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Streszczenie

Problem nieptodnosci dotyka okoto 10-16% os6b w wieku rozrodczym. Dla niektorych par jedyng mozliwoscig
posiadania wtasnego potomstwa jest skorzystanie z technik wspomaganego rozrodu (ARTS). Istnieja jednak donie-
sienia, ze procedury te moga wywotywac zmiany epigenetyczne w gametach i zarodku i wptywaé na stan zdrowia
dziecka. Procesy epigenetyczne polegaja na zmianach w ekspresji genow bez réwnoczesnych zmian w kolejnosci
zasad w DNA. Celem pracy jest przedstawienie mozliwego wptywu ARTs na stan epigenetyczny zarodka i tozyska,

a w konsekwencji na stan zdrowia przysztego pokolenia.

Rozlegte zmiany epigenetyczne zachodza podczas produkcji gamet oraz na wczesnym etapie rozwoju zarodka.
Techniki wspomaganego rozrodu sg przeprowadzane tym samym czasie. Byé moze wykorzystywanie niedojrzatych
gamet, stymulacja hormonalna jajnikéw oraz warunki chemiczne i parametry fizyczne wystepujace podczas tych
procedur moga powodowac nieprawidtowy profil zmian epigenetycznych w zarodku i tozysku. Istnieja doniesienia
sugerujgce, ze w konsekwencji moze to prowadzi¢ nie tylko do wystgpienia typowych chordb zwigzanych z zaburze-
niami pietnowania genomowego (np. zespdt Angelmana czy zespot Pradera-Williego), ale takze do zwiekszonego
ryzyka rozwoju takich chorob, jak otytoS¢, cukrzyca, choroby uktadu sercowo-naczyniowego czy pewne zaburzenia

neurologiczne.

Zmiany epigenetyczne moga by¢ przyczyng nieptodnosci, ale moga réwniez powsta¢ w czasie stosowania ARTs.
W przysztosci nalezy udoskonali¢ procedury wspomaganego rozrodu, tak aby nie powodowaty zmian epigene-
tycznych w gametach i zarodku. Trzeba takze odpowiedzie¢ na pytanie, w jakim stopniu zmiany epigenetyczne sg
dziedziczone i wptywajg na ryzyko rozwoju choréb w pézniejszym zyciu.

Stowa kluczowe: epigenetyka; techniki wspomaganego rozrodu (ARTs); nieptodno$é

WSTEP

Nieptodnosé definiowana jest wspétczesnie przez Swia-
towa Organizacje Zdrowia (WHO, World Health Orga-
nization) jako niemoznos¢ zajscia w cigze pomimo
regularnego wspoétzycia piciowego (3-4 razy w tygodniu),
trwajacego powyzej 12 miesiecy, bez stosowania jakich-
kolwiek Srodkéw zapobiegawczych. Obecnie problem
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nieptodnosci dotyka okoto 10-16% os6b w wieku rozrod-
czym [1, 2]. Okoto 20-30% przypadkéw nieptodnosci jest
zwigzana z czynnikiem meskim, 20-35% z czynnikiem
zefskim, 25-40% wiaze sie z czynnikiem ztozonym
mesko-zefiskim; w 10-20% przypadkéw nie udaje sie
znaleZé przyczyny nieptodnosci [3]. Gtéwne przyczyny
nieptodnosci to schorzenia w obrebie uktadu rozrodcze-
g0, zaburzenia hormonalne oraz nieprawidtowosci gene-
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tyczne. Stan, w ktdrym przyczyna schorzenia pozostaje
nieznana, nazywamy nieptodnoScig idiopatyczna [1, 4].

Parom z niektérymi schorzeniami w obrebie uktadu
rozrodczego oraz parom z nieptodnoscia niejasnego po-
chodzenia mozna zaproponowa¢ wykorzystanie technik
wspomaganego rozrodu (ARTs, assisted reproductive
techniques) w celu poczecia wtasnego potomstwa.
Obecnie w krajach rozwinietych okoto 1-4% dzieci
zostaje poczetych z wykorzystaniem ARTs, a w niektd-
rych krajach, na przyktad w Danii, wspétczynnik ten
wynosi nawet okoto 6% [5]. Nalezy jednak podkreslic,
ze nieptodnosé idiopatyczna jest nieptodnoscia, ktorej
przyczyn wprawdzie nie znamy, ale jednak istniejq jakies
przeszkody natury biologicznej w prawidtowym przebie-
gu zaptodnienia i rozwoju zarodka. Otwarte pozostaje
pytanie, jaki jest ich charakter i — co niezwykle istotne
— w jaki spos6b mogg one wptywaé na zaptodnienie,
rozwdj zarodka oraz zdrowie dziecka, a moze i nastep-
nych pokolen [1, 6-8].

Jedna z postulowanych przyczyn nieptodnosci idiopa-
tycznej sg zmiany epigenetyczne w gametach, uniemoz-
liwiajace lub utrudniajgce zaptodnienie i rozwdj zarodka.
Epigenetyka opisuje zjawiska zwigzane ze zmianami
w ekspresji gendw, ktore jednak nie sa wywotane zmiana-
mi w sekwencji zasad w DNA. Modyfikacje epigenetyczne
obejmuja takie zjawiska molekularne, jak metylacja
DNA, modyfikacje histon6éw i struktury chromatyny oraz
dziatanie niekodujacych czasteczek RNA. Procesy te
doprowadzajg do specyficznych i zréznicowanych wzor-
cow ekspresji gendw w komdrkach. Jak powszechnie
wiadomo, za wytworzenie okreslonego fenotypu odpo-
wiadajg geny i srodowisko, jednak to wtasnie dzieki
modyfikacjom epigenetycznym genom jest do pewnego
stopnia ,plastyczny” i mozliwe jest lepsze dopasowanie
sie organizmu do zmieniajacych sie warunkoéw Srodowi-
ska zewnetrznego [9, 10].

Najnowsze doniesienia wskazuja, ze sama procedura
ARTs moze powodowa¢ epimutacje w gametach i zarod-
ku. O ile choroby genetyczne o podtozu epigenetycznym,
jak na przyktad zespo6t Angelmana czy zespét Pradera-
Williego, sg rzadko wystepujacymi schorzeniami, o tyle
coraz czeSciej pojawiaja sie pytania, w jaki sposob
epimutacje moga wptywaé na ryzyko rozwoju w zyciu
dorostym powszechnie wystepujgcych przewlektych
chorob cywilizacyjnych oraz na stan zdrowia przysztych
pokolef [11-13].

Celem niniejszej pracy jest przedstawienie aktual-
nego stanu wiedzy na temat mozliwego wptywu technik
wspomaganego rozrodu na stan epigenetyczny zarodka
i tozyska. Ponadto podjeto probe przyblizenia ewentual-
nego oddziatywania zmian epigenetycznych w zarodku
na stan zdrowia w po6zZniejszym okresie zycia i mozliwos¢
zwigkszonego ryzyka rozwoju choréb, réwniez tych zali-
czanych do schorzen cywilizacyjnych.

