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				**Addendum: Podczas recenzowania pracy zostaliśmy poproszeni o dołączenie opisu po-zostałych efektów ART, związanych podwyż-szonym ryzykiem występowania wad wro-dzonych, zaburzeń imprintingu genowego, nowotworów dziecięcych, zaburzeń funkcji poznawczych i innych związanych z nieprawi-dłowościami neurorozwoju dzieci urodzonych przy zastosowaniu ART. Ponieważ tematyka naszego opracowania nie dotyczy jednak tych zaburzeń, a opis całości nie jest możliwy do ujęcia w pojedynczym artykule, nasze opraco-wanie odnosi się wyłącznie do rozwoju chorób o podłożu metabolicznym i naczyniowym.
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				Streszczenie

				W Europie na opóźnione rodzicielstwo (w wieku >35 lat) decyduje się około 50% męż-czyzn i 25% kobiet. W ostatnich dekadach, szczególnie w krajach rozwiniętych bez-pośredni wpływ na odsuwanie decyzji o urodzeniu dziecka mają czynniki społeczno-eko-nomiczne, skuteczne środki antykoncepcyjne oraz dostępność technologii wspomaganego rozrodu (ang. Assisted Reproduction Technologies, ART). Rozród wspomagany umożliwia suk-ces rozrodczy osobom diagnozowanym jako niepłodne lub o obniżonych możliwościach naturalnego zajścia w ciążę z uwagi na choroby, styl życia lub wiek. Badania epidemiolo-giczne wskazują, że zarówno zaawansowany wiek rodziców jak i ART są związane z pod-wyższonym ryzykiem powikłań ciąży, okresu okołoporodowego i poporodowego, takimi jak cukrzyca ciążowa, stan przedrzucawkowy, poronienia, oderwanie łożyska, poród przed-wczesny, urodzenie martwego dziecka, zaburzenia neurorozwojowe i pogorszone wskaźniki ogólnego stanu zdrowia potomstwa [1–4]. Brakuje danych odnośnie stanu zdrowia dorosłego potomstwa poczętego w wyniku ART. W naszej pracy skupimy się na dostępnych informa-cjach dotyczących zmian metabolicznych zwiększających ryzyko rozwoju chorób sercowo--naczyniowych u potomstwa rodziców w zaawansowanym wieku rozrodczym oraz urodzo-nego przy pomocy ART**. Na koniec odniesiemy się do źródeł powstawania obserwowa-nych zaburzeń na poziomie gamety i zarodka, dotyczących modyfikacji epigenetycznych, stresu tlenowego oraz uszkodzeń DNA, rozpatrując możliwe działania naprawcze.

				Wstęp

				Obecne odraczanie rodzicielstwa należy traktować jako narastający problem społeczny. W Europie, 45% dzieci urodzonych w ciągu ostatniej dekady zosta-ło poczętych przez ojców w wieku 35–54 lat. Coraz częściej spotyka się rów-nież późne macierzyństwo. Od 1980 roku średni wiek matki przy pierwszym porodzie stale wzrasta i obecnie wynosi 30 lat. Wskaźnik urodzeń dzieci przez matki w wieku >35 lat w niektórych krajach europejskich osiągnął już 25% [5,6]. Opóźnianie rodzicielstwa negatywnie wpływa na płodność pary. Gdy obniżają się możliwości naturalnego zajścia w ciążę, wówczas ART daje szansę parom w zaawansowany wieku reprodukcyjnym, na zostanie rodzicami, niekoniecz-nie biologicznymi. W wyniku ART do tej pory urodziło się ponad 7 milionów dzieci na całym świecie, a liczba ta stale wzrasta. Powyższe dane sugerują, że odraczanie rodzicielstwa i szerokie stosowanie ART może mieć konsekwencje demograficzne jak i zdrowotne dla populacji. Zaawansowany wiek rodziciel-ski i ART mogą wpływać na programowanie rozwojowe zarodka. Większość obserwowanych zaburzeń ciąży kobiet w zaawansowanym wieku, a także ciąży będącej wynikiem ART, dotyczy zaburzeń transportu łożyskowego oraz powiązanego z nim upośledzenia wzrostu płodu oraz trudnego porodu [7–9]. Podczas gdy zaburzenia ciąży u kobiety w zaawansowanym wieku rozrodczym mogą dotyczyć zarówno zaburzeń samego zarodka, jak i macicy (np. z uwagi na procesy starzenia), obserwacje na zwierzętach umożliwiają obserwacje roz-woju zarodka, którego implantacja i dalszy rozwój po dokonanym transferze do młodej biorczyni nie jest zaburzony przez starzejący się organizm matki. To oddzielenie czynników zarodkowych od matczynych jest ogromną zaletą obser-wacji doświadczalnych na modelach zwierzęcych, umożliwiającą prawidłowe określenie wpływu ART na rozwój zarodka. Badania wczesnych ciąż powsta-łych w wyniku ART, przeprowadzone przez nasz zespół na najbardziej wskaza-nym modelu zwierzęcym do obserwacji przebiegu ciąży u ludzi (m. in. z uwagi na podobną wagę urodzeniową wynoszącą ok. 3,0–3,5 kg) [10], rozłożone na poszczególne fazy rozwoju (od momentu implantacji zarodka do zakończenia rozwoju naczyń krwionośnych w łożysku) jednoznacznie wykazały opóźniony rozwój unaczynienia oraz wady serca rozwijającego się płodu widoczne jeszcze przed zakończeniem organogenezy [11–13]. Redukcja naczyń krwionośnych w tkance łożyska, powodująca upośledzony transport składników odżywczych i tlenu do płodu, może skutkować bezpośrednim wstrzymaniem rozwoju ciąży (jak wykazały nasze badania) lub programować podatność płodu na później-sze choroby, w tym na choroby metaboliczne oraz naczyniowo-sercowe. Nie-
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				korzystne konsekwencje zaburzeń transportu łożyskowego w środowisku wewnątrzmacicznym mogą przenosić się z pierwszego pokolenia potomstwa na drugie, jak wykazano u potomstwa głodujących podczas wojny kobiet w ciąży [14,15]. Przy czym, drugie pokolenie może mieć jeszcze po-ważniejsze zaburzenia niż pierwsze, jak wykazano na gry-zoniach [16]. Ze względu na stosunkowo niedawne stoso-wanie ART u ludzi, informacje na temat zdrowia dorosłego potomstwa urodzonego przy pomocy tych procedur, a tym bardziej następnych pokoleń, nie są jeszcze dostępne [17]. Tymczasem, ART będąc efektywną odpowiedzią na zmniej-szoną płodność, częściowo spowodowaną przez opóźnianie rodzicielstwa, rozwija się szybko.

				ZABURZENIA METABOLICZNE

				Związek między zaawansowanym wiekiem matki a chorobami metabolicznymi potomstwa

				Ciąża w zaawansowanym wieku rozrodczym (>35 lat) wiąże się między innymi ze zwiększonym ryzykiem stanu przedrzucawkowego, oderwania łożyska, poronień, poro-du przedwczesnego, i małej masy urodzeniowej dziecka [3, 18–20]. Większość z tych zaburzeń ciąży stanowi znaczne zagrożenie dla zdrowia zarówno matki, jak i płodu. Wiado-mo, że zaawansowany wiek matki wiąże się z zaburzonym rozwojem łożyska, zmniejszając jego wydajność, a tym sa-mym prowadząc do ograniczenia wzrostu płodu, co może predysponować urodzone dziecko do chorób w później-szym wieku [18,21,22]. Wiadomo również, że ograniczenie wzrostu płodu i mała masa urodzeniowa są związane ze szkodliwymi, długoterminowymi konsekwencjami meta-bolicznymi takimi jak otyłość, insulinooporność i choroby sercowo-naczyniowe u dorosłych [23,24]. Dlatego, ciąża w zaawansowanym wieku jest związana z ryzykiem chorób metabolicznych (zespół metaboliczny) u potomstwa w do-rosłym życiu. Badania epidemiologiczne wykazały, że u dzieci urodzonych przez matki w zaawansowanym wie-ku rozrodczym istnieje większe ryzyko rozwoju cukrzycy typu 1 i typu 2 [25,26] oraz podwyższone stężenie gluko-zy w osoczu na czczo [27]. Co więcej, zaawansowany wiek kobiety w ciąży może również wpływać na funkcjonalność sercowo-naczyniową dziecka. Badania wykazały też pozy-tywną korelację między zaawansowanym wiekiem matki a podwyższonym ciśnieniem krwi u noworodków i małych dzieci [28–30].

