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Streszczenie
W kontekscie naukowej i legislacyjnej debaty dotyczacej kriokonserwacji zarodkow cztowieka w Polsce przed-
stawiamy 5 udokumentowanych przypadkéw wieloletniego (przez okres 8-11 lat), skutecznego przechowywania
zarodkow zakoriczonego urodzeniem dzieci przez ich biologiczng matke lub przez matke adopcyjna.

W opisanych przypadkach diagnozowano rézne przyczyny nieptodnosci. Zastosowano rozne metody hormonalnej
stymulacji. Zamrazane byty zarodki w roznych stadiach rozwoju po hodowli in vitro trwajgcej 2, 3 lub 4 dni, przy
udziale réznych srodkow ostaniajacych. W efekcie przeprowadzonych kriotransferow urodzity sie zdrowe, prawidfo-
wo rozwiniete dzieci. Przedstawione dane potwierdzajg wczesniejsze miedzynarodowe doniesienia 0 moZzliwosci
wieloletniego przechowywania (najdtuzszy znany przypadek to 19 lat) zamrozonych zarodkow bez uszczerbku dla
ich zdolnosci zyciowych.

W swietle tych danych nie znajdujemy biologicznych czy medycznych przestanek do ustawowego ograniczania
okresu przechowywania kriokonserwowanych zarodkow. Tym samym, skoro zamrozone zarodki nie sq skazane
na biologiczng degradacje a ich prenatalna adopcja jest absolutnie realng moZzliwoscig, nie widzimy podstaw do
prawnego ograniczania stosowania metody kriokonserwacji w leczeniu nieptodnosci.
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/ transfer zamrozonych zarodkéw / dlugoterminowe przechowywanie
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Abstract

Faced with a scientific and legal debate on human embryo cryopreservation in Poland we show 5 documented
clinical cases of successful thawing and transfer of embryos cryopreserved for a long period of time (8-11 years),
resulting in successful delivery by the biological or the recipient mother.

Cases described include patients with different infertility diagnoses, subjected to different hormonal stimulation
treatments. Different oocyte fertilization methods were performed, and the obtained embryos were frozen after 2, 3
or 4 days of in vitro culture using methods employing various cryoprotective agents and freezing curves. As a result
of performed thawing and transfer procedures normal, healthy babies were born.

Our results are consistent with the international reports on successful long-term storage of embryos, (including the
longest known period of over 19 years) resulting in no detectable reduction of the developmental potential after
thawing.

In light of data shown here, we do not see any medical or biological reasons for legally-regulated limitation of the
period of frozen embryo storage. Moreover, if frozen, long-term stored embryos are not threatened by destruction
and if prenatal adoption is a real, clinically documented option, we fail to see any reason for legal limitations of
embryo cryopreservation in human infertility treatment.

Key words: in vitro fertilization and embryo transfer IVF-ET) /
/ eryopreservation / frozen embryo transfer / long-term storage /

Kriokonserwacja zarodkow stosowana jest w medycynie
wspomaganego rozwoju od prawie 30 lat. Pierwsze sukcesy
w postaci ciazy a wkrotce potem dziecka urodzonego po trans-
ferze zamrozonych zarodkéw pojawity si¢ w latach 1983 1 1984
[1, 2]. Szacuje sig, ze od tej pory urodzito si¢ na $wiecie ponad
milion takich dzieci. Takze w Polsce, wraz z rozwojem klinik za-
ptodnienia pozaustrojowego wprowadzano metode zamrazania
zarodkow. Jako pierwsza zastosowala ja klinika Akademii Me-
dycznej w Bialymstoku. W warszawskiej Przychodni Lekarskiej
,,nOvum” kriokonserwacjg zarodkéw wprowadzono od poczatku
jej dziatalnosci, tj. od 1995 r. Pierwsze dzieci (bliznigta) pocho-
dzace z zarodkéw zamrozonych w tym osrodku w 1996 r. przy-
szty na $wiat w lipcu 1997 r. Do chwili obecnej uzyskano w ,,nO-
vum” ponad 2,5 tys. ciaz klinicznych i ponad 2,4 tys. urodzonych
dzieci po transferze zarodkow kriokonserwowanych.