Epigenetyczne reprogramowanie
podczas produkcji gamet
i wczesnhego rozwoju zarodka

Szybkie i rozlegte zmiany w poziomie metylacji genomu
sg obserwowane zaréwno na etapie produkcji gamet, jak
i na poczatkowym etapie rozwoju zarodka.

Pierwotne komarki piciowe w czasie gametogenezy
sg przeksztatcane w haploidalne gamety, plemniki oraz
oocyty. W czasie tego procesu dochodzi do gwattownej
demetylacji, a nastepnie ponownej metylacji komérek
linii ptciowej. W plemnikach stopief metylacji wynosi
okoto 90%, a w oocytach okoto 40-50%. W oocytach
metylacja zachodzi zwykle wewnatrz genéw, w plemni-
kach zas — pomiedzy genami [12, 14].

Okoto 80 gendw u cztowieka ulega imprintingowi
rodzicielskiemu, cho¢ w réznych publikacjach podawana
liczba moze sie nieco réznic. Zjawisko to polega na wy-
biérezej ekspresji niewielkiej liczby genéw tylko z allela
matczynego lub tylko z allela ojcowskiego. Podstawag
molekularna imprintingu sa zmiany epigenetyczne. Cze$¢
gendw ulegajgcych imprintigowi odgrywa kluczowa role
w rozwoju tozyska i zarodka, a takze w rozwoju uktadu
nerwowego i jego funkcjonowaniu po urodzeniu. Imprin-
ting ojcowski jest ustanawiany wczesniej niz imprinting
matczyny. W okresie okoto 36 godzin przed owulacjg
nastepuje okoto 15-procentowy wzrost metylacji wysp CG
(skrét pochodzacy od stow: cytozyna i guanina) w oocycie.
Wyspy CG to regiony w genomie o podwyzszonej liczbie
dinukleotydéw, zawierajgcych jako zasady azotowe cyto-
zyne i guanine. Sugeruije sie, ze oocyty moga by¢ podatne
na zmiany epigenetyczne bardziej niz plemniki [12, 14].

Po zaptodnieniu w zygocie dochodzi do masywnej
demetylacji, przy czym genom ojcowski ulega deme-
tylacji aktywnej, a genom matczyny — pasywnej (z wy-
jatkiem gendw podlegajacych imprintingowi). W czasie
powstawania plemnikow histony zostajg wymienione
na protaminy, co umozliwia Scislejsze upakowanie DNA.
Po zaptodnieniu, protaminy zostajg z powrotem wymie-
nione na histony. Od chwili implantacji nastepuje stop-
niowy i zréznicowany proces metylacji w réznych typach
komorek zarodka [12, 14].

Wyniki prowadzonych badan wskazuja, ze zaburze-
nia ptodnoSci moga byé spowodowane zaburzeniami
epigenetycznymi. Defekty metylacji zostaty stwierdzone
w plemnikach pochodzacych z nasienia oligozoosper-
micznego. Czestosé tych zmian byta wyzsza niz zaburze-
nia wystepujace u potomstwa. Sugeruje to mozliwosci
autokorekty btedow epigenetycznych przez zarodek.
Wyniki innych badan nieptodnych mezczyzn wykazaty
niewfasciwa wymiane histonéw na protaminy oraz hipo-
metylacje promotoréw niektorych gendw. Wyniki badan
obejmujgcych mtodsze i starsze kobiety (granica wieku:
35. rz.) wskazuja, ze u kobiet starszych dochodzi do
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obnizenia poziomu ekspresji okoto 800 genéw w bla-
stocyscie [14].

Niektorzy autorzy sugeruja, ze dla powodzenia ARTs
istotne znaczenie ma badanie plemnikéw pod katem
stopnia ich metylacji oraz stosunku protamin 1 do prota-
min 2 (P1/P2) przed ich wykorzystaniem we wspomnia-
nych procedurach. Inne doniesienia literaturowe suge-
ruja, ze uzycie plemnikéw z nieprawidtowym stosunkiem
P1/P2 lub zaburzeniami w uktadzie histony-protaminy
moze byé przyczyng niepowodzen rozrodu za pomocg
ARTs [10, 15].

Z drugiej jednak strony istniejg doniesienia, ze wyko-
rzystanie plemnikéw od mezczyzn cierpigcych na oligo-
zoospermie, ze stwierdzonymi zaburzeniami epigenetycz-
nymi, nie spowodowato zadnych rozpoznanych choréb
u potomstwa. Jak juz wspomniano, moze to sugerowac
istnienie mechanizmdw kompensacyjnych i naprawczych,
uruchamianych przez zarodek i doprowadzajgcych do
natozenia prawidtowego wzoru epigenetycznego [10, 15].

Na szczegblng uwage zastuguje fakt, ze przeprogra-
mowanie epigenetyczne w genomach gamet i zarodka
pokrywa sie czasowo z manipulacjami wykonywanymi
w przebiegu ARTs, co stwarza ryzyko powstania epimu-
tacji [11, 12].

Techniki wspomaganego rozrodu

Techniki wspomaganego rozrodu to grupa metod lecz-
niczych, ktérych celem jest utatwienie badz wrecz prze-
prowadzenie zaptodnienia, czyli potaczenia plemnika
i oocytu. Najczestszymi wskazaniami do zastosowania
ARTs sg: niedroznos$¢ jajowoddw, endometrioza, nie-
prawidtowe parametry nasienia, a takze nieskuteczne
leczenie nieptodnosci innymi metodami oraz nieptodnos¢
idiopatyczna [1, 6].

Wsrod ARTs mozemy wyrdznié wiele metod. Najczes-
ciej wykorzystywane to: zaptodnienie in vitro z transferem
zarodka (IVF-ET, in vitro fertilization and embryo trans-
fer), mikroiniekcja plemnika do cytoplazmy oocytu (ICSI,
intracytoplasmatic sperm injection) oraz inseminacja
domaciczna (IUl, intrauterine insemination). Metoda IVF
sktada sie z kilku etapow. Pierwszym z nich jest terapia
hormonalna, ktéra ma na celu wywotanie hiperstymulacji
jajnikéw. Nastepnie przeprowadza sie punkcje jajnikéw
i pobiera sie z pecherzykdw jajnikowych ptyn z oocytami,
ktére umieszcza sie w specjalnych odzywkach. Do szalki
z pobranymi oocytami wprowadza sie plemniki. W czasie
ponownej inkubacji dochodzi do samoistnego zaptodnie-
nia. Pomiedzy 2. a 5. dobg rozwoju zarodek wprowadza
sie do jamy macicy. Przebieg ICSI jest podobny do IVF,
ale zaptodnienie jest dokonywane z wykorzystaniem tech-
nik mikromanipulacji. Wyselekcjonowany plemnik jest
docytoplazmatycznie wprowadzany do wnetrza oocytu.
W przypadku IUI do jamy macicy wstrzykuje sie nasienie

partnera lub anonimowego dawcy. Warto zaznaczy¢, ze
zarodki mozna zamrazaé w cieklym azocie, a nastepnie
mozna je rozmrozi¢ i przenies¢ do macicy (FER, frozen
embryo replacement). Zamrozone zarodki mogg by¢ row-
niez przekazane innej parze za zgoda rodzicow [6, 16].