				Na długoterminowe konsekwencje zdrowotne dla dziec-ka urodzonego przez matkę w zaawansowanym wieku rozrodczym składają się dwa czynniki: matczyny (1) oraz zarodkowy (2):

				(1) Stan zdrowia matki w zaawansowanym wieku roz-rodczym jest zwykle pogorszony w stosunku do młodszych kobiet. W pewnym stopniu łączy się to ze stylem życia, od-żywianiem, stosowaniem używek. Kobiety z otyłością cier-pią na zaburzony transfer składników odżywczych podczas ciąży [31]. Otyłość i cukrzyca matki mają wspólne fenotypy, takie jak dyslipidemia tj. nieprawidłowe stężenia lipidów i lipoprotein w osoczu, dysfunkcja śródbłonka oraz stres oksydacyjny. Wszystko to ma negatywny wpływ na wzrost płodu, zaś urodzone dziecko może cierpieć na zaburzenia 

			

		

		
			
				metaboliczne, a w dorosłym wieku na choroby sercowo-na-czyniowe. Również niedożywienie matki jak i złe nawyki żywieniowe, a także ekspozycja na substancje zaburzające gospodarkę hormonalną w czasie ciąży są przyczyną ma-łej masy urodzeniowej dziecka [32]. Mogą też wywoływać zmiany metaboliczne w środowisku wewnątrzmacicznym, prowadząc do zwiększonego ryzyka rozwoju cukrzycy typu 1 i 2, zespołu metabolicznego oraz chorób sercowo-na-czyniowych u potomstwa [22,33]. Powszechnie wiadomo, że niekorzystne warunki w środowisku macicznym, takie jak cukrzyca ciążowa, stan przedrzucawkowy, stan zapal-ny, wpływają negatywnie na metabolizm rozwijającego się dziecka [1–3].

				(2) Zaawansowany wiek jest związany z fizjologicz-nym obniżaniem się jakości gamet i zarodków w wyniku zwiększonego stresu oksydacyjnego i starzenia się komórek [34,35]. Tak więc zaburzony przebieg ciąży w zaawansowa-nym wieku dotyczy nie tylko funkcjonowania organizmu matki, ale również zarodka powstałego z gamet rodziców będących w zaawansowanym wieku rozrodczym. W tym kontekście Velazuqez i wsp. badając zaburzenia metabo-lizmu potomstwa myszy urodzonego przez matki w za-awansowanym wieku, wykazali, że fenotyp wskazujący na owe zaburzenia metaboliczne był zaprogramowany jeszcze przed implantacją zarodka, w stadium blastocysty [36]. Szczegółowy opis czynników zarodkowych wpływających na późniejszy stan zdrowia potomstwa zamieszczony jest w trzecim, czwartym i piątym rozdziale tego opracowania.

				Związek między zaawansowanym wiekiem ojca a chorobami metabolicznymi potomstwa

				Większość opisanych w literaturze stanów patologicz-nych ciąży, a także okresu okołoporodowego i poporo-dowego oraz stanu zdrowia potomstwa przypisuje się zaawansowanemu wiekowi matki w momencie poczęcia. Jednak istnieje coraz więcej dowodów na to, że zaawan-sowany wiek ojca może mieć również negatywny wpływ na rozwój dziecka, wiadomo że zaawansowany wiek ojca wpływa na funkcję jąder a także szereg parametrów plem-ników takich jak ich żywotność, integralność DNA, długość telomerów i programowanie epigenetyczne [37,38]. Zmiany te, które aktywizują się wraz z normalnym procesem starze-nia, mogą mieć negatywny wpływ na płodność i przebieg ciąży. Zwiększa to ryzyko powstawania zaburzeń rozwoju zarodka i płodu [38,39]. Mimo że badania rozwoju płodu i zdrowia potomstwa w tym zakresie są ograniczone, głów-nie z powodu trudności w odizolowaniu wpływu wieku ojca od wpływu wieku matki, wiadomo że zaawansowany wiek ojca wiąże się ze wzrostem ryzyka poronień [40], uro-dzeniem martwego dziecka, stanem przedrzucawkowym [41], chorobami wrodzonymi, autyzmem i innymi zaburze-niami psychicznymi [2,42]. Niektórzy autorzy dostrzegają również silną korelację między opóźnionym ojcostwem a opóźnionym rozwojem płodu i małą masą urodzeniową dziecka [39,43,44]. Oba czynniki zwiększają ryzyko chorób metabolicznych dziecka. Jednak dane wykazujące związek zaawansowanego wieku ojca w chwili poczęcia dziecka ze zwiększonym ryzykiem powstawania chorób metabolicz-nych potomstwa w dzieciństwie lub okresie dojrzewania są ograniczone i częściowo sprzeczne. Jedno z badań wykaza-ło, że zaawansowany wiek ojca wiąże się z wyższym wskaź-
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				nikiem otyłości u potomstwa w wieku dorosłym [45]. Inni autorzy nie stwierdzili zmian w masie ciała u nastolatków i małych dzieci poczętych przez starszych ojców, ale donieśli, że zaawansowany wiek ojca jest związany z zaburzonym profilem lipidowym krwi dziecka [46,47]. Dotychczasowe badania na modelu mysim nie wyjaśniły jednoznacznie wpływu na zdrowie metaboliczne potomstwa poczętego przez starszych ojców. Zhao i in., wykazali, że mała masa urodzeniowa, związana 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 ciała u po-tomstwa myszy spłodzonego przez ojców w zaawansowa-nym, a także w bardzo zaawansowanym wieku [49].

				Związek między technologiami wspomaganego rozrodu (ART) a chorobami metabolicznymi

				Część badań donosi o wysokim poziomie glukozy we krwi na czczo u dzieci urodzonych w wyniku ART [50,51]. Jednak badania innych autorów nie wykazały żadnych zmian w metabolizmie glukozy u dzieci [52–54]. Z kolei inni autorzy wykazali nadmiar obwodowej tkanki tłuszczowej u dzieci urodzonych w wyniku ART [51,55,56]. W obecnym momencie nie ma wystarczających informacji odnośnie sta-nu zdrowia osób dorosłych, poczętych w wyniku ART. Po-jawienie się objawów większości chorób przewlekłych łączy się z osiągnieciem wieku co najmniej dorosłego, a ich nasi-lenie pojawia się w wieku średnim bądź zaawansowanym. Tymczasem większość dzieci poczętych w wyniku ART nie osiągnęła jeszcze dojrzałości.

				Dotychczasowe wyniki badań epidemiologicznych do-tyczących wpływu ART na ryzyko rozwoju chorób nie są jednoznaczne. Niektórzy autorzy donoszą że, zwiększone ryzyko powstawania chorób przewlekłych u dzieci poczę-tych w wyniku ART należy przypisać nie samym nieko-rzystnym oddziaływaniem procedur in vitro lecz chorobom wywołującym obniżenie płodności rodziców oraz wiekowi rodziców [57]. Z tego stanowiska część środowiska me-dycznego wysunęła zbyt daleko idące wnioski prowadzące z jednej strony do negacji wpływu samego ART na ciążę, a z drugiej, kwestionujące celowość dalszych badań doświad-czalnych nad wpływem ART. Taka interpretacja prowadzi do ograniczania doświadczeń na zwierzętach, będących je-dynym etycznie akceptowalnym źródłem doświadczalnej weryfikacji wpływu ART na ciążę i zdrowie potomstwa. Poniżej skupimy się wiec na opisie celowości oraz dotych-czasowego stanu badań na zwierzętach odnośnie prezento-wanej tematyki.