Pomimo wieloletnich $wiatowych i krajowych pozytywnych
doswiadczen dotyczacych zamrazania zarodkdéw oraz szerokiego
wykorzystywania ich kriokonserwacji w praktyce klinicznej le-
czenia nieptodnosci, w obiegu publicznym wciaz pojawiaja si¢
kontrowersje lub przynajmniej watpliwosci dotyczace zarbwno
skutecznosci jak i potrzeby stosowania tej procedury. Tymcza-
sem badania nad optymalnym modelem procedur zaptodnienia
pozaustrojowego prowadza do wniosku o korzystnym wplywie
procedur wykorzystujacych kriokonserwacje zarodkéw i ich
transfer na ogolny efekt terapeutyczny. Praktyczne stosowanie
kriokonserwcji nadliczbowych zarodkow (a tym samym — ogra-
niczenie liczby zarodkow ,,$wiezych”, podawanych w cyklu sty-
mulowanym), pozwala na uzyskanie porownywalnie wysokiego,
skumulowanego odsetka ciaz i/lub urodzonych dzieci przy jedno-
czesnym obnizeniu odsetka ciaz mnogich [3].

Duzy niepokoj srodowiska medycznego budza zatem watpli-
wosci 1 wywodzace si¢ z nich konkluzje zespotow parlamentar-
nych, pracujacych w naszym kraju nad uregulowaniem prawnym
sfery zaptodnienia pozaustrojowego.
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Pojawiaja si¢ nieuzasadnione z medycznego punktu widzenia
postulaty o calkowitym zakazie stosowania kriokonserwacji za-
rodkéw. Pojawiaja sig rowniez watki o koniecznosci limitowania
okresu przechowywania zarodkow w ciektym azocie ze wzgledu
na ich pogarszajaca si¢ zywotnos¢. Tymczasem w §wiatowym pi-
$miennictwie coraz czgsciej spotyka si¢ prace o nieszkodliwosci
dhugotrwatego przechowywania zarodkow czlowieka [4, 5, 6] jak
tez zarodkow innych gatunkow ssakow [7, 8].

Maksymalny okres przechowywania zamrozonych zarod-
kéw cztowieka opisany w pismiennictwie wynosit 19 lat 1 7
miesigcy [9]. Czgsciej spotykane sa raporty o udanym transferze
zarodkow przechowywanych przez okres 7-13 lat [10, 11, 12, 13,
14]. W Przychodni ,,nOvum” réwniez uzyskano wiele przypad-
kow ciaz 1 urodzone zdrowe dzieci rozwini¢te z zarodkow za-
mrozonych 9-11 lat wczesniej. Opis 1 analiza kilku z nich jest
przedmiotem niniejszego opracowania.

Przypadek |

Pacjentka leczona od czerwca 2000 r. w wieku 27 lat z nie-
ptodnoscia spowodowana niedroznoscia prawego jajowodu (stan
po laparotomii) z towarzyszacym czynnikiem meskim. Stymulo-
wana w dtugim protokole (Nafarelin, Pharmacia, WikBrytania;
Humegon, Organon, Holandia; Metrodin, Serono, Wtochy; Pro-
fasi, Serono, Wtochy) poddana zostata zabiegowi punkcji jajni-
kow, w trakcie ktorej uzyskano 8 oocytow, w tym 7 dojrzatych
MII).

Po zaptodnieniu metoda docytoplazmatycznej iniekcji plem-
nika (ICSI) uzyskano 4 zarodki. Pacjentce podano w drugiej do-
bie hodowli 2 zarodki czterokomorkowe, z ktorych rozwingta sig
ciaza blizniacza. W 35 tygodniu ciazy urodzity si¢ zdrowe dwu-
zygotyczne bliznigta. Pozostate 2 czterokomorkowe zarodki za-
mrozono w ostonie 1,5 molowego roztworu dimetylosulfotlenku
(DMSO) stosujac dhugi okres powolnego schtadzania (do -80°C).
Po 9 latach i 8 miesiagcach od dnia punkcji zarodki rozmrozono
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z szybkoscia 8-10°C/min, a po usunigciu DMSO w ostonie sa-
charozy poddano 12-godzinnej hodowli (przez noc). W momen-
cie transferu zarodki rozwinigte byty do stadium 6 i 8 komorek.
W wyniku kriotransferu w cyklu naturalnym wspomaganym po-
daniem HCG (Pregnyl, Organon, Holandia) w celu wywotania
owulacji, uzyskano pojedyncza ciazg zakonczona w 37 tygodniu
urodzeniem zdrowego dziecka (3780/56).