Techniki wspomaganego rozrodu pozwalajg omina¢
pewne bariery biologiczne, uniemozliwiajace zaptodnie-
nie w warunkach naturalnych. Nalezy jednak pamietac,
ze ewentualne zaburzenia genetyczne, ktére normalnie
zostatyby wyeliminowane z populacji poprzez niemoz-
no$¢ rozmnazania sie, zostana przekazane potomstwu.
Jak juz wspomniano, nie mozna tez wykluczy¢, ze sama
procedura ARTs i sztuczne warunki rozrodu moga powo-
dowac zaburzenia, migdzy innymi w procesie modyfikacji
epigenetycznych. Niezaleznie od tego, czy to zaburzenia
epigenetyczne byty przyczyna nieptodnosci, czy zabu-
rzenia te powstaty podczas stosowania ARTs moze sie
zdarzy€, ze zmiany epigenetyczne, ktérych istnienia
i znaczenia nie jesteSmy Swiadomi, zostang przekazane
nastepnym pokoleniom [14, 15].

Mechanizmy, poprzez ktore techniki
wspomaganego rozrodu moga
wywotywaé epimutacje

Trzeba podkresli¢, ze same procedury ARTs stanowig
sztuczne Srodowisko dla gamet, ktdre podlegajg mani-
pulacjom. Warunki te znacznie sie r6znig pod wzgledem
biologicznym i chemicznym od warunkéw panujacych
fizjologicznie w drogach rodnych kobiety. Istnieje prawdo-
podobienstwo, ze prawidtowe gamety w nieprawidtowym
Srodowisku moga ulegaé nieprawidtowym procesom
epigenetycznym, a wiec to nie gamety sg zrodtem prob-
lemoéw epigenetycznych, a przebieg i warunki panujace
podczas samej procedury ARTs. Innymi stowy, podczas
manipulacji gametami lub zarodkami in vitro w czasie
ich epigenetycznego reprogramowania dochodzi do
utraty wtasciwego wzoru epigenetycznego. Poniewaz
ARTs skfadajg sie z wielu etapdw, nalezy przyjaé, ze
wszystkie etapy bedg wywieraty swoj kumulatywny wptyw
na ewentualne wystgpienie epimutacji w zarodku [12,
15, 17, 18].

Wykorzystanie niedojrzatych gamet

W ARTs czasem wykorzystuje sie gamety nie w petni doj-
rzate, a wiec takie, ktére nie przeszly catej drogi przepro-
gramowania epigenetycznego. W przypadku braku plem-
nikdw w spermie mozna wykonaé docytoplazmatyczng
iniekcje plemnika pobranego z najgdrza (PESA, pericu-
taneus epidydymis sperm aspiration) lub docytoplazma-
tycznag iniekcje komorki haploidalnej, uzyskanej poprzez
punkcje jadra (TESE, testicular sperm extraction) [6].
A zatem u mezczyzn nieprodukujacych plemnikow
mozna uzywa¢ do zaptodnienia okraglych spermatyd,
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jader okragtych spermatyd lub spermatocytéw Il rzedu.
Okazuje sie jednak, ze pewne zmiany epigenetyczne
zachodza dopiero w najadrzu, co moze prowadzi¢ do
nieprawidtowosci genetycznych w zarodku, zwigzanych
miedzy innymi z nieprawidtowym wyksztatceniem cen-
trosomu, brakiem czynnikéw aktywujgcych oocyt lub
zmianami w wymianie histonéw na protaminy [19].

Superowulacja
W przypadku kobiet uzyskanie wiekszej liczby oocytéw do
procedur ARTs jest zwigzane ze stymulacjg hormonalng
jajnikéw i pobraniem oocytéw pod kontrolg badania
ultrasonograficznego (USG). Stymulacja hormonalna
stwarza mozIliwoS¢ zmian epigenetycznych w oocycie,
trudno jednak jednoznacznie stwierdzi¢, ze takie zmiany
powoduje- chociazby dlatego ze ART sktada sie z wielu
etapow i kazdy z nich potencjalnie moze by¢ Zrodtem
takich zmian. Nalezy zwr6ci¢ uwage na fakt, ze sto-
sowane s3 rozne procedury hiperstymulacji jajnikow,
zr6znicowane pod wzgledem uzywanych hormonéw,
podawanej dawki oraz schematu protokotu, co sprawia,
ze wyniki tych procedur nie sg idealnie poréwnywalne,
co w konsekwencji utrudnia ich analize [1, 13, 20, 21].
Sugeruje sie, ze stymulacja hormonalna zaburza
proces oogenezy poprzez zaburzenie tempa dojrzewania
oocytow, selekcje oocytow niskiej jakoSci oraz zmiane ak-
tywnosci enzymow bioracych udziat w reprogramowaniu
epigenetycznym. To wszystko obniza jakoS¢ oocytow oraz
ich potencjat rozwojowy, miedzy innymi poprzez redukcje
zdolnosci oocytéw do reprogramowania podczas rozwoju
zarodkowego [12, 19]. Stymulacja hormonalna sprawia,
Ze rozwijaja sie oocyty z nieprawidtowoSciami epigene-
tycznymi, ktére w normalnych warunkach ulegtyby znisz-
czeniu [14]. Doswiadczenia na myszach wskazuja, ze
stymulacja hormonalna powoduje zmiany epigenetyczne
w zarodku, tozysku i komorkach linii ptciowej, prowadzac
do miedzypokoleniowego przekazywania epimutacji [12].
Inne wyniki badan wskazuja, ze owulacja indukowana
powoduje zwiekszenie liczby gendw hipometylowanych
w tozysku, ale nie w tkankach zarodka [22]. Do$wiadcze-
nia na gryzoniach wykazaty, ze stymulacja hormonalna
owulacji powodowata tworzenie nieprawidtowych mor-
fologicznie zarodkéw przedimplantacyjnych, obnizenie
potencjatu rozwojowego blastocyst oraz opdznienie
W opuszczaniu ostonki przejrzystej przez blastocyste.
Stwierdzono réwniez opdznienia w rozwoju ptodu oraz
obnizenie jego masy ciata. U ludzi stymulacja hormo-
nalna byta skorelowana z wieksza czestoScig zaburzen
chromosomowych zarodkéw i gorszym stanem zdrowia
noworodka w okresie okotoporodowym. Nie jest jednak
mozliwe jednoznaczne odréznienie wptywu stymulacji
hormonalnej od wptywu zaburzen ptodnoSci, ktore te
stymulacje wymusily. Istniejg tez doniesienia sugerujgce,
ze stymulacja hormonalna powoduje nieprawidtowosci

w Srodowisku jajowoddw i macicy, utrudniajgce optymal-
ny rozw6j zarodka [23]. Autorzy postuluja nastepujgce
przyczyny zaburzeh w rozwoju zarodka po stymulacji
hormonalnej: dopuszczenie do dalszych etapéw dojrze-
wania oocytéw nie w petni prawidtowych, przedwczesna
utrata kontaktu komérek ziarnistych z oocytem oraz
owulacja nie w petni rozwinietych oocytow. Czynniki te
moga powodowac niepetne przeprogramowanie epigene-
tyczne oocytu, a w konsekwencji niewtasciwg ekspresje
genow i zaburzenia w rozwoju zarodka. Wyniki niektérych
badan na zwierzetach potwierdzajg niewtasciwy wzor
metylacji w zarodku po stymulacji hormonalnej oocytow.
By¢ moze zmiany takie mogg by¢ przekazywane nie tylko
na nastepne pokolenie, ale takze na kolejne pokolenia.
Zmiany epigenetyczne moga dotyczy¢ rowniez genéw
ulegajacych imprintingowi, prowadzac do rozwoju okre-
Slonych jednostek chorobowych [23].

W celu unikniecia hiperstymulacji hormonalnej
mozliwe jest zastosowanie metody dojrzewania poza-
ustrojowego (IVM, in vitro maturation). W metodzie tej
wykorzystuje sie niedojrzate oocyty, pobrane z matych
pecherzykdw antralnych przed spontaniczng owulacja.
Oocyty dojrzewajg poza organizmem kobiety do stadium
metafazy Il podziatu mejotycznego, a wiec stadium
osigganego podczas fizjologicznej owulacji lub przy
standardowym pobraniu oocytéw do programu in vitro.
Nastepnie przeprowadza sie zabieg IVF lub ICSI oraz
transfer zarodkéw. Co wazne, procedura ta pozwala na
wykluczenie lub znaczne ograniczenie stymulacji hormo-
nalnej jajnikdw. Wedtug dostepnych danych odsetek cigz
uzyskanych z zastosowaniem tej procedury jest jednak
nizszy niz w klasycznym programie in vitro. Takze liczba
zabiegbw przeprowadzanych przy wykorzystaniu tej me-
tody jest nizsza w poréwnaniu z klasycznym programem
in vitro [24].

Wyniki prac eksperymentalnych wskazuja jednak, ze
oocyty dojrzewajace in vivo mogg sie charakteryzowac
innym wzorem epigenetycznym niz oocyty dojrzewajgce
in vitro. Co ciekawe, dodanie komérek ziarnistych do
hodowli doprowadzito do wytworzenia podobnego wzoru
epigenetycznego w oocytach jak w przypadku oocytow
dojrzewajgcych in vivo. Obecnie manipulacje takie sto-
suje sie tylko w celach eksperymentalnych [14].

Hiperstymulacja hormonalna moze réwniez spo-
wodowaé zmiany w funkcjonowaniu doczesnej (btona
Sluzowa macicy w czasie cigzy). To z kolei moze wywotaé
zmiany w jej receptywnosci i w konsekwencji zaburzenie
prawidtowej implantacji zarodka [25].

Warunki Srodowiskowe panujgce

w czasie procedur ARTs

Procedury ARTs sktadajg sie z szeregu etapow i obejmujg
zaptodnienie w warunkach in vitro, hodowle, biopsje
zarodka w przypadku badan preimplantacyjnych oraz
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transfer zarodka do macicy. Gtownym celem badania
preimplantacyjnego (PGT-A, preimplantation genetic
testing for aneuploidy) jest ocena liczby wszystkich
chromosoméw obecnych w komérce pobranej z zarodka
na wczesnym etapie jego rozwoju w czasie procedury in
vitro. W ten sposob identyfikowane sg zarodki z aneuplo-
idig i jest mozliwy wybér zdrowego zarodka do transferu.
Zrédtem epimutacji moze sie sta¢ praktycznie kazdy
z etapéw procedury ARTs. Wyniki badan wskazuja, ze
zmiany w sktadzie odczynnikéw i roztwordéw uzywanych
podczas stosowania ARTs, a takze zmiany w zakresie
takich parametrow, jak: temperatura, zawartosé tlenu,
odczyn pH czy ilos¢ Swiatta, mogg spowodowac niepra-
widtowg metylacje w genach ulegajacych imprintingowi,
a w konsekwencji zmiany w ekspresji genéw oraz nie-
prawidtowy rozwoj ptodu [1, 12, 18, 20-22, 26-29].
Wptyw warunkéw Srodowiskowych na epimutacje jest
w wielu badaniach rozpatrywany gtéwnie w kontekscie
genow ulegajacych imprintingowi. Wydaje sie, ze warunki
Srodowiskowe moga wptywaé na epimutacje w fozysku
i majg charakter w duzym stopniu przypadkowy — to
znaczy, ze nie wszystkie zarodki i nie wszystkie loci
w réwnym stopniu ulegajg temu procesowi [12]. Inne
doniesienia sugerujg mozliwy wptyw hodowli zarodka
na urodzeniowg mase ciata noworodka. Ponadto czas
hodowli ma by¢ skorelowany z czestoScia porodow przed-
wczesnych, a takze czestoScia pojawiania sie bliznigt
monozygotycznych [30].

Nie bez znaczenia mogg tez byé zamrazanie i roz-
mnazanie zarodkéw. Wyniki badan wskazuja, ze dzieci
urodzone przy wykorzystaniu zamrozonych wczesniegj
zarodkow charakteryzuja sie podwyzszong masa ciata
podczas narodzin. Moze to byé uwarunkowane zmia-
nami epigenetycznymi w obrebie jednostki ptodowo-
-tozyskowej. Otwarte pozostaje pytanie, jakie moze to
mie¢ znaczenie dla przysztego zdrowia dziecka [8].
Pojawiajg sie rowniez doniesienia sugerujace, ze zamra-
zanie i odmrazanie embrionéw nie wptywaja znaczaco na
stan epigenetyczny zarodkéw. Byé moze za to zjawisko
odpowiada w wiekszym stopniu manipulacja embriona-
mi in vitro, a nie sam proces zamrazania i rozmnazania
zarodkéw [20]. Zamrozenie zarodkdw i ich wszczepienie
w pdZzniejszym czasie moga umozliwic transfer embrionu
w bardziej sprzyjajgcym hormonalnie srodowisku [12].
Wyniki innych badan wskazuja, ze transfer Swiezych
zarodkow do macicy jest skorelowany z podwyzszonym ry-
zykiem niskiej urodzeniowej masy ciata oraz przedwczes-
nego porodu, natomiast transfer zarodkéw wczesniej
zamrozonych — z podwyzszonym ryzykiem nadmiernej
masy ciata i stanu przedrzucawkowego [30]. Z kolei
zamrazanie oocytoOw metoda witryfikacji przypuszczalnie
nie wptywa na pdzniejszy rozwdj zarodka [30], niemniej
pewne badania wskazuja na mozliwo$é oddziatywania
witryfikacji na ekspresje niektorych gendéw zwigzanych

z ubikwitynacja [31]. Wydaje sie, ze oocyty poddane
stresowi zwigzanemu z witryfikacjg mogg wykazywac
zwiekszona wrazliwo$¢ na zmiany w obrebie epigenomu
i transkryptomu [31].