				Zastosowanie modeli zwierzęcych umożliwia weryfika-cję bezpieczeństwa procedur ART w bezpośredniej korela-cji z obserwowanymi parametrami zdrowia potomstwa. To oznacza że inne czynniki zakłócające (np. wiek rodziców, pochodzenie etniczne, stan zdrowia) które odgrywają rolę w przypadku pacjentów ludzkich, nie mają wpływu na wyniki obserwacji i nie zaburzają wyników analiz wykona-nych przy użyciu zwierząt. Większość badań wykazała, że myszy poczęte w wyniku ART wykazują nieprawidłowo-ści metaboliczne. ART może zmieniać metabolizm glukozy, powodując hiperglikemię, upośledzoną tolerancję glukozy, 

			

		

		
			
				hiperinsulinemię, a w niektórych przypadkach insulino-oporność urodzonych myszy [52,58–60]. Feuer i in. donieśli, że potomstwo płci żeńskiej myszy uzyskane przez zapłod-nienie in vitro miało zwiększoną masę ciała i predyspozy-cję do odkładania się tłuszczu, a także zmienioną ekspre-sję genów zaangażowanych w metabolizm lipidów i pod-wyższony poziom reaktywnych form tlenu i prozapalnych metabolitów w tkance tłuszczowej [61]. Zwiększona masa ciała i zwiększone odkładanie się tłuszczu u dorastających młodych zostało zaobserwowane również przez innych au-torów badających potomstwo myszy uzyskane po zapłod-nieniu i hodowli zarodków in vitro [59,62]. Rianudo i in. wykazali, że potomstwo myszy uzyskane w wyniku ART miało zmieniony profil metaboliczny wątroby i surowicy krwi, z głównymi zburzeniami na szlakach metabolizmu glukozy [63]. Zheng i in. donieśli o zmniejszonej aktywności enzymów zaangażowanych w metabolizm glukozy i zabu-rzeniach na szlaku sygnalizacji insulinowej w wątrobie po-tomstwa myszy uzyskanych w wyniku ART [60], co może wyjaśnić zmienioną homeostazę glukozy. Inne badanie wykazało że ART negatywnie wpływa na rozwój wątroby myszy, powodując zmieniony metabolizm lipidów i rozwój stłuszczenia wątroby [64]. Ogólnie, wyniki badań na zwie-rzętach wskazują, że ART może wpływać na metabolizm lipidów i glukozy powodując wysokie ryzyko cukrzycy i zespołu metabolicznego.

				CHOROBY SERCOWO-NACZYNIOWE

				Choroby sercowo-naczyniowe to grupa zaburzeń zwią-zanych z sercem i układem naczyń krwionośnych. Należą do nich udar niedokrwienny, niewydolność serca, choroba niedokrwienna serca, nadciśnienie i inne. Zaburzenia serco-wo-naczyniowe rozpoczynają się od stanu zwanego miaż-dżycą czyli zwężeniem i pogrubieniem tętnic wieńcowych z powodu gromadzenia się płytki miażdżycowej (złogów cholesterolu) wewnątrz ścian tętnic. Choroby te są główną przyczyną zgonów na całym świecie [65]. W tej sekcji nacisk położono na czynniki ryzyka odgrywające rolę w rozwoju zaburzeń sercowo-naczyniowych u potomstwa, w związku z zaawansowanym wiekiem rodziców oraz ART.

				Związek między zaawansowanym wiekiem matki a chorobami sercowo-naczyniowymi potomstwa

				Kobiety w zaawansowanym wieku rozrodczym cierpią na powikłania ciąży najczęściej z powodu wad rozwojo-wych łożyska, będących z kolei przyczyną suboptymal-nego rozwoju płodu, a ostatecznie stanowiących czynnik ryzyka rozwoju chorób sercowo-naczyniowych u urodzo-nych dzieci [1]. Kolejnym powikłaniem ciąży w zaawan-sowanym wieku rozrodczym jest stan przedrzucawkowy wiążący się z ryzykiem podwyższonego ciśnienia krwi oraz otyłością u dzieci [66]. Jak wspomniano na początku, ciąże kobiet w zaawansowanym wieku rozrodczym często prowadzą do przedwczesnego porodu i małej masy ciała dziecka [1,3,5–9]. Z kolei przedwczesny poród i mała masa urodzeniowa są związane z podwyższonym ciśnieniem krwi i nadwagą w późniejszym wieku [67]. Te ostatnie zaś są ważnymi czynnikami rozwoju chorób sercowo-naczy-niowych [30,68].
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				Badania na modelach zwierzęcych wskazują, że wiek matki ma wpływ na programowanie sercowo-naczyniowe w sposób zależny od płci: męskie potomstwo wykazywa-ło dysfunkcję śródbłonka naczyń i upośledzenie czynności serca, podczas gdy potomstwo żeńskie miało podwyższo-ne skurczowe ciśnienie krwi oraz wskaźniki sugerujące zwiększone ryzyko rozwoju chorób sercowo-naczyniowych [33,66,69]. Badania na szczurach wykazały w sposób jedno-znaczny zależne od płci zmiany w czynności serca potom-stwa urodzonego przez matki w zaawansowanym wieku: u samców były to oznaki łagodnej dysfunkcji rozkurczowej lewej komory, objawiającej się skróconym czasem relaksa-cji, zaś u samic podwyższone ciśnienie skurczowe krwi oraz wydłużony powrót do zdrowia po urazie niedokrwienno--reperfuzyjnym [69].

				Związek między zaawansowanym wiekiem ojca a chorobami sercowo-naczyniowymi potomstwa

				Od dość dawna wiadomo, że występowanie wrodzo-nych wad serca jest częściej obserwowane u dzieci starszych ojców [70–73]. Częstość mutacji de novo w linii komórek roz-rodczych wzrasta wraz z wiekiem ojca, co może prowadzić do wrodzonych wad serca potomstwa [2,37,74]. Czynni-kiem wywołującym powyższe wady może być zwiększa-jąca się wraz z wiekiem mężczyzny fragmentacja DNA plemników z powodu stresu tlenowego [75]. Trudno jest jednak jednoznacznie wykazać wpływ fragmentacji DNA i zaawansowanego wieku ojca na zaburzenia genetyczne dzieci. Zaawansowany wiek ojca wiąże się też ze zwiększo-nym ryzykiem poronień, przedwczesnym porodem i małą masą urodzeniową dziecka [43,44]. Z kolei, niska masa uro-dzeniowa zwiększa ryzyko chorób sercowo-naczyniowych [67].

				Związek między technologiami wspomaganego rozrodu (ART) a chorobami sercowo-naczyniowymi

				Badania epidemiologiczne sugerują, że ART może wy-woływać przedwczesną miażdżycę, insulinooporność, nad-ciśnienie tętnicze, i dysfunkcję serca u pozornie zdrowego potomstwa [76]. Badania mające na celu długoterminową weryfikację parametrów zdrowotnych dzieci i młodzieży poczętych w wyniku ART wykazały podwyższone ryzyko wysokiego ogólnoustrojowego ciśnienia krwi [51–53,55]. Stwierdzono też, że dzieci poczęte w wyniku ART posiada-ją zmienioną strukturę serca oraz naczyń krwionośnych już podczas rozwoju płodowego (co potwierdzają badania na zwierzętach [11–13]), a po urodzeniu zaburzone profile kar-diometaboliczne tj. skurczowe i rozkurczowe ciśnienie krwi oraz poziom glukozy na czczo [51,52,77]. Wspomniane pod-wyższone ryzyko występowania wysokiego poziomu glu-kozy na czczo u dzieci poczętych w wyniku zapłodnienia in vitro stanowi czynnik rozwoju wielu chorób, między inny-mi sercowo-naczyniowych [51,52]. Ponadto, u części dzieci urodzonych w wyniku ART zaobserwowano sztywność na-czyń krwionośnych oraz dysfunkcję śródbłonka [78]. Zmia-ny ogólnoustrojowego ciśnienia krwi, funkcji śródbłonka i układu renina-angiotensyna, które mogą odgrywać rolę w patogenezie chorób sercowo-naczyniowych, wykryto rów-

			

		

		
			
				nież u potomstwa myszy uzyskanego przy pomocy ART [79–82].

				Zgodnie z hipotezą rozwojowych przyczyn powstawa-nia chorób (ang. Developmental Origin of Health and Disease, DOHaD), reakcje adaptacyjne na bodźce środowiskowe w krytycznych lub wrażliwych okresach wczesnego rozwoju mogą mieć długotrwałe konsekwencje zdrowotne, z po-wodu stałego przeprogramowania kluczowych systemów fizjologicznych. Zaburzenia wynikające z ekspozycji rozwi-jających się gamet i zarodków na niekorzystne warunki wy-wołane przez środowisko in vitro w okresie prenatalnym, wiążą się ze zwiększonym ryzykiem dysfunkcji o podłożu sercowo-naczyniowym w życiu poporodowym [83]. Bio-rąc pod uwagę młody wiek populacji urodzonej w wyniku ART, minie co najmniej 20–30 lat, zanim będą dostępne dane dotyczące pojawiania się chorób sercowo-naczyniowych. Jednak już teraz jest jasne, że ART jawi się jako potencjalnie ważny czynnik ryzyka chorób sercowo-naczyniowych [83]. To spostrzeżenie wymaga od nas zrewidowania poglądów na temat domniemanego bezpieczeństwa ART i zaangażo-wania się w debatę na temat możliwości redukcji ryzyka procedur ART, a w oczekiwaniu na ten cel, oszczędnego stosowania procedur in vitro. Istnieje więc pilna potrzeba lepszego zrozumienia mechanizmów leżących u podstaw wywołanej przez ART zmiany fenotypu sercowo-naczy-niowego oraz metabolicznego. Opisane w następnych roz-działach modyfikacje epigenetyczne, stres oksydacyjny i uszkodzenia DNA w zarodkach mogą odgrywać istotną rolę w ich powstawianiu.

				Ryzyko modyfikacji epigenetycznych u dzieci poczętych w wyniku ART oraz przez rodziców w zaawansowanym wieku

				Podwyższony wiek rodzicielski oraz ART mogą powodo-wać zmiany epigenetyczne (tj. modyfikacje struktury chro-matyny, wpływające na ekspresję genów, bez modyfikacji samej sekwencji DNA) w gametach, we wczesnym zarodku oraz w tkance łożyska [84–87]. Programowanie epigenetycz-ne odbywa się podczas gametogenezy, a następnie podczas rozwoju embrionalnego. W tych momentach epigenom jest podatny na powstawanie zmian stymulowanych środowi-skowo, które mogą być natychmiast odzwierciedlone już w fenotypie zarodka lub pojawić się dopiero w późniejszym dorosłym życiu, a nawet w drugim pokoleniu [88,89]. Sta-rzenie się organizmu wiąże się ze zmianami epigenetyczny-mi zarówno w komórkach somatycznych, jak i rozrodczych [90]. Zaburzenia metylacji DNA zostały wykryte w ludzkiej tkance łożyska w ciążach będących wynikiem ART jak i w plemnikach mężczyzn w zaawansowanym wieku rozrod-czym [84–87]. Wykazano także, że zarówno zmiany metyla-cji DNA w plemnikach jak i stymulacja jajników za pomocą hormonów prowadzi do modyfikacji epigenetycznych w zarodku, a także w łożysku [91,92]. Technologie wspoma-ganego rozrodu ingerują w oocyt i zarodek właśnie podczas programowania epigenetycznego. Procedury pobierania komórek jajowych, ich zapłodnienia, hodowli zarodków, mrożenia, biopsji (w celu przeprowadzenia diagnostyki ge-netycznej przed implantacją), a także transferu do macicy, odbywają się w czasie programowania epigenetycznego zarodka [93]. Zmiany epigenetyczne w zarodku mogą za-burzyć prawidłowy rozwój ciąży. Mogą także powodować 
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				predyspozycje do rozwoju chorób w dorosłym życiu [94,95]. Do najczęściej obserwowanych zaburzeń ciąży w wyniku ART należą nieprawidłowości i wady łożyska [94,96,97] oraz ograniczenie wzrostu płodu i mała masa urodzeniowa [62,86,98]. Wszystkie te powikłania ciąży, a przede wszyst-kim dysfunkcje łożyska mogą powodować zaburzenia me-taboliczne u dziecka w życiu poporodowym oraz zwiększać ryzyko chorób sercowo-naczyniowych w wieku dorosłym [93,99–101]. Dostępne dane sugerują, że ART wraz z czynni-kami rodzicielskimi, takimi jak starzenie się, zwiększa ryzy-ko rozwoju chorób sercowo-naczyniowych poprzez zmiany epigenetyczne [78].

				Jak wykazano na modelach zwierzęcych, metylacja ge-nów związanych z regulacją układu sercowo-naczynio-wego jest zaburzona u potomstwa urodzonego w wyniku ART [83]. Zaburzona metylacja promotora genu eNOS (ang. endothelial NO synthase) w tętnicach myszy urodzonych w wyniku ART, wiąże się z obniżoną ekspresją eNOS. Co wię-cej, powyżej opisane zaburzenia zostały 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 tętnicach były powiązane z dysfunkcją śródbłonka i miaż-dżycą u myszy urodzonych w wyniku ART [80,81].

				Pomimo iż badania wpływu ART na rozwój ciąży i potomstwa prowadzone są przy użyciu szczepów isoge-nicznych tj. myszy o jednakowym podłożu genetycznym, wykazano znaczące różnice osobnicze w występowaniu zaburzeń metylacji DNA w łożysku w końcowym etapie ciąży, w obrębie badanej grupy [97]. Badania naszego ze-społu, dotyczące wczesnego etapu ciąży będącej wynikiem ART prowadzone w homogennych grupach owiec wyka-zały podobne różnice osobnicze w ekspresji enzymu DNA metyltransferazy 1 oraz jego regulatorów w rozwijających się łożyskach: od ciąż nie wykazujących żadnych zaburzeń po ciąże z zaburzeniami o dużej intensywności (najpraw-dopodobniej będącymi przyczyną śmierci zarodka obser-wowanej w kolejnych dniach) [11]. Podobnie u ludzi, tylko część ciąż (ang. „outlier group”) charakteryzuje się hypo-metylacją DNA łożysk lub pępowin dzieci urodzonych w wyniku ART w porównaniu z resztą dzieci badanej grupy, tj. również urodzonych w wyniku ART, niewykazujących tego typu zmian [102,103]. W celu wyjaśnienia powyższej obserwacji niektórzy naukowcy sugerowali, że wrażliwość osobnicza na czynniki środowiskowe wpływające na zmia-ny epigenetyczne we wczesnym okresie rozwoju może po-wodować te różnice [102]. Nie wiadomo jednak od czego zależy owa wrażliwość, biorąc pod uwagę że różnice osob-nicze w epigenomie zarodków powstałych w wyniku ART obserwuje się nie tylko w obrębie badanej grupy złożonej z genetycznie identycznych myszy (szczepów wsobnych), ale nawet w obrębie tej samej ciężarnej samicy ([97], nieopubli-kowane obserwacje autorów).

				Ryzyko stresu tlenowego w gametach i zarodkach poddanych procedurom ART oraz w zaawansowanym wieku rodziców

				Dostarczanie energii potrzebnej do prowadzenia ak-tywności komórkowej jest najważniejszą funkcją mito-chondriów. Mitochondria odgrywają również ważną rolę 

			

		

		
			
				w produkcji reaktywnych form tlenu (ang. reactive oxygen species, ROS) wymaganych do normalnych procesów fi-zjologicznych. ROS to reaktywne cząsteczki (posiadające niesparowane elektrony), do których neutralizacji niezbęd-ne są przeciwutleniacze np. niektóre witaminy. Gdy ilość wyprodukowanych ROS jest zbyt wysoka, następuje stres tlenowy, a co za tym idzie, upośledzenie łańcucha transpor-tu elektronów, mutacje mtDNA oraz zmiany przepuszczal-ności błony mitochondrialnej [104]. Upośledzenie funkcji mitochondriów prowadzi więc do nadprodukcji ROS [105].

				Zaawansowany wiek ojca wiąże się z wysokimi stęże-niami ROS w nasieniu powodując stres tlenowy [106–108]. Stres tlenowy prowadzi do zwiększenia uszkodzeń DNA [109], peroksydacji lipidów i utraty ruchliwości plemnika [110]. W plemnikach mężczyzn w zaawansowanym wieku rozrodczym częściej obserwuje się nieprawidłowy potencjał błony mitochondrialnej [111]. Zarodki uzyskane z plemni-ków charakteryzujących się wysokim poziomem ROS cha-rakteryzują się obniżoną jakością, w tym zmniejszoną liczbą komórek w stadium blastocysty [112–114].

				Podczas procedur ART oocyty mogą być narażone na od-działywanie szkodliwych poziomów ROS w pożywce, obni-żając wskaźnik zapłodnienia i powodując fragmentację za-rodków [115,116]. Wiele czynników, takich jak wirowanie, pipetowanie, mrożenie a nawet skład pożywek hodowla-nych (na przykład obecność jonów metali) może zwiększyć zawartość ROS [117]. Dodatkowo, wahania temperatury i pH, stężenie tlenu w inkubatorze i nieodpowiednia jakość powietrza, może powodować nadmierne wytwarzanie ROS [118]. Podobnie jak w plemnikach, dysfunkcyjne mitochon-dria w starzejących się oocytach przyczyniają się do zwięk-szonej produkcji ROS i uszkodzeń DNA [119]. Co więcej, można zaobserwować pętlę sprzężenia zwrotnego, w której środowisko bogate w ROS powoduje z kolei uszkodzenie mitochondriów [120]. Obecność dysfunkcyjnych mitochon-driów w oocytach skutkuje nie tylko stresem tlenowym, ale także w zmniejszoną produkcją ATP, co z kolei ma nega-tywny wpływ na procesy podziału komórki wpływając na punkt kontrolny wrzeciona podziałowego i separację chro-matyd [121,122]. Upośledzenie tych mechanizmów wraz ze skróceniem telomerów i zmniejszoną skutecznością mecha-nizmów naprawy pęknięć dwuniciowych DNA są głów-nymi przyczynami nieprawidłowości chromosomowych, a następnie zmniejszonego potencjału rozwojowego w oocytach starszych kobiet [123,124]. Zmniejszenie produkcji wewnątrzkomórkowego ATP z powodu dysfunkcji mito-chondriów może determinować upośledzenie procesu za-płodnienia i wolniejszy rozwój zarodka ludzkiego. Ogólnie, dysfunkcja mitochondriów spowodowana stresem tleno-wym prowadzi do zaburzeń procesu mitozy w zarodkach i skutkuje upośledzeniem ich kompetencji rozwojowych [125–129].

				ROS reaguje z tlenkiem azotu (NO) regulującym napię-cie naczyń krwionośnych i co za tym idzie ciśnienie tętnicze krwi. Stres tlenowy obniża dostępność NO wyzwalając tym samym kaskadę zdarzeń prowadzących do dysfunkcji śród-błonka i miażdżycy [130]. Miażdżyca, jak wspomniano, jest główną przyczyną rozwoju chorób sercowo-naczyniowych [131,132]. Badania wykazały, że podawanie przeciwutle-
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				niaczy myszom urodzonym w wyniku ART wykazującym dysfunkcję śródbłonka, poprawia dostępność NO i obniża nadciśnienie tętnicze [78,133]. Co ciekawe, ten sam zespół badawczy przeprowadził potem terapię z zastosowaniem przeciwutleniaczy (czterotygodniową suplementację an-tyoksydantami, witaminami C i E) u dzieci urodzonych w wyniku ART. Również u dzieci wykazano, że dysfunkcja naczyń związana jest ze stresem tlenowym oraz obniżonym poziomem NO w osoczu: obydwa parametry powróciły do normy po podawaniu przeciwutleniaczy [133]. Nastąpiła też poprawa funkcjonalności śródbłonka naczyń w krąże-niu ogólnoustrojowym oraz płucnym, co wskazuje, że dys-funkcja naczyń wywołana przez ART jest odwracalna i za-leżna od występowania stresu oksydacyjnego.

				Uszkodzenia DNA w gametach, zarodkach i u potomstwa poczętego w wyniku ART oraz przez rodziców w zaawansowanym wieku

				Uszkodzenie DNA negatywnie wpływa na zdolność ko-mórki do wykonywania jej podstawowych funkcji i może ostatecznie prowadzić do jej śmierci. Z tego powodu ko-mórki rozrodcze i zarodki są wyposażone w enzymy napra-wy uszkodzeń DNA (ang. DNA damage repair, DDR), jed-nak efektywność napraw różni się w zależności od stadium rozwojowego zarodka [134]. Komórka z wysokim pozio-mem uszkodzeń DNA może ulec zaprogramowanej śmierci (apoptoza). Jest to bezpieczny mechanizm zapobiegający powstawaniu nowotworów. Zarodki są również zdolne do apoptozy, głównie w późniejszych stadiach embriogenezy [135]. Wysoki poziom uszkodzeń DNA może jednak pro-wadzić do opóźnień cyklu komórkowego i nieprawidłowo naprawionych pęknięć DNA, co ma negatywny wpływ na rozwój ciąży [136]. Zarówno ART, jak i zaawansowany wiek rodzicielski zwiększają szanse na odziedziczenie przez po-tomstwo uszkodzeń DNA, które prowadzi do negatywnych skutków zdrowotnych [111,119,137–146]. W następnych częściach tego rozdziału zostanie wyjaśnione, dlaczego za-awansowany wiek rodziców oraz ART niosą ze sobą wyso-kie ryzyko uszkodzeń DNA zarodka, w jaki sposób uszko-dzenia te negatywnie wpływają na rozwój zarodka i potom-stwa oraz jak można ograniczać uszkodzenia DNA.

				Akumulacja uszkodzeń DNA w gametach pochodzących od osób w zaawansowanym wieku rozrodczym

				U mężczyzn w zaawansowanym wieku rozrodczym za-obserwowano wyższy poziom fragmentacji DNA w plem-nikach oraz ich zmniejszoną ruchliwość [137]. Może się to wiązać ze stopniowymi zmianami w męskim układzie rozrodczym, takimi jak powiększenie prostaty oraz zmniej-szona zawartość białka i wody w nasieniu [138]. Wzrost uszkodzeń DNA w plemnikach starszych mężczyzn jest spowodowany stresem [139]. Plemniki starzejących się mężczyzn mogą również gromadzić mutacje DNA z powo-du przypadkowych błędów wprowadzanych przez polime-razę DNA [140].

				Od urodzenia do okresu dojrzewania komórki jajowe po-zostają w stanie uśpienia, co czyni je podatnymi na uszko-dzenia DNA [141]. Dojrzała komórka jajowa ma silną zdol-

			

		

		
			
				ność naprawy DNA, a po jej zapłodnieniu przez plemnik, jest w stanie naprawić jego ewentualne uszkodzenia [142]. Jednak wysoki poziom uszkodzenia DNA plemnikowego prowadzi do upośledzenia rozwoju embrionalnego i poro-nienia [74]. Zdolność naprawy DNA oocytów zmniejsza się wraz z wiekiem samicy [143]. Zaawansowany wiek matki wiąże się z obniżonymi wskaźnikami zapłodnienia, a także ze zwiększonym ryzykiem występowania nieprawidłowo-ści chromosomowych. Na przykład prawdopodobieństwo wystąpienia zespołu Downa (Trisomia chromosomu 21) jest silnie skorelowane z wiekiem matki [52,144,145]. Obniżają-ca się wraz ze starzeniem jakość oocytów, charakteryzuje się zmianami morfologicznymi [146] oraz zwiększoną podat-nością na stres tlenowym i uszkodzenia DNA [141]. Bada-nia na myszach wykazały, że oocyty starszych samic mają zmniejszoną zdolność do naprawy uszkodzonego DNA w porównaniu z młodszymi samicami [147]. Podsumowując, w zaawansowanym wieku następuje upośledzenie natural-nych mechanizmów naprawy uszkodzeń DNA w komór-kach rozrodczych.

				Procedury ART a źródła uszkodzeń DNA

				Zarodki utrzymywane w niefizjologicznych warunkach in vitro mogą być narażone na niebezpieczne poziomy świa-tła widzialnego i UV [148]. Światło widzialne i ultrafiole-towe indukuje zmiany w składzie pożywek hodowlanych oraz prowadzi do uszkodzenia DNA w komórkach embrio-nalnych [149]. Ponadto parametry jakości powietrza w labo-ratoriach ART (takie jak stężenie dwutlenku azotu, ozonu i cząstek stałych) mogą bezpośrednio wpływać na zarodki in vitro [150]. Wyposażenie i ściany laboratoriów mogą uwal-niać lotne związki organiczne, z oparów farb, uszczelniaczy, wyrobów z tworzyw sztucznych itp. [151]. Obecnie wiele laboratoriów ART dokładnie reguluje jakość powietrza za pomocą filtrów, takich jak HEPA i ULPA, co skutkuje lep-szą jakością powietrza niż większość sal operacyjnych [152]. Głównym problemem pozostają jednak opisane w poprzed-nim rozdziale same procedury ART. Już samo odizolowanie komórek rozrodczych z ich naturalnego środowiska zwięk-sza ryzyko stresu tlenowego i uszkodzeń DNA: na przykład plemniki po odwirowaniu są pozbawione bogatych w enzy-my przeciwutleniające komponentów ejakulatu [153]. Rów-nież płyn pęcherzykowy w którym naturalnie dojrzewa komórka jajowa, zawiera wysoki poziom przeciwutlenia-czy, chroniąc przed ROS [154,155]. Wielu ekspertów ART uważa, że dodanie przeciwutleniaczy do pożywek pomaga chronić komórki rozrodcze i zarodki przed uszkodzeniem spowodowanym przez ROS [117].

				Perspektywy

				Pomimo rosnącego rozpoznania wpływu zaawansowa-nego wieku rodzicielskiego oraz ART na zwiększone ryzy-ko występowania tlenowego oraz uszkodzeń DNA w ga-metach i zarodkach, w warunkach laboratoryjnych raczej nie stosuje się technik zmniejszających poziom uszkodzeń DNA. Oprócz wspomnianego powyżej dodatku przeciw-utleniaczy do pożywek hodowlanych [117] oraz zalecania zdrowego trybu życia u pacjentów – osób pragnących pod-dać się procedurom ART w celu poczęcia dziecka, nie ma opracowanych procedur chroniących przed negatywnymi 
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				konsekwencjami uszkodzeń DNA w zarodkach. Najsku-teczniejszym sposobem zminimalizowania ryzyka odzie-dziczenia przez potomstwo uszkodzeń DNA pozostaje więc selekcja komórek o najniższym poziomie uszkodzeń oraz ich naprawa. Zacznijmy od możliwości oceny i selekcji komórki jajowej. Jak dotychczas nie ma konsensusu co do tego, które parametry powinny być oceniane w celu okre-ślenia żywotności komórki jajowej lub zarodka, a rutynowa ocena oparta jest na charakterystyce morfologicznej komór-ki/komórek przy użyciu mikroskopii świetlnej [156]. Jak można sobie wyobrazić, taką metodę znamionuje nie tylko spora subiektywność i uzależnienie od poziomu doświad-czenia i zdolności obserwacyjnych danego embriologa kli-nicznego, ale ogólnie niewielka wartość poznawcza, z uwa-gi na bardzo ograniczoną możliwość wykrycia ewentualnej dysfunkcji komórki.

				Jedną z możliwości analiz żywotności komórki jajowej lub zarodka, bez narażania ich na dodatkowy stres, jest ana-liza zużytej pożywki hodowlanej, która może dostarczyć wielu ważnych wskazówek na temat metabolizmu komór-kowego. Parametry metaboliczne, takie jak ilość i rodzaj po-branych składników odżywczych oraz ilość i rodzaj uwal-nianych aminokwasów do pożywki można wykorzystać do oceny które komórki jajowe/zarodki mają większe szanse na przeżycie [157]. Długoletnie badania zespołu Prof. Hen-ry’ego Leese sugerują, że silnie uszkodzone zarodki zuży-wają więcej zasobów energetycznych na procesy napraw-cze, a w konsekwencji różnią się metabolizmem w porów-naniu z nieuszkodzonymi zarodkami [158].

				Innym potencjalnym narzędziem diagnostycznym umożliwiającym nietoksyczną i bezinwazyjną diagnosty-kę komórki jajowej jest spektroskopia Ramana. Technika ta jest optymalna do stosowania w embriologii, ponieważ może generować szeroki zakres informacji w krótkim czasie ekspozycji. Spektroskopia Ramana jest nowatorską techni-ką i nie jest jeszcze stosowana w laboratoriach ART, choć ostatnie badania wykazały jej skuteczność w wykrywaniu zmian białek i kropli lipidowych w komórkach jajowych oraz zarodkach, a także objawów stresu tlenowego w oocy-tach [159,160].

				Komórki jajowe charakteryzują się stosunkowo dużą ilością kropli lipidowych w porównaniu z większością ko-mórek somatycznych, co predysponuje je niejako do ewen-tualnych uszkodzeń spowodowanych lipo-toksycznością w wyniku których komórka jajowa zmniejsza lub zupełnie traci potencjał rozwoju. Następstwem peroksydacji lipidów wywołanej przez nadmiar ROS, jest grupowanie się kropli lipidowych w cytoplazmie (ang. lipid clusters). Zaobserwo-waliśmy zwiększony rozmiar kropli (klastrów) lipidowych w komórkach jajowych samic w zaawansowanym wieku oraz w komórkach jajowych w których sztucznie induko-wany był stres oksydacyjny (przy pomocy H2O2) [Bisogno et al., w przygotowaniu]. Usunięcie lipidów z komórek jajo-wych (delipidacja) może zapobiec ich peroksydacji i zatrzy-mać dalsze uszkodzenia spowodowane stresem tlenowym [161–163].

				Inną metodą poprawy potencjału rozwojowego komórki jajowej może być usuniecie dysfunkcyjnych mitochondriów. 

			

		

		
			
				Z wiekiem kobiety uszkodzenia mitochondrialnego DNA (mtDNA) mogą spowodować upośledzenie funkcji orga-nelli, co powoduje że mitochondria produkują nadmierną ilość ROS. Dysfunkcyjne mitochondria częściej występują u osób w zaawansowanym wieku [119]. Nowe techniki edycji genomu, takie jak CRISPR, TALENs i nukleazy cynkowo--palcowe (ZFN), są zdolne do modyfikowania mtDNA i naprawy uszkodzonych sekwencji [164,165]. Jednak ta tech-nologia jest wciąż na wczesnym etapie rozwoju i na razie daleka od szerokiego wprowadzenia do laboratoriów ART. Testowane są również metody polegające na dodawaniu (iniekcji do ooplazmy) nieuszkodzonych mitochondriów pochodzących z innych komórek, jednak również te techni-ki jak dotychczas nie okazały się efektywne ani wystarcza-jąco bezpieczne [166].

				Uwagi końcowe

				Według hipotezy o rozwojowej podstawie zdrowia i cho-rób (ang. Developmental Origin of Health and Disease, DOHaD) warunki wczesnego rozwoju, w tym prenatalna ekspozycja na niekorzystne czynniki środowiskowe, odgrywają ważną rolę w formowaniu przyszłego stanu zdrowia potomstwa i mogą wpływać na pojawienie się chorób chronicznych w dorosłym życiu [167]. W tym kontekście, istnieje ogromna potrzeba lepszego zrozumienia podstawowych mechani-zmów zmian metabolicznych oraz sercowo-naczyniowych wywołanych przez zaawansowany wiek rodziców i ART [95]. Często osoby które decydują się na ART, są również w zaawansowanym wieku rozrodczym. Kumulacja tych czyn-ników ryzyka może prowadzić do ilościowego nasilenia się ich negatywnych efektów, zwiększyć ich intensywność oraz prowadzić do pojawienia się dodatkowych dotąd nieopi-sanych zaburzeń. Niestety, brakuje badań prowadzących do jednoznacznego określenia bezpieczeństwa lub ryzyka danej procedury ART w połączeniu z innym czynnikiem (wiek, choroba matki) wpływającym na prawidłowy prze-bieg ciąży. Dlatego, niezależnie w jakim stopniu zwiększo-ne ryzyko powstawania chorób przewlekłych u dzieci po-czętych w wyniku ART będzie można przypisać czynnikom związanym z procedurami ART per se, a w jakim, współto-warzyszącym czynnikom rodzicielskim, badania na zwie-rzętach będące obecnie jedyną drogą prowadzącą do jed-noznacznego doświadczalnego wykazania bezpieczeństwa lub ryzyka danego czynnika czy procedury, powinny być rozwijane (Ryc. 1).