Przypadek Il

Pacjentka w wieku 30 lat leczona w przychodni od lipca
2000 r. po 2 wezesniejszych cyklach stymulacji z rozpoznaniem
nieptodnosci spowodowanej niedroznoscia jajowodow (stan po
ciazy pozamacicznej). Stymulacja wg dtugiego protokotu (Nafa-
relin, Gonal F, Serono, Wtochy; Profasi).

W wyniku punkcji uzyskano 13 komorek jajowych, z kto-
rych 11 wykazato cechy prawidlowego zaptodnienia (2 przedja-
drza) w 18 godzin po inseminacji in vitro. W czwartej dobie po
punkcji podano pacjentce 2 zarodki w stadium moruli, uzyskujac
ciazg blizniacza zakonczona poronieniem w 17 tygodniu. Pozo-
stale zarodki zamrozono w ostonie DMSO. Po ok. 6 latach roz-
mrozono 3 zarodki, a nastgpnego dnia podano 1 zarodek w sta-
dium blastocysty, drugi rozwijajacy si¢ zarodek zamrozono po-
nownie. Trzeci zarodek nie wykazywal potencjalu rozwojowego
i po kilku dniach dalszej hodowli obumart. Uzyskano pojedyncza
ciazg i urodzenie zdrowego dziecka w 38 tygodniu (4000/61).
Po kolejnych 4 latach pacjentke przygotowano do kriotransferu
w cyklu stymulowanym (Cytrynian Clomifenu, Egis Pharmaceu-
ticals plc.,Wegry; Pregnyl, Organon, Holandia). W marcu 2010
r. tj. w sumie po 9 latach i 8 miesiacach od punkcji, rozmrozono
kolejne 3 zarodki, z ktorych, jak poprzednio podano 1 w stadium
blastocysty. Drugi zarodek zamrozono ponownie, a trzeci po-
dobnie jak poprzednio, nie wykazywat potencjatu rozwojowego.
Roéwniez i w tym przypadku uzyskano pojedyncza ciazg zakon-
czong urodzeniem zdrowego (3800/57) dziecka w 39 tygodniu.

Przypadek Il

Pacjentka w wieku 27 lat, leczona od listopada 2000 r. z po-
wodu nieptodnosci spowodowanej czynnikiem meskim. Po sty-
mulacji pacjentki w dtugim protokole (Gonal F, Synarel, Profasi)
uzyskano w wyniku przeprowadzonej punkcji jajnikow 15 ko-
morek jajowych, w tym 11 dojrzatych, ktore zaptodniono meto-
da ICSI. Plemniki do zaptodnienia uzyskano w wyniku punkcji
najadrza (PESA). W toku hodowli in vitro uzyskano 9 rozwija-
jacych si¢ zarodkow. Wszystkie zarodki poddano kriokonser-
wacji (w DMSO) w trzeciej dobie po punkcji z powodu ryzyka
wystapienia u pacjentki zespotu hyperstymulacyjnego (OHSS).
Pierwszy zabieg rozmrozenia zarodkoéw przeprowadzono w 2001
r. uzyskujac po podaniu 2 zarodkoéw (w stadium 18 i ok. 12 ko-
morek) pojedyncza ciazg zakonczong w 38 tygodniu urodzeniem
zdrowego dziecka (4000/61).

Kolejne dwa zabiegi kriotransferu przeprowadzone po 81 9
latach i podanie w sumie 4 rozmrozonych zarodkéw nie przy-
niosty spodziewanego rezultatu. Natomiast rozmrozenie ostatniej
porcji zarodkow przeprowadzone w styczniu 2011 (po ponad 10
latach przechowywania) i podanie pacjentce w cyklu naturalnym
zarodka dohodowanego in vitro do stadium wczesnej blastocysty
pozwolito na uzyskanie ciazy i po 39 tygodniach na urodzenie
zdrowego dziecka (3750/60).
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Przypadek IV

Trzy zarodki przekazane zostaty do adopcji przez pacjentke,
ktora wezesniej urodzita dwoje dzieci (w tym jedno po kriotrans-
ferze). Trzydniowe zarodki zamrozone byty w 2000 r. w ostonie
DMSO. Dwa z nich rozmrozono w 2011 r. po jedenastu latach
i 5 miesiacach od zamrozenia, poddano dwudniowej hodowli in
vitro w wyniku ktorej uzyskano dwie blastocysty, ktore podano
matce adopcyjnej. Uzyskano ciaz¢ blizniacza i urodzenie w 35
tygodniu zdrowych blizniat o prawidtowej (3300/52, 3350/55)
wadze urodzeniowej. Jedenascie lat 1 5 miesigey to najdtuzszy
udