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METODY ZAPLODNIENIA IN VITRO

Rafat P. Piprek (Krakow)

W obecnych czasach nieplodno$¢ staje si¢ co-
raz czgstszym, narastajacym z roku na rok, proble-
mem. Obecnie trudnosci z zajsciem w cigze dotykajg
15-20% par, przez co WHO uznato nieptodnos¢ za
chorobe cywilizacyjng. Nieptodnos$¢ stwierdza sig,
gdy dwunastomiesi¢gczny okres intensywnego sta-
rania si¢ o potomstwo nie doprowadza do zajscia
w cigze. Czesto nieptodnos¢ niestusznie jest nazywa-
na bezptodnoscig, ktora jest w rzeczywistosci catko-
witg 1 trwatg niezdolno$cig do wydania potomstwa na
swiat. Wspoélczesna medycyna dysponuje metodami
umozliwiajacymi nieptodnym parom zajscie w ciaze.
W Polsce rosnie liczba klinik leczenia nieptodnosci,
w ktorych oferuje si¢ najnowoczes$niejsze techniki
wspomagania rozrodu, tak zwane ART (ang. Assisted
Reproductive Technology).

Przyczyny nieplodnosci

Leczenie nieptodnosci rozpoczyna si¢ od zebra-
nia szczegdtowego wywiadu oraz przeprowadzenia
badan diagnostycznych, majacych na celu ustalenie
przyczyn zaburzen. U okoto 35% przypadkow pro-
blem nieptodnosci lezy po stronie kobiety, i takze
u 35% po stronie mezczyzny. Wsrod 30% par przy-
czyna nieptodnosci jest po stronie obojga partneréw
badz jest nieznana (nieptodnos¢ idiopatyczna). Naj-
czestszymi przyczynami trudnosSci zajScia w cigze sg
problemy z owulacja, majace podtoze hormonalne,
a takze niedrozno$¢ jajowodow. Pozostate przyczyny
nieptodnos$ci kobiet to wady $sluzowki macicy (czyli
tak zwane zmiany endometriotyczne), mig$niaki
macicy, alergia na nasienie partnera lub blokada
psychiczna. U podstaw nieptodno$ci m¢zczyzn lezy
pogarszajacy si¢ stan nasienia, wynikajacy ze zlego
trybu zycia i wzrastajacego poziomu substancji szko-
dliwych w srodowisku, takich jak ftalany, pestycydy
i syntetyczne estrogeny. U coraz wigkszej liczby mez-
czyzn plemniki wykazujg wady morfologiczne, zabu-
rzenia w ruchliwo$ci; odnotowuje si¢ takze ogolny
spadek liczby plemnikow w ejakulacie. Przyczynami
takiego zjawiska, oprocz zanieczyszczen srodowiska,
sa takze mutacje o charakterze mikrodelecji wyste-
pujace w pewnym regionie dtugiego ramienia chro-
mosomu Y, ktory zawiera geny odpowiedzialne za

proces spermatogenezy. Mutacje takie wykrywa si¢
u okoto 5-15% mezczyzn z wyjatkowo stabg kondy-
cja nasienia. Sptodzenie potomstwa uniemozliwiajg
takze niekiedy wady anatomiczne, takie jak zylaki
powrdzka nasiennego badz zaburzenia fizjologiczne
i psychiczne, jak impotencja. Z kolei spoteczny problem
przyczyniajacy si¢ do zwiekszenia odsetka par nie-
ptodnychwynikazodktadaniadecyzjiozajsciuw cigze
poza okres najwigkszej ptodnosci fizjologicznej.

Najprostsze metody leczenia nieplodnoSci

Jezeli przyczyna lezy po stronie kobiety ratunku
poszukuje si¢ w podawaniu lekow regulujacych cykl
hormonalny. Czasami wystarcza nawet zwykta zmia-
na diety, ktdéra moze przywréci¢ regularnos¢ cyklu
miesigcznego. Wykorzystuje si¢ takze metody farma-
kologiczne zwickszajace ukrwienie miednicy matej
i narzagdoéw rodnych. Wykonuje si¢ badania ultrasono-
graficzne (USG) pozwalajace monitorowaé owulacje
oraz okresli¢ stan jajowodow w celu przeprowadze-
nia ewentualnego zabiegu ich udrazniania. Gdy przy-
czyna lezy po stronie mezczyzny zwykle podaje si¢
preparat hormonalny z testosteronem, stymulujacy
gruczoty ptciowe do intensywniejszej pracy. Niekiedy
anomalie anatomiczne badz bardzo zty stan nasienia
stwarzaja konieczno$¢ pobrania plemnikow z naja-
drzy (MESA, ang. Micro-Epididymal Sperm Aspira-
tion, czyli mikrochirurgiczna aspiracja plemnikow
z najadrzy) lub z jader za pomocg biopsji (TESE,
ang. Testicular Sperm Extraction, czyli izolacja plem-
nikow jadrowych). Pobrane i odpowiednio przygoto-
wane nasienie wprowadza si¢ za pomocg cewnika do
jamy macicy kobiety, wykonujac tak zwang sztuczng
inseminacj¢ (IUI, ang. Intrauterine Insemination),
ktora zwykle skutkuje zaptodnieniem wewnatrzustro-
jowym (in vivo). Zabieg taki zapewnia ominigcie $lu-
zu szyjki macicy, ktory moze zawiera¢ przeciwciala
przeciwko biatkom plemnikow powodujace agluty-
nacje¢ tych komorek. Ponadto $luz stanowi bariere dla
wedrujacych plemnikow, ktéra moze okazac si¢ nie do
pokonania przez plemniki o uposledzonej ruchliwo-
sci. W celu okreslenia czy $luz szyjki macicy zawiera
przeciwciata szkodliwe dla plemnikoéw przeprowadza
si¢ test penetracji §luzu (MPT). Niekiedy organizm
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mezczyzny produkuje przeciwciata skierowane prze-
ciwko biatkom swoich wtasnych plemnikow. W przy-
padku takiej nieplodnosci immunologicznej konieczne
jest przeprowadzenie okoto trzyletniego leczenia ha-
mujacego wydzielanie okreslonych przeciwcial. Gdy
uzyte do sztucznej inseminacji nasienie pochodzi od
partnera (np. m¢za) zabieg ten nazywany jest sztucz-
ng inseminacja homologiczna, AIH (ang. Artificial
Isemination Husband or Homologous), natomiast
gdy nasienie pochodzi od innego dawcy jest to tzw.
sztuczna inseminacja heterologiczna, AID ( ang. Arti-
ficial Isemination Donor).
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Ryc. 1. Metody zaptodnienia in vitro (IVF). A. Czg$ciowe przerwanie
cigglosci ostonki przejrzystej oocytu (PZD). B. Wstrzykniecie plemnika
pod ostonke przejrzysta (SUZI). C. Docytoplazmatyczne wstrzyknigcie
plemnika (ICSI). D. Fotografia zabiegu ICSI.

Metody zaplodnien in vitro

W przypadku zaburzen owulacji u kobiety ko-
nieczne moze by¢ pobranie (aspiracja) oocytow z jaj-
nika, po czym wystarcza niekiedy samo wprowadze-
nie oocytu i plemnikéw do jajowodu kobiety, czyli tak
zwane GIFT (ang. Gamete Intrafallopian Transfer),
ktore jest medycznie wspomaganym zaptodnieniem
wewnatrzustrojowym. Gdy okoto 6 prob sztucznej
inseminacji nie skutkuje powodzeniem, sigga si¢ po
metody zaplodnienia pozaustrojowego (ang. IVF,
In Vitro Fertilization). Po wykonaniu zaptodnienia
in vitro, uzyskane zygoty wprowadza si¢ do jajowodu
matki. Metoda ta zwana jest takze w skrocie FIVET
(ang. Fertilization In Vitro - Embryo Transfer). W naj-
prostszym przypadku zaptodnienie IVF przeprowa-
dza si¢ przez wprowadzenie plemnikow do szalki
z pozywka zawierajaca oocyty. Jednak gdy plemniki
mezczyzny sa zbyt mato liczne, posiadaja wady
morfologiczne lub sg malo ruchliwe, konieczne jest
wykorzystanie mikrochirurgicznych zabiegdw umoz-
liwiajacych proces potaczenia gamet. Najprostszym
zabiegiem jest czesciowe przerwanie ciagltosci ostonki
przejrzystej oocytu (ryc. 1A). Ostonka przejrzysta jest
cienkg warstwa galaretowatej substancji otaczajacej