Wyniki eksperymentéw przeprowadzonych na my-
szach wskazujg, ze zmiany w ekspresji gendw u mtodych
osobnikéw poczetych za pomoca réznych ARTs (IVF oraz
ICSI) moga sie réznié [32]. W przypadku uzycia techniki
ICSI caty skomplikowany proces zaptodnienia zostaje
ominiety dzieki docytoplazmatycznej iniekcji plemnika.
Niektore doniesienia wskazujg na mozliwos¢ zwiekszo-
nej czestosci aneuploidii, zwtaszcza chromosomow pici,
u ptodéw poczetych ta technika. Technika klasycznego
IVF wydaje sie bezpieczniejsza, poniewaz sam proces
naturalnej fuzji gamet nie zostaje w tym przypadku
pominiety. Niektére badania wskazuja tez na ostabie-
nie dekondensacji DNA plemnika po zaptodnieniu oraz
obnizong predko$¢ podziatow zarodka i ,wykluwania”
sie z ostonki przejrzystej po ICSI w stosunku do IVF oraz
zmieniong ekspresje niektorych gendéw ulegajacych
imprintingowi. Ponownie pojawia sie pytanie, czy to jest
Zwigzane z sama procedurg, czy z wykorzystaniem w niej
nieprawidtowej gamety [19].

Trzeba réwniez pamietaé, ze cigze uzyskane w wyni-
ku zastosowania ARTs czesto byly cigzami mnogimi, co
zawsze wigze sie z wiekszym ryzykiem wystgpienia powi-
kfan niz w przypadku cigzy pojedynczej. Obecnie dazy sie
do uzyskiwania cigz pojedynczych w procedurach ARTs.
Powszechnie stosuje sie transfer pojedynczego zarodka
(SET, single embryo transfer). Rowniez cigze pojedyncze,
uzyskane dzieki ARTs, cechuja sie nieco wiekszym ryzy-
kiem powiktan cigzowych, niz cigze pojedyncze, uzyskane
drogg naturalnego poczecia [1, 30].

Techniki wspomaganego rozrodu
a epigenom tozyska

0d dawna znany jest fakt istnienia zjawiska imprintingu
w tozysku. Geny ulegajace ekspresji tylko u ojca nasi-
laja transport substancji odzywczych do ptodu, a geny
aktywne tylko u matki ograniczajg ten transport, co
jest zgodne z hipotezg ,konfliktu” rodzicielskiego [7].
Znaczenie imprintingu wyjasnia sie teorig sprzecznych
interesdw ojca i matki: ojcu zalezy, aby wzrost ptodu byt
jak najwiekszy (bo wtedy prawdopodobienstwo przezycia
dziecka jest wieksze, a kolejne dziecko moze nie by¢ juz
jego dzieckiem), matce zalezy za$ na tym, by dziecko
nie byto za duze (gdyz w takiej sytuacji organizm matki
nie bedzie zbyt wyeksploatowany, aby urodzi¢ kolejne
dziecko, ktdre i tak na pewno bedzie jej dzieckiem).
W efekcie rodzi sie dziecko przewaznie ,Srednigj”
wielkoSci. Zjawisko imprintingu ma byé molekularnym
przekaznikiem tych instrukcji. Allele, ktore sg wyciszane
dzieki znacznikom epigenetycznym na chromosomie
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ojcowskim lub matczynym, nazywamy allelami imprin-
tingowanymi (ojcowskimi lub matczynymi). Przyktadem
jest gen IGF2 (insulin growth factor; insulinopodobny
czynnik wzrostu 2), ktérego produkt biatkowy promuje
wzrost ptodu. Allel ten ulega ekspresji na chromosomie
odojcowskim i podlega imprintingowi na chromosomie
matczynym [19].

Zmiany w tej epigenetycznej regulacji zostaty wyka-
zane pod wplywem dziatania wielu czynnikéw Srodowi-
skowych, takich jak kontakt z metalami ciezkimi, otytosé
czy aktywnos¢ fizyczna rodzicow. Geny ulegajace imprin-
tingowi w fozysku moga stanowi¢ klucz do odpowiedzi
na pytanie, jak czynniki zewnetrzne moga wptywaé na
urodzeniowa mase ciata dziecka. Imprinting moze wiec
byé mechanizmem, poprzez ktéry dochodzi do zmian
w transporcie substancji odzywczych w tozysku i —w kon-
sekwencji — do nieprawidtowej urodzeniowej masy ciata
dziecka. Takim specyficznym czynnikiem zewnetrznym
moze byé stres, a czasem depresja, towarzyszace le-
czeniu nieptodnosci oraz procedurom ARTs. Wykazano,
ze stres zmienia imprinting tozyskowy, doprowadzajgc
do zmian w ekspresji gendw wptywajgcych rowniez na
urodzeniowa mase ciata [7]. Inne doniesienia wskazujg
na zmiany w metylacji genéw w tozysku powstatym
w wyniku zaptodnienia metoda ARTs w poréwnaniu
ztozyskiem bedacym efektem zaptodnienia przebiegaja-
cego w sposob naturalny [13, 26]. Dodatkowo profil mety-
lacji w tozysku jest odmienny w tozyskach powstatych po
zastosowaniu technik IVF/ICSI w poréwnaniu z tozyskami
powstatymi przy wykorzystaniu technik mniej inwazyj-
nych, takich jak indukcja owulacji czy inseminacja we-
wnatrzmaciczna. Ponadto odzwierciedlenie w zmianach
epigenetycznych tozyska znajdowaty wiek ojca i meski
czynnik nieptodnosci. Sugeruije to, ze na ostateczny stan
epigenetyczny tozyska wptywajg zaréwno przyczyna nie-
ptodnosci, jak i zastosowana technika wspomaganego
rozrodu. Autorzy zauwazaja, ze wiekszoS¢ tozysk moze
nie wykazywac¢ tych zmian na skutek uruchomienia réz-
nych mechanizméw kompensacyjnych, odwrdcenia tych
zmian, eliminacji komérek zmienionych lub naturalnej
odpornosci na modyfikacje epigenetyczne [33].

By¢ moze allele matczyne i ojcowskie moga sie
roznié podatnoscig na czynniki Srodowiskowe powodu-
jace epimutacje. Jesli epimutacje mozna potraktowaé
jako mutacje recesywna, to druga epimutacja w allelu
homologicznym moze doprowadzi¢ do ujawnienia spe-
cyficznego fenotypu. Taki proces zachodzi dopiero po
pewnym czasie, co rodzi pytanie, czy efekty epimutaciji
nie ujawnig sie dopiero w kolejnych pokoleniach [32].