				Jak już wspomniano, same procedury ART mogą po-wodować uszkodzenia gamet i zarodków, dlatego obecnie zaleca się w przypadkach gdzie jest to możliwe, wybór naj-mniej inwazyjnej techniki. Testowanie szczególnie inwa-zyjnych procedur ART, np. docytoplazmatycznej iniekcji plemnika (ang. Intra-Cytoplasmic Sperm Injection, ICSI) lub biopsji zarodka przy użyciu modeli zwierzęcych, umożliwi-łoby uzyskanie obiektywnych informacji o wpływie danej procedury na długoterminowe zdrowie potomstwa, jeszcze przed jej wprowadzeniem do praktyki klinicznej. Niestety, te inwazyjne procedury ART były stosowanie praktyczne bez ograniczeń od wielu lat. Dopiero teraz badania wyka-zują że ich użycie wiąże się z występowaniem znaczących zaburzeń epigenetycznych w ludzkich łożyskach (co jak widomo jest wskaźnikiem występowania późniejszych cho-
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				rób) [103]. Dopiero od bardzo niedawna zaczęto rozważać wybór mniej inwazyjnych procedur ART. Jeszcze kilka lat temu, użycie procedury ICSI, z uwagi na dużą efektywność zapłodnienia, było rutyną, niezależnie od typu niepłodno-ści diagnozowanej u pary, tj. niezależnie od konieczności jej zastosowania. Niestety, wiele klinik do chwili obecnej sto-suje ICSI rutynowo, bez względu na podłoże zdiagnozowa-nej niepłodności tj. bez względu na realną konieczność jej zastosowania. Również biopsja zarodka (stosowana w celu pobrania pojedynczych komórek do diagnostyki chorób ge-netycznych) została bezpośrednio wprowadzona do prak-tyki klinicznej. Dopiero później badania na zwierzętach wy-kazały znaczące problemy metaboliczne i inne u dorosłego już potomstwa uzyskanego po wykonaniu biopsji zarodka [168,169].

				Innym przykładem ignorowania negatywnych dla zdro-wia dzieci efektów ART, wykazanych uprzednio na mode-lach zwierzęcych jest wprowadzenie wydłużonej hodowli zarodków – do stadium blastocysty. U owiec i bydła, już około 30 lat temu zostały szczegółowo opisane efekty ho-dowli zarodków aż do osiągnięcia stadium blastocysty (ok. 6–7 dni), znane jako „large offspring syndrome” obejmujące zwiększoną masę ciała płodu i wynikające z tego powikła-nia w życiu postnatalnym, m. in. problemy metaboliczne i naczyniowo sercowe) [170–173]. W owych czasach hodowlę zarodków ludzkich prowadzono krócej (1–3 dni). Dopiero później rozpoczęto dłuższą (6–7-dniową) hodowlę zarod-ków ludzkich do stadium blastocysty. Zaś, w zeszłym roku doczekaliśmy się szczegółowych opracowań wykazujących, że problem zwiększonej masy płodu i wynikających z tego 

			

		

		
			
				powikłań pourodzeniowych, ma miejsce również w przy-padku wydłużonej hodowli zarodków ludzkich [174,175]. Nasuwa się pytanie: czy można było uniknąć tych proble-mów u ludzi i nie stosować wydłużonej hodowli zarodków ludzkich w oparciu o wcześniejsze alarmujące wyniki prac na zwierzętach?

				Jak wspomniano, niektóre badania epidemiologiczne do-noszą, że zaburzenia ciąży oraz problemy zdrowotne dzieci urodzonych w wyniku ART są związane z samymi zabu-rzeniami płodności rodziców (wywołanymi przez patologie takie jak cukrzyca, otyłość lub przez wymieniony już w tym opracowaniu zaawansowany wiek rodziców), przypisując samemu ART mniejsze znaczenie lub jego brak [176–178]. Najbardziej prestiżowe czasopisma medyczne, takie jak Lancet, wskazują iż ryzyko chorób u dzieci poczętych w wyniku ART łączyć należy z niepłodnością rodziców [57]. Nie należy jednak tego doniesienia interpretować w sposób negujący wpływ samego ART. To niestety się zdarza i jest o tyle niebezpieczne, że w połączeniu z podważaniem waż-ności wyników badań na zwierzętach (lub ich ignorowaniu czy nieznajomości) w kontekście stosowania ART u ludzi, takie stanowisko de facto blokuje dalsze rozpoznanie ewen-tualnych patologii mogących być wynikiem ART. Pomimo, że w fachowej literaturze naukowej dotyczącej badań kon-sekwencji ART, waga badań na modelach zwierzęcych na ogół nie jest kwestionowana, w praktyce autorzy niejedno-krotnie borykali się z krytyką celowości prowadzenia ba-dań nad wpływem ART przy użyciu modeli zwierzęcych np. podczas konferencji medycznych. Co więcej, w Polsce od kilku lat w recenzjach projektów naukowych wręcz 
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				Rycina 1. Kolejność badań doświadczalnych umożliwiająca kompletną weryfikację bezpieczeństwa i ryzyka procedur ART przed ich wprowadzeniem do praktyki kli-nicznej
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				negowana bywa użyteczność doświadczeń na modelach zwierzęcych. Rozbrajająca wręcz jest argumentacja niektó-rych recenzentów sugerujących że np. skoro urodziło się już prawie 8 milionów zdrowych dzieci przy użyciu ART to nie ma co badać myszy. W ten sposób, bezimienna „soft power” (recenzenci projektów są anonimowi) blokuje okre-ślone linie rozwoju projektów badawczych ukierunkowane na badania konsekwencji ART. W niektórych krajach np. w Holandii, dochodzi już do takiej sytuacji, że pomimo otrzy-mania funduszy na badania w ramach prestiżowych projek-tów europejskich, lokalna komisja etyczna odmawia zgody naukowcom na przeprowadzenie badań na zwierzętach, kwestionując ich wartość merytoryczną – a wiec w zasadzie kwestionując uprzednią ewaluację projektu badawczego przez wyspecjalizowanych w temacie naukowców.

				Niekorzystny wpływ procedur ART na zdrowie po-tomstwa był badany przy użyciu wielu gatunków ssaków [4,179]. Jak wynika z dostępnej literatury, również przyto-czonej w tym opracowaniu, generalnie wykryte zaburzenia u dzieci poczętych w wyniku ART są odzwierciedleniem podobnych, obserwowanych na modelach zwierzęcych. Na przykład opisane w poprzednich częściach pracy uwa-runkowane użyciem ART zmiany struktury serca i naczyń krwionośnych obserwowane już podczas rozwoju płodo-wego były obserwowanie jednakowo u człowieka, owcy i myszy [11–13,51,52,57,79–81]. Nawet tak różne gatunki jak żaba i owca wykazują podobny fenotyp będący efektem manipulacji oocytów (iniekcji komórek somatycznych) w odniesieniu do zaburzeń epigenetycznych i przeżywalności potomstwa [180]. Dotychczas nie doniesiono o gatunkowo--specyficznym wpływie ART warunkującym dane zaburze-nie. Nie należałoby się tego spodziewać ponieważ mecha-nizmy regulujące wczesne etapy rozwoju zarodka są ewo-lucyjnie zachowane, a więc podobne u wszystkich ssaków. Taka opinia jednak, choć tak oczywista dla każdego biologa, nie jest tak samo akceptowana przez osoby nie operujące w obrębie nauk biologicznych. Człowiek nie operujący w dziedzinie nauk o życiu, lub też o wykształceniu wybitnie antropocentrycznym, jak w przypadku nauk medycznych, może nie brać pod uwagę tego że mechanizmy rozwoju za-rodka są zachowane ewolucyjnie, tj. nie różnią się znacząco. Powoływanie się niejako a priori na domniemane różnice międzygatunkowe w konsekwencjach ART dla potomstwa, jako rzekome ograniczenie wartości badań na zwierzętach, ich rozmaite kwestionowanie, może okazać się niebezpiecz-ne. U ludzi przecież nie można przeprowadzić tego typu doświadczeń. Podważając doniosłość testów na zwierzę-tach, prowadzi się de facto do ich zaprzestania.