oocyt. Stanowi ona bariere przed zaptodnieniem przez
wigksza liczb¢ plemnikéw, dlatego zabiegi przery-
wajace jej ciaglos¢ czesto koncza si¢ polispermicz-
nym zaplodnieniem, czyli wniknigciem kilku plem-
nikow. Bardziej zaawansowana metoda sztucznego
zaptodnienia polega na wprowadzeniu kilku dojrza-
tych plemnikoéw pod ostonke przejrzysta (ryc. 1B).
Takze ten zabieg moze konczy¢ si¢ polispermicznym
zaptodnieniem 1 wymaga uzycia impulsu elektrycz-
nego dla wniknigcia plemnika do oocytu. Najkorzyst-
niejsza okazata si¢ metoda wstrzyknigcia plemnika
wprost do oocytu za pomoca cienkiej igly (ryc. 1C, D).
Ta technika sztucznego zaptodnienia pozaustrojo-
wego zwana jest docytoplazmatycznym podaniem
plemnika. Wymaga ona uzycia wyspecjalizowanych
narzgdzi mikromanipulacyjnych 1 jest przeprowa-
dzana w przypadku bardzo stabej jakosci nasienia
oraz w przypadku wczesniejszych niepowodzen przy
stosowaniu metod wspomaganego rozrodu. Techni-
ka ta zostata udoskonalona przez wykorzystanie mi-
kroskopu umozliwiajagcego oceng morfologii plem-
nikow na ekranie monitora w powigkszeniu 6000
razy. Pozwala to na wyselekcjonowanie najlepszego
plemnika przed wstrzykni¢ciem go do oocytu. Meto-
da docytoplazmatycznego podania wyselekcjonowa-
nych morfologicznie plemnikéw zostata opracowana
w lzraelu; w Polsce wprowadzili ja dr n. med. Krzysz-
tof Grettka oraz dr n. med. Mariusz Kiecka. Obecnie
wykorzystuje si¢ takze komputerowg analize¢ nasienia
umozliwiajacg zbadanie koncentracji, morfologii, ru-
chliwo$ci 1 zywotno$ci plemnikow, a takze okresle-
nie stanu materiatu genetycznego zawartego w plem-
nikach. Jest to wazne, gdyz nawet morfologicznie
i ruchowo prawidlowe plemniki moga nies¢ wady
genetyczne zaburzajace wezesny rozwoj zarodkowy.
U mezczyzn z catkowitym brakiem plemnikow moz-
na wykorzysta¢ okragte sprematydy pobrane z jader,
ktore sg haploidalnymi prekursorowymi komoérkami
plemnikow. Jednak zaptodnienie komoérkami prekur-
sorowymi lub niedojrzatymi plemnikami wyizolo-
wanymi z jader wigze si¢ ze szczegdlnym ryzykiem
zaburzen rozwojowych, zwigzanych z nieprawidtowa
ekspresja genow imprintowanych (pigtnowanych)
warunkujacych miedzy innymi rozwd¢j somatyczny
ptodu. Bowiem po zaptodnieniu dochodzi do epige-
netycznej modyfikacji chromatyny, a tym samym do
zmiany ekspresji genow imprintowanych.

W celu przeprowadzenia zaptodnienia in vitro
konieczne jest przeprowadzenie aspiracji oocytow,
czyli wyizolowanie tych komorek z jajnikow ko-
biety. Przygotowanie kobiety do aspiracji oocytow
rozpoczyna si¢ zwykle od podania podwzgorzo-
wego hormonu zwanego gonadoliberyng (GnRH)




ARTYKULY

Wszechswiat, t. 111, nr 4 - 6/2010

w postaci zastrzyku badz aerozolu do nosa. Hormon
ten doprowadza do zahamowania wzrostu pecherzy-
kow jajnikowych zawierajacych oocyty. Nastepnie
rozpoczyna si¢ codzienne podawanie folikulotropo-
wego hormonu przysadkowego (FSH) w zastrzykach,
ktory pobudza pecherzyki jajnikowe do zsynchronizo-
wanego wzrostu. W tym czasie monitoruje si¢ wzrost
pecherzykow oraz §luzowki macicy za pomocg USG.
Gdy pecherzyki sa wystarczajaco duze (18-20 mm)
podaje si¢ domigsniowo gonadotroping kosmowko-
wa (hCG) na 36 godzin przed pobraniem oocytow.
Hormon ten doprowadza do zakonczenia wzrostu
pecherzykow, indukujagc owulacjg. Przed aspiracja
oocytow podaje si¢ pacjentce $rodki uspokajajace
i znieczulajace. Pobrania oocytéw dokonuje si¢ za po-
mocg cienkiej dwukanatowej igly wprowadzanej do
jajnika przez sklepienie pochwy. Jednocze$nie moni-
toruje si¢ jajniki za pomoca USG. Narzedzie pomaga
optukiwac¢ dojrzate pecherzyki jajnikowe (pecherzyki
Graafa) 1 odcigga¢ plyn wraz z oocytami, ktére na-
stepnie sg odlawiane, selekcjonowane i umieszczane
w specjalnej pozywce. Obecnie mozliwa jest takze
technika badania materialu genetycznego komorek
jajowych. Wykorzystuje si¢ w tym celu ciatka kierun-
kowe, ktore zawierajg chromosomy matki odrzucone
w czasie mejozy z oocytu. W dniu aspiracji oocytow
partner oddaje nasienie po 3-5 dniach wstrzemiezli-
wosci seksualnej i alkoholowej. Plemniki poddawane
sg badaniom i umieszczane w mediach odzywczych
oraz oczyszczajacych. Po kilku godzinach inkubacji
oocytow i plemnikow przeprowadza si¢ zaptodnienie
np. poprzez wszczepienie plemnika. Po zaptodnieniu
zygoty sg inkubowane przez 16-20 godzin, po czym
embriolog ocenia ich stan. Zazwyczaj po 2-3 dobach
wprowadza si¢ wyselekcjonowane zarodki do macicy
kobiety. Zwykle liczba wykorzystywanych zarodkow
wynosi od 2-3, co ma na celu zwigkszenie szans po-
wodzenia zabiegu. Wprowadzane sa najwicksze em-
briony (stadium 6 lub 8 blastomerow), gdyz takie maja
najwigksze szanse implantacji w §luzéwce macicy.
Zabieg przeprowadza si¢ przy wypetnionym pgcherzu
moczowym, co ulatwia monitorowanie umieszczenia
zarodkow w macicy. Kobiecie podaje si¢ tez w tym
czasie progesteron, ktory zwigksza szanse implantacji
zarodkow. Po 2 tygodniach wykonuje sig test ciazowy
w celu oceny rezultatow zabiegu. Niewykorzystane
zarodki mozna zamraza¢ w cieklym azocie, podob-
nie jak nasienie, z przeznaczeniem do ewentualnego
wykorzystania w przysztosci. W USA przechowuje
si¢ obecnie okoto 500 tys. zamrozonych embrionow.
Z kolei na przyktad w Niemczech 1 we Wioszech po
aspiracji mozna stworzy¢ maksymalnie 3 embrio-
ny, z czego wszystkie musza zosta¢ wszczepione

matce. Tego typu zasady postgpowania sa oparte na
odpowiednich regulacjach prawnych obowigzuja-
cych w danym kraju.