Procesy epigenetyczne w tozysku obejmujg takze
geny nieulegajgce procesowi imprintingu. Niewielkie
nieprawidtowosci w funkcjonowaniu tozyska moga by¢
spowodowane nieprawidtowg inwazjg trofoblastu. Moze
to byé zwigzane z leczeniem hormonalnym, koniecznym

miedzy innymi do uzyskania odpowiedniej liczby dojrza-
tych oocytow, ktore moze wywotaé zmiany w receptywno-
Sci doczesnej. Co wiecej, jesli dojdzie do rozwoju zarodka
obcigzonego zmianami epigenetycznymi, w tozysku moga
powstaé adaptacyjne zmiany epigenetyczne, powodujace
zZmiany w transporcie substancji odzywczych do zarodka,
rozwoju fozyska i jego ukrwienia, promujace dalszy rozwoj
zarodka i normalny rozwdj cigzy. Pamie¢ epigenetycznych
mechanizmoéw adaptacyjnych moze jednak doprowadzi¢
do rozwoju choréb metabolicznych w péZniejszym okresie
zycia. Z kolei nasilone zmiany epigenetyczne w tozysku
moga ostatecznie doprowadzi¢ do poronienia, stanu
przedrzucawkowego lub ograniczenia wzrastania ptodu
(FGR, fetal growth restriction) [25]. Reasumujac, nalezy
stwierdzi¢, ze zmiany epigenetyczne towarzyszace po-
czatkowi rozwoju zarodka majg krytyczne znaczenie dla
wlasciwego tworzenia tozyska. Zaburzenia tej regulacji
podczas procedur ARTs mogg prowadzi¢ do pojawienia
sie nieprawidtowosci, rowniez w obrebie tozyska [12].
Prawidtowe roztozenie znacznikdw epigenetycznych
wtozysku, zaréwno wsréd genow podlegajacych procesowi
imprintingu, jak i tych, ktére mu nie ulegaja, ma kluczo-
we znaczenie dla funkcjonowania tozyska. Przyktadowo,
u ludzi Banister i wsp. wykazali obecno$¢ okoto 22 loci,
w ktorych zmiany epigenetyczne byty mocno skorelowane
z ryzykiem wystapienia FGR [34]. Wyniki wielu badan
potwierdzaja odmienny wzér epigenetyczny w tozyskach
podchodzacych z naturalnego poczecia i tozyskach po-
chodzacych z zaptodnienia z wykorzystaniem ARTs [35].
Inne badania wykazaty, ze poziom metylacji 23 genoéw
wyjasnia okoto 80% zmiennosci w masie ciata noworodka,
a 6 sposrod nich jest powigzanych z dalszym wzrostem
[36]. Wyniki badan na zwierzetach wskazuja, ze ARTs
powodujg zmiany molekularne w tozysku, nawet w przy-
padku braku zaburzen ptodnosci [12, 37]. Przypuszcza sie,
ze stosowanie ARTs jest skorelowane z wystepowaniem
takich zaburzen, jak: cukrzyca cigzowa, nadciSnienie
tetnicze, stan przedrzucawkowy, oddzielenie tozyska,
pordd przedwczesny, zahamowanie wzrostu wewnatrz-
macicznego FGR, niska urodzeniowa masa ciata czy
zwiekszona $miertelnosé okotourodzeniowa. Niewtasciwy
imprinting tozyskowy moze doprowadzi¢ do wielu zaburzen
w rozwoju zarodka, a takze niewtasciwego programowania
metabolicznego ptodu, ktére w okresie dorostym moze
skutkowaé rozwojem choréb metabolicznych [12, 17, 36].
Interesujgce sg tez wyniki badan wykazujgce zalez-
nos$¢ pomiedzy ARTs a stopniem metylacji wysp CpG
zlokalizowanych w promotorach 700 gendw w tozysku
oraz komérkach krwi pepowinowej, uzyskanych od dzieci
poczetych metodami in vitro i in vivo. Badanie to wykaza-
to hipometylacje wiekszoSci wysp CpG w tozyskach oraz
hipermetylacje wysp CpG w komérkach krwi pepowino-
wej u dzieci poczetych metoda in vitro w poréwnaniu
z dzieémi poczetymi droga naturalna. Geny te okazaty
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sie zwigzane z otytoscia, cukrzyca typu 2 oraz nadcisnie-
niem tetniczym. Rowniez wyniki innych badan wskazujg na
zaleznoS¢ pomiedzy poczeciem przy wykorzystaniu ARTs
a wystepowaniem powiktan zdrowotnych w pdzniejszym
okresie zycia [15]. Do tych zaburzeh wstepnie zalicza sie:
nietolerancje glukozy, zmieniony profil lipidowy, wzrost za-
wartosci i nieprawidtowe rozmieszczenie tkanki ttuszczowej,
zaburzenia funkcjonowania tarczycy, nadcisnienie tetnicze
oraz choroby uktadu sercowo-naczyniowego [8, 21, 36].

Badania zmian epigenetycznych w genach kandyda-
ckich we krwi pepowinowej, krwi obwodowej i w tozysku
wykazaty znamienne réznice w genach KvDMR1 oraz
H19/IGF2 wraz z regionem kontrolujgcym imprinting
pomiedzy dzieémi poczetymi naturalnie i za pomocg
ARTs. W przypadku wielu innych gendw wyniki badan sa
sprzeczne, co moze by¢ zwigzane z matg liczbg badanych
tkanek. Badania inaktywacji jednego z chromosomoéw
X u dziewczynek nie wykazaty zaburzen tego procesu.
Niektore eksperymenty wskazuijg, ze geny GNAS, PEG10,
PRCP i RUNX3 ulegajg zmianom epigenetycznym pod-
czas procedur ARTs. Badania te jednoznacznie pokazuja,
Ze nie ma zgodnosci co do wptywu ARTs na pojawienie sie
epimutacji. Autorzy ttumacza to miedzy innymi brakiem
standaryzacji warunkow technicznych i biologicznych
analiz, matg liczbg probek w poszczegblnych badaniach
oraz naturalnie wystepujaca przypadkowoscig w proce-
sach biologicznych [12].

Wyniki badan na zwierzetach z wykorzystaniem za-
rodkéw pochodzacych z procedury zaptodnienia in vitro
wskazaty na wystepowanie zespotu duzego potomstwa
(LOS, large offspring syndrome) tylko u owiec i bydta.
Objawy tego syndromu obejmowaty: duzg wielko$¢ i mase
ciata potomstwa po urodzeniu, trudnosci w oddychaniu,
niecheé¢ do karmienia piersig i nagta Smier¢ w okresie
okotoporodowym. Niektore literaturowe doniesienia su-
geruja, ze za to zjawisko mogg odpowiadac utrata imprin-
tingu i nadmierna ekspresja genu receptora IGF2 [15].

