigenetyczne (,outlier group”), odzwierciedla réznice w
informacji o przebiegu ciaz oraz stanu zdrowia dzieci uro-
dzonych w wyniku ART. Poniewaz pelne ujawnienie kon-
sekwencji zdrowotnych u ludzi poczetych w wyniku ART
moze potrwac dziesigciolecia, dlatego badania doswiad-
czalne wykonywane na modelach zwierzecych, sa niezbed-
ne. Testowanie ART przy uzyciu modeli zwierzecych stano-
wi jedyna mozliwa weryfikacje doswiadczalng tych proce-
dur, ktérej z oczywistych wzgledéw etycznych, nie mozna
przeprowadzac bezposrednio na ludziach. Wlasnie dlatego
wnikliwe dlugoterminowe badania na zwierzetach, umozli-
wiajace okreslenie odpowiedniego kierunku rozwoju ART,
powinny by¢ priorytetem zaréwno dla badaczy jak i dla
praktykujacych lekarzy i embriologéw Kklinicznych. Do-
piero po zakornczeniu testow mozna bedzie interpretowac
domniemane réznice miedzygatunkowe - jesli takie beda
mialy miejsce, oraz inne ewentualne czynniki ograniczajace
translacyjny charakter wynikéw doswiadczerr. Dopiero na
takiej podstawie mozna bedzie okresli¢ ewentualne ryzyko
czy tez poziom bezpieczenstwa okreslonej procedury ART.
Utatwi to znacznie opracowanie sposobéw przezwycieze-
nia problemu i poprawi bezpieczeristwo stosowania ART u
ludzi, oraz umozliwi dzialania naprawcze majace na celu
zminimalizowanie badZ wykluczenie zwigzanego z nim ry-
zyka.
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SUMMARY

Conception of a child at advanced parental age (> 35 years) has been steadily increasing in recent decades, especially in developed countries.
Socio-economic factors, effective contraceptives, and the availability of Assisted Reproduction Technologies (ART) have a direct impact on
postponing the decision to have a baby. ART enables reproductive success for people diagnosed as infertile or with reduced possibilities of
becoming pregnant due to concomitant pathologies. Epidemiological studies indicate that both advanced parental age and ART are associated
with pathologies of pregnancy, such as gestational diabetes, risk of pre-eclampsia, miscarriage, placental abruption, preterm labor, stillbirth,
neurodevelopmental disorders and chronic disease of the offspring. In our work, we will focus on the available information on metabolic
changes that increase the risk of developing cardiovascular diseases in the offspring of parents at an advanced age and conceived through
ART. Finally, we will address the sources of the observed disturbances at the gamete and embryo level, related to oxygen stress, epigenetic
modifications and DNA damage, considering possible rescue actions.
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