Stéw kilka o historii
i problemach z zaplodnieniem in vitro

Pierwszym dzieckiem poczetym metoda in vitro
byta Louise Brown urodzona w 1978 roku w Wiel-
kiej Brytanii. Od tamtego czasu na $§wiat przyszto
okoto pottora miliona dzieci poczetych sztucznymi
metodami; w tym okoto dwoch tysiecy dzieci w Pol-
sce. Pierwsze pozaustrojowe zaptodnienie cztowieka
w Polsce przeprowadzit w 1987 r. prof. Marian
Szamatowicz z Kliniki Ginekologii Uniwersytetu
Medycznego w Bialymstoku. Nieprzerwanie od tamtego
czasu dwa aspekty tego dzialu medycyny wzbudzaja
ogromne kontrowersje zwlaszcza wsrdd katolickich
teologow. Po pierwsze uwazajg oni, ze zaplodnienie
moze by¢ wynikiem jedynie intymnej relacji mat-
zenskiej; po drugie juz zygota posiada status osoby
ludzkiej, przez co uprzedmiotawianie, a tym bardziej
utylizowanie niewykorzystanych embrionow, jest nie-
moralne. Spore kontrowersje budzi takze zezwolenie
w Wielkiej Brytanii na tworzenie zarodkoéw ludzko-
zwierzgeych w celach naukowych.

Niezwykle istotne sa badania wplywu zaptod-
nienia in vitro na rozwdj organizmu, gdyz okazuje sie,
ze metody rozrodu wspomaganego (ART) wiazg si¢
z pewnymi powiktaniami. Dane rejestrow medycz-
nych pozwalajg uzna¢ metody sztucznego zaplod-
nienia za bezpieczne dla zdrowia potomstwa. Stwier-
dzono jedynie, ze dzieci poczete metodami rozrodu
wspomaganego przychodza na §wiat nieco wczesniej
niz w przypadku ciaz spontanicznych i cze¢sciej cha-
rakteryzuja si¢ obnizong masg urodzeniowg. Cigze
wieloptodowe sg najwigkszym ryzykiem zaptodnien
in vitro. Badania pokazuja, ze w przypadku technik
wspomaganego rozrodu nieznacznie wzrasta ryzyko
wystgpienia wad rozwojowych, czgsto bezposrednio
zwigzanych z samymi przyczynami nieptodnosci
rodzicow. Otéz wrodzony brak nasieniowodow jest
zwigzany z genem CFTR, ktorego mutacja powoduje
takze mukowiscydoze. Jednak 2/3 me¢zczyzn z bra-
kiem nasieniowodow nie ma objawow mukowiscydo-
zy, dlatego tez mezczyzni z takimi wadami powinni
by¢ poddawani badaniom genu CFTR w celu wy-
kluczenia ryzyka wystapienia mukowiscydozy u po-
tomstwa. Ponadto istniejg przestanki wskazujace, ze
zaptodnienia in vitro podwyzszaja ryzyko wystapie-
nia bardzo rzadkich choréb wynikajacych z zaburzen
w epigenetycznej regulacji ekspresji gendw. Naleza tu-
taj, takie schorzenia jak zespot Beckwith-Wiedemanna,
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zespot Angelmana, zespo6t Pradera-Williego, a takze
nowotwory takie jak siatkowczak.

Trzydziesci lat temu stworzona zostata tak
zwana naprotechnologia (ang. Natural Proctreative
Technology), ktora nie jest niczym innym jak tylko
technikg diagnozowania i leczenia nieplodnosci zna-
nymi juz metodami medycyny, jednak z wytaczeniem
zaptodnienia in vitro. Podstawa naprotechnologii jest
prowadzenie doktadnych obserwacji kobiecego orga-
nizmu i tworzenie indywidualnych programow tera-
peutycznych. Okazuje si¢, ze metody te pozwalaja na
zdiagnozowanie przyczyn nieplodnosci w okoto 97%
przypadkow. Nie mozna jednak przyjmowac tego wy-
niku za procent powodzenia leczenia nieptodnosci,
gdyz w przypadku powaznych schorzen, takich jak
wady $§luzoéwki macicy lub jajowodow, czy zty stan
nasienia me¢zczyzny, metody naprotechnologii okazu-
ja si¢ nieprzydatne, a ostateczng szansa pozostaje za-
ptodnienie in vitro. Wskazuje to, ze naprotechnologia,
uznawana czgsto za alternatywe zaptodnienia in vitro,

okazuje si¢ nieprzydatng dla 60% par nieptodnych.
Tymczasem zaptodnienie in vitro jest potencjalnie
pomocne w prawie wszystkich przypadkach, mimo,
ze szanse powodzenia sztucznych zaptodnien wyno-
szg miedzy 30 a 40%.