Schorzenia zwigzane z genami
ulegajagcymi imprintingowi
a techniki wspomaganego rozrodu

Na szczegblng uwage zastuguje czestosé wystepowania
u dzieci poczetych za pomoca ARTs choréb zwigzanych
z zaburzeniami imprintingu genomowego. Do choréb
z tej grupy zalicza sie miedzy innymi zespét Angelmana
(brak aktywnej matczynej kopii w regionie 15q11-q13),
zespot Pradera-Williego (brak aktywnej ojcowskiej kopii
w regionie 15q11-q13), zesp6t Beckwitha-Wiedemanna
(brak aktywnej matczynej kopii w regionie 11p15) oraz
zesp6t Silvera-Russella (brak aktywnej ojcowskiej w re-
gionie 11p15) [14, 19, 32]. Postuluje sie rowniez zwigzek
pomiedzy ARTs a zwiekszong czestoscig wystepowania
retinoblastomy. Ogolnie zaleznoS¢ taka nie zostata jed-

noznacznie potwierdzona, niemniej nie zostata tez jed-
noznacznie wykluczona. Wynika to najprawdopodobniej
z faktu, ze czestoS¢ tych choréb w populacji ogdinej jest
bardzo niska (okoto 1:10 000-1:30 000, w zalezno$ci od
choroby i cytowanego Zrédta). Z tego wzgledu niezwykle
trudno jest zebrac¢ grupe kontrolng i badang o odpowied-
niej liczebnosci i sformutowaé jednoznaczne wnioski.
Im rzadsza jest choroba zwigzana z genem ulegajgcym
imprintingowi, tym trudniej jest wykaza¢ jej zwiekszong
czestosé w przypadku zastosowania procedur ARTs.
Ponadto badania czesto nie uwzgledniajg takich czyn-
nikdw, jak wiek matki czy przyczyny nieptodnosci lub
obnizonej ptodnosci pary. R6znorodnosé protokotow
ARTs utrudnia okreSlenie wptywu tych metod na ryzyko
wystapienia choroby zwigzanej z genem, ktory podlega
imprintingowi. Nawet jezeli ARTs zwiekszajg 3-10-krot-
nie ryzyko urodzenia dziecka z choroba z grupy chorob
zwigzanych z imprintingiem, to nadal ryzyko to pozostaje
stosunkowo niskie. Przyszli rodzice czesto sa w stanie je
zaakceptowaé, tym bardziej ze ryzyko urodzenia chorego
dziecka w populacji ogélnej wynosi okoto 2-4%. Obec-
nie najbardziej prawdopodobny jest zwigzek pomiedzy
ARTs a BWS [8, 10, 12, 19, 30, 38]. Hattori i wsp.
potwierdzaja zaleznos$¢ pomiedzy ARTs a wystgpieniem
zespotu Beckwitha-Wiedemanna, ale rowniez zespo-
téw Pradera-Williego oraz Silvera-Russella. Pojawity
sie takze btedy metylacji w innych miejscach genomu.
Autorzy przypuszczajg, ze btedy te wystapity raczej po
zaptodnieniu, a nie w gametach [39].

Przyczyny molekularne schorzeh zwigzanych z im-
printingiem sg zréznicowane: mutacje chromosomowe
(na przyktad delecje), disomie jednorodzicielskie (gdy
oba chromosomy homologiczne pochodzg od jednego
rodzica — matki lub ojca) lub utrata imprintingu (LOI,
loss of imprinting). U urodzonych w wyniku zastosowania
ARTs dzieci z tymi schorzeniami jako przyczyne choroby
czesto stwierdza sie LOI [19, 38].

Wiekszos¢ genéw ulegajacych imprintingowi u ludzi
ulega ekspresji wytgcznie na allelu matczynym, dlatego
tez bardziej prawdopodobne jest okreSlenie tego typu
zaburzenia jako pochodzacego od matki. Alternatywne
wyjasnienie zaktada, ze genom matczyny moze byé
bardziej podatny na btedy w imprintingu niz genom oj-
cowski. Jeszcze inna teoria zaktada, ze o podatnosci na
btedy imprintingu decyduje nie pochodzenie (matczyne
lub ojcowskie), ale wrazliwo$é okreslonego locus [19].

Epimutacje spowodowane
technikami wspomaganego rozrodu
a stan zdrowia przysztych pokolen
— wstepne wyniki badan

Litzky i Marsit oraz Berntsen i wsp. przedstawiajg
w swoich pracach interesujgce spostrzezenia, w ktorych
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sugeruja, ze grupe kontrolng dla pacjentek podlegaja-
cych procedurze in vitro powinny stanowi¢ kobiety, ktore
pomimo probleméw z zajSciem w ciaze poczety dziecko
drogg naturalna, a nie kobiety, ktore nie zgtaszaty
zadnych probleméw z ptodnoscig i poczety dziecko,
oczywiscie réwniez drogg naturalng. By¢ moze takie
badania, zmniejszajgce udziat tta genetycznego, wyka-
zatyby rzeczywisty zwigzek pomiedzy stanem zdrowia
dzieci a zastosowaniem ARTs. Nie zmienia to jednak
faktu, ze poczecie drogg naturalna, nawet po dtugim
czasie, zawsze sugeruje, ze zaburzenia genetyczne
nie byly tak powazne jak w przypadku par, ktore nigdy
nie poczety dziecka droga naturalng [7, 30]. Badania
dzieci, ktérych rodzice doswiadczyli probleméw z pocze-
ciem, ale nie korzystali z ARTs, wykazaly, ze dzieci te po
urodzeniu wykazywaty podobne zaburzenia jak dzieci uro-
dzone przy uzyciu ARTs, na przyktad niskg urodzeniowa
mase ciata. W przypadku badan rodzenstwa, w ktérym
jedno dziecko zostato poczete drogg naturalng, a drugie
przy pomocy ARTSs, brat lub siostra poczeci z wykorzysta-
niem tych technik cechowali sie zwiekszonym ryzykiem
porodu przedwczesnego. Jakkolwiek niska masa ciata
W czasie cigzy i niska urodzeniowa masa ciata wystepujg
czesciej u dzieci, ktorych rodzice mieli problem z natu-
ralnym poczeciem lub korzystali z ARTs, to jednak wsrdd
tych grup zaburzenia te sg czestsze u dzieci poczetych
przy uzyciu ARTs. Wynika z tego, ze same procedury in
vitro stanowig czynnik ryzyka zaburzen rozwojowych. Profil
metylacji DNA moze dziataé jak ,sensor srodowiskowy”
— w hodowli in vitro profil ten moze ulega¢ modyfikacji
w stosunku do warunkéw in vivo. Mozna réwniez stwier-
dzié, ze ograniczona ptodno$¢é i ARTs wywierajg sumujacy
sie wptyw na stan zdrowia noworodka [7, 35].

Inne badania obejmowaty noworodki poczete
naturalnie (grupa kontrolna) oraz oraz noworodki
poczete z wykorzystaniem oocytu dawczyni lub oocytu
autologicznego (grupy badane). Wydaje sie, ze rozwdj
zarodka z wykorzystaniem oocytu dawczyni moze
przebiegaé z wieksza liczbg powiktan niz w przypad-
ku uzycia oocytu autologicznego lub spontanicznego
zaptodnienia. Moze to by¢ spowodowane czynnika-
mi immunologicznymi, czynnikami ograniczajgcymi
ptodnos¢ (na przyktad zaawansowany wiek matki) lub
procedurami ARTs [30].