				Z tego względu, koniecznym jest odpowiednie odniesie-nie się do wyników badań na zwierzętach jako do jedynego dostępnego źródła weryfikacji efektów ART dla potomstwa, przed ich wprowadzeniem do rutyny klinicznej. Badania na zwierzętach pomogą szczegółowo określić mechanizmy prowadzące do zmian epigenetycznych, jak i te związane ze stresem tlenowym oraz uszkodzeniami DNA. Jeśli po rzetelnym przetestowaniu danej procedury ART na dwu, trzech lub czterech gatunkach zwierząt zaobserwujemy negatywny efekt danej procedury dla zdrowia potomstwa, to należy się głęboko zastanowić czy istnieją wystarczające przesłanki, żeby pomimo tych wyników wdrażać daną pro-

			

		

		
			
				cedurę do rozrodu wspomaganego u ludzi. Najbezpieczniej byłoby jej nie wdrażać. Jeśli zaś okazałoby się, że badania na modelach zwierzęcych nie wykazały żadnego negatywnego efektu testowanej procedury, to wówczas dopiero można, a nawet należy rozważyć ewentualne różnice międzyga-tunkowe, biorąc pod uwagę, że pomimo braku obserwacji dotyczących zaburzeń na modelach zwierzęcych nie mamy gwarancji podobnego sukcesu u ludzi. Dopiero ten moment badań wskazuje na konieczność brania pod uwagę ograni-czeń wynikających z uzyskanych na modelach zwierzęcych wyników.

				Wniosek

				Ustalenie związku między wiekiem rodziców oraz ART a niekorzystnymi konsekwencjami zdrowotnymi urodzo-nych dzieci jest wyzwaniem. Niejednorodność badanych populacji oraz czynniki dodatkowe takie jak współistniejąca choroba przewlekła matki, pochodzenie etniczne, zastoso-wana procedura ART, oraz, wspomniana wrażliwość osob-nicza na czynniki środowiskowe wpływające na zmiany epigenetyczne („outlier group”), odzwierciedla różnice w informacji o przebiegu ciąż oraz stanu zdrowia dzieci uro-dzonych w wyniku ART. Ponieważ pełne ujawnienie kon-sekwencji zdrowotnych u ludzi poczętych w wyniku ART może potrwać dziesięciolecia, dlatego badania doświad-czalne wykonywane na modelach zwierzęcych, są niezbęd-ne. Testowanie ART przy użyciu modeli zwierzęcych stano-wi jedyną możliwą weryfikację doświadczalną tych proce-dur, której z oczywistych względów etycznych, nie można przeprowadzać bezpośrednio na ludziach. Właśnie dlatego wnikliwe długoterminowe badania na zwierzętach, umożli-wiające określenie odpowiedniego kierunku rozwoju ART, powinny być priorytetem zarówno dla badaczy jak i dla praktykujących lekarzy i embriologów klinicznych. Do-piero po zakończeniu testów można będzie interpretować domniemane różnice międzygatunkowe – jeśli takie będą miały miejsce, oraz inne ewentualne czynniki ograniczające translacyjny charakter wyników doświadczeń. Dopiero na takiej podstawie można będzie określić ewentualne ryzyko czy też poziom bezpieczeństwa określonej procedury ART. Ułatwi to znacznie opracowanie sposobów przezwycięże-nia problemu i poprawi bezpieczeństwo stosowania ART u ludzi, oraz umożliwi działania naprawcze mające na celu zminimalizowanie bądź wykluczenie związanego 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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Poézne rodzicielstwo i rozréd wspomagany: analiza ryzyka

wystapienia chorob przewleklych u potomstwa

STRESZCZENIE

‘uropie na opéZnione rodzicielstwo (w wieku >35 lat) decyduje si¢ okolo 50% mez-

czyzn i 25% kobiet. W ostatnich dekadach, szczegélnie w krajach rozwinietych bez-
poéredni wplyw na odsuwanie decyzji o urodzeniu dziecka maja czynniki spoleczno-eko-
nomiczne, skuteczne érodki antykoncepcyjne oraz dostepnosé technologii wspomaganego
rozrodu (ang. Assisted Reproduction Tedlmologies, ART). Rozréd wspomagany umozliwia suk-
ces rozrodezy osobom diagnozowanym jako nieplodne lub o obnizonych mozliwoéciach
naturalnego zajécia w ciaze z uwagi na choroby, styl Zycia lub wiek. Badania epidemiolo-
giczne wskazuja, ze zaréwno zaawansowany wiek rodzicow jak i ART s zwiazane z pod-
wyzszonym ryzykiem powiklaf ciazy, okresu okoloporodowego i poporodowego, takimi
jak cukrzyca ciazowa, stan przedrzucawkowy, poronienia, oderwanie lozyska, poréd przed-
wezesny, urodzenie martwego dziecka, zaburzenia neurorozwojowe i pogorszone wskazniki
og6lnego stanu zdrowia potomstwa [1-4]. Brakuje danych odnosnie stanu zdrowia doroslego
potomstwa poczetego w wyniku ART. W naszej pracy skupimy sie na dostepnych informa-
cjach dotyczacych zmian metabolicznych zwiekszajacych ryzyko rozwoju chordb sercowo-
-naczyniowych u potomstwa rodzicéw w zaawansowanym wieku rozrodczym oraz urodzo-
nego przy pomocy ART**. Na koniec odniesiemy sie do Zrodel powstawania obserwowa-
nych zaburzen na poziomie gamety i zarodka, dotyczacych modyfikacji epigenetycznych,
stresu tlenowego oraz uszkodze DNA, rozpatrujac mozliwe dzialania naprawcze.

WSTEP

Obecne odraczanie rodzicielstwa nalezy traktowaé jako narastajacy problem
spoleczny. W Europie, 45% dzieci urodzonych w ciagu ostatniej dekady zosta-
lo poczetych przez ojcow w wieku 35-54 lat. Coraz czesciej spotvka r6w-
niez pozne macierzynstwo. Od 1980 roku éredni wiek Tt przy pierwszym
porodzie stale wzrasta i obecnie wynosi 30 lat. Wskaznik urodzen dzieci przez
matki w wieku >35 lat w niektorych krajach europejskich osiagnal juz 25% [5,6].
Opoznianie rodzicielstwa negatywnie wplywa na plodnosc 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¢ konsekwengje
demograficzne jak i zdrowotne dla populacji. Zaawansowany wiek rodziciel
ski i ART moga wplywac na programowanie rozwojowe zarodka. Wiekszos¢
ob<exmowanwh zaburzen ciazy kobiet w zaawansowanym wieku, a takze
ciazy bedacej wynikiem ART, dotyczy zaburzen transportu lozyskowego oraz
powiazanego z nim uposledzenia wzrostu plodu oraz trudnego porodu [7-9].
Podczas gdy zaburzenia ciazy u kobiety w zaawansowanym wieku rozrodczym
moga dotyczyé zaréwno zaburzeri samego zarodka, jak i macicy (np. z uwagi
na procesy starzenia), obserwacje na zwierzetach umozliwiaja obserwacje roz-
woju zarodka, ktérego implantadja i dalszy rozwéj po dokonanym transferze
do mlodej biorczyni nie jest zabwrzony przez starzejacy sie organizm matki. To
oddzielenie czynnikéw zarodkowych od matczynych jest ogromna zaleta obser-
wagji doswiadczalnych na modelach zwierzecych, umozliwiajaca prawidlowe
okreslenie wplywu ART na rozwdj zarodka. Badania wezesnych ciaz powsta-
lych w wyniku ART, przeprowadzone przez nasz zespél na najbardziej wskaza-
nym modelu zwierzecym do obserwacji przebiegu ciazy u ludzi (m. in. z uwagi
na podobna wage urodzeniowa wynoszaca ok. 3,0-3,5 kg) [10], rozlozone na
poszczegélne fazy rozwoju (od momentu implantacji zarodka do zakoriczenia
rozwoju naczyn krwionosnych w lozysku) jednoznacznie wykazaly opézniony
rozw6j unaczynienia oraz wady serca rozwijajacego sie plodu widoczne jeszcze
przed zakonczeniem organogenezy [11-13]. Redukga nac
tkance lozyska, powodujaca uposledzony transport skladnikéw odzywezych i
tlenu do plodu, moze skutkowaé bezposrednim wstrzymaniem rozwoju
(jak wykazaly nasze badania) lub programowaé podatnos¢ plodu na pézniej-
sze choroby, w tym na choroby metaboliczne oraz naczyniowo-sercowe. Nie-
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**Addendum: Podczas recenzowania pracy
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