Na zakonczenie nalezy takze doda¢, ze zaptod-
nienie in vitro okazato si¢ niezwykle przydatne w na-
uce, mi¢gdzy innymi dla tworzenia organizmow trans-
genicznych, umozliwiajac badania funkcji genow oraz
skutkow ich mutacji. Doswiadczenia klinik pokazuja,
ze niepowodzenia metod wspomaganego rozrodu sa
bardzo rzadkie i co wazniejsze wiadomo, ze udosko-
nalenie umiejetnosci przeprowadzania pozaustrojo-
wych zaptodnien umozliwito posiadanie potomstwa
parom, dla ktorych wczesniej bylo to niemozliwe.
Przez to technika zaptodnienia in vitro powinna by¢
dostepna dla par nieptodnych, a zdecydowanie si¢ na
sztuczne zaplodnienie lub zaufanie metodom napro-
technologii powinno by¢ zgodne z sumieniem danej
osoby chcacej wydac¢ na §wiat potomstwo.

B Rafat P. Piprek, Zaklad Anatomii Poréwnawczej, Instytut Zoologii, Uniwersytet Jagiellonski, Krakéw. E-mail: rafalpiprek@wp.pl

TAJEMNICE SMIERCI OWADZIEGO JELITA

Owady sa najliczniejsza grupg zwierzat zasie-
dlajacych zarowno srodowisko ladowe, jak i stodko-
wodne. Przystosowaly si¢ one takze do odzywiania
si¢ roznorodnym pokarmem (np. tkanki roslinne, czy
zwierzgce, soki roslinne, krew). Pomimo olbrzymich
réznic w sposobie zerowania i rodzaju spozywane-
go pokarmu uktad pokarmowy wszystkich owadow
zawsze sktada si¢ z trzech czgsci: jelita przedniego
(pochodzi z ektodermy), srodkowego (z endodermy)
i tylnego (takze z ektodermy), chociaz u r6znych grup
sg one zréznicowane pod wzgledem morfologicznym
i fizjologicznym (ryc. 1). Poszczegodlne odcinki wy-
$cielone sg nablonkiem jednowarstwowym ptaskim,
szesciennym badz cylindrycznym, a ksztatt jego
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Ryec. 1. Uktad pokarmowy owada: jelito przednie (jp), jelito Srodkowe (j$)
oraz jelito tylne (jt). Cewki Malpighiego (cM).

komorek jest czesto zwigzany z rozmiarami ciata
zwierzgcia, badz tez z aktywno$cig komorek w da-
nym momencie. Jelito srodkowe jest odpowiedzialne
za trawienie, sekrecje, absorpcje, a u owadow pozba-
wionych cewek Malpighiego takze za wydalanie. Ze
wzgledu na fakt, ze stanowi ono dla organizmu pierw-
szg barier¢ przed szkodliwym wplywem $rodowiska
zewngtrznego, jego budowa oraz funkcjonowanie od
wielu lat budzi zainteresowanie badaczy.

Nabtonek jelita srodkowego (ryc. 2) u wigkszo-
sci owadow tworzony jest przez spoczywajace na
bezkomorkowej btonie podstawnej komorki trawien-
ne oraz komorki regeneracyjne. U wielu grup Insecta
opisano takze wystepowanie komorek endokryno-
wych i kubkowych (ryc. 3). Komoérki nabtonkowe
sa gtownym elementem nablonka jelita srodkowego
i odpowiadaja za wszystkie jego funkcje zwigzane
z trawieniem i wchianianiem. Komorki regeneracyj-
ne wystepuja pomigdzy komoérkami nabtonka poje-
dynczo, badz tworza skupiska nazywane gniazdami
lub kryptami regeneracyjnymi (ryc. 4). Sg one zdolne
do intensywnych podzialow oraz réznicowania si¢
w komorki tworzace nablonek jelita srodkowego,