Badano réwniez poziom metylacji DNA wyizolo-
wanego z krwi u noworodkéw i 0séb dorostych (wiek
22-35 lat), podzielonych na grupy osob poczetych na-
turalnie i przy uzyciu ARTs. Wyniki badania wskazuja, ze
chociaz réznice w poziomie metylacji DNA u noworodkow
byty wykrywalne, to u ludzi dorostych ulegaty zanikowi.
Ograniczenie tego badania stanowi — zdaniem autoréw
— miedzy innymi brak oszacowania, jak te mate rdéznice
w metylacji DNA wplywaja na poziom ekspresji genow
oraz jak inne czynniki Srodowiskowe (na przykfad leki,

palenie tytoniu czy spozywanie alkoholu) oddziatujg na
metylacje DNA i koreluja z wynikami badania [40].

Niedawne badania ukazujgce zalezno$é pomiedzy
ARTs a zaburzeniami rozwoju u dzieci wykazywaty
mozliwe zwigzki z zaburzeniami w obrebie uktadu
sercowo-naczyniowego, w tym z tetralogig Fallota,
opdznieniem rozwoju umystowego, autyzmem oraz ob-
nizonymi parametrami nasienia u mtodych mezczyzn.
Inne badania potwierdzity korelacje pomiedzy ARTs
a spontanicznymi poronieniami, przedwczesnym oraz
znacznie przedwczesnym porodem, niskg oraz bardzo
niska urodzeniowa masa ciata, $miertelnoScia oko-
tourodzeniowg, powiktaniami okotoporodowymi oraz
wadami wrodzonymi. Otwarte pozostaje pytanie, czy
bezposrednim powodem tych problemoéw sa zaburzenia
epigenetyczne. Nie zmienia to faktu, ze nie wszystkie
analizy potwierdzajq te zaleznosci. Jako ewentualne po-
wody tych rozbieznoSci autorzy wymieniajg rézne metody
i protokoty ARTs, zréznicowany stan zdrowia rodzicow,
matg liczebno$¢ grup badanych oraz zwiekszona liczbe
cigz mnogich po zastosowaniu ARTs. Ponadto niektére
schorzenia wystepujg stosunkowo rzadko, stad trudno
jest uzyska¢ odpowiednig liczebnie grupe statystyczna.
Stworzenie grupy kontrolnej z ptodnych par poddaja-
cych sie ARTs nie jest praktykowane w przypadku ludzi.
Z oczywistych powodéw réwniez zarodki uzyskane przy
uzyciu ARTs (moggce stuzy¢ do badan epigenetycznych)
nie maja grupy kontrolnej, czyli embrionéw uzyskanych
drogg naturalnego zaptodnienia [7, 30].

Wptyw ARTs na stan zdrowia w postnatalnym okresie
zycia jest trudny do okreslenia. Pierwsze dziecko poczete
z wykorzystaniem ARTs, Louise Brown, przyszto na Swiat
w 1978 roku. Populacja 0séb poczetych metodg in vitro
jest jeszcze stosunkowo mtoda. Obserwacje sugeruja,
ze osoby te moga by¢ bardziej narazone na wystapienie
takich zaburzen, jak: podwyzszona masa ciafa, insulinoo-
pornosé, podwyzszone stezenia glukozy i triacylogliceroli
we krwi czy nadcisnienie tetnicze. Niska urodzeniowa
masa ciata, ktdra moze towarzyszy¢ zaptodnieniu in vitro,
zwieksza ryzyko Smierci noworodka, otytosci, choréb
uktadu sercowo-naczyniowego i cukrzycy w pdzniejszym
okresie zycia. Zahamowanie wzrostu moze byé réwniez
skorelowane z wystepowaniem choréb neurologicznych
oraz chorob nerek. Niektore doniesienia wskazuja tez
na obnizong zawarto$¢ plemnikow w spermie mezczyzn
poczetych metodg ARTs. W zwigzku z wieloma watpli-
wosciami i brakiem dowodéw na powyzsze zaleznoSci
autorzy pracy sugerujg koniecznoS¢ przeprowadzenia
dtugoterminowych badan obejmujgcych duzg populacje
0s0b poczetych za pomoca ARTs [12, 13, 30]. Wiele ge-
néw ulegajacych imprintingowi odgrywa takze znaczacg
role w funkcjach neurologicznych [19, 35], dlatego tez
postuluje sie, ze wystepowanie choréb neurologicznych
ma zwigzek z ARTs. Wyniki badan wsréd ludzi, dotycza-
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cych miedzy innymi porazenia mézgowego i autyzmu, nie
sg jednak w tej kwestii jednoznaczne [13, 30].

WNIOSKI

Procedury ARTs sg przeprowadzane w okresie okoto-
zaptodnieniowym, a wiec w czasie, kiedy dochodzi do
reprogramowania epigenetycznego. Mozliwe jest, ze
jakiekolwiek zakidcenie naturalnych warunkéw w tym
czasie zaburza naturalny przebieg modyfikacji epige-
netycznych. Wydaje sie, ze aby uniknaé tego zjawiska,
nalezy sie maksymalnie zblizyé do warunkéw fizjologicz-
nych towarzyszacych zaptodnieniu, na przyktad stosowac
niskie dawki hormonéw w celu stymulacji jajnikow, roz-

Abstract

wazy¢ mozliwos¢ uzycia w ARTs ptyndw pobranych z drog
rodnych kobiety, a takze bardziej precyzyjnie utrzymywac
wartosci temperatury, ciSnienia tlenu, wilgotnosci oraz
innych parametrow podczas przeprowadzania procedur
ARTs [35].

Scharakteryzowanie optymalnych parametrow ze-
wnetrznych podczas procedur ARTs oraz okreSlenie
znaczenia zmian epigenetycznych w przypadku stosowa-
nia ARTs przypuszczalnie jeszcze przez dtugi czas bedg
stanowi¢ pole badan dla lekarzy i naukowcow.
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About 10-16% of adults in reproductive age suffer from infertility [1]. Assisted Reproduction Technology (ART) en-
ables some of them to have own children. However, the influence of ART on the gamete and embryo epigenomes
and subsequent health in adulthood is still under investigation. Epigenetics refers to change of gene expression
without any modification of DNA sequences. The aim of this study is to analyse possible influence of ART on em-
bryo and placenta epigenome, and health of future generation. The extensive epigenetic reprogramming occurs
during gametogenesis and early embryo development. The ART is carried out in the same time. It is possible that
abnormal changes of embryo and placenta epigenome could arise from the usage of immature gametes, ovarian
hormonal stimulation and artificial, chemical and physical, conditions. Thus, the ART may cause the imprinting
disorders (for example Angelman syndrome or Prader-Willi syndrom), as well the increased risk of obesity, diabetes,
cardiovascular system disorders or neurological disturbances later in life. Current investigation indicates that the
epigenetic disturbances could be the reason of infertility, moreover, ATR may cause the epigenetic disturbances.
It is necessary to evaluate and modify the ART to avoid the epigenetic changes in gametes and embryo. We need to
find answers to the following questions: the extent of epigenetic heredity and the influence of epigenetic changes

on disease development.

Key words: epigenetics; assisted reproductive technology (ART); infertility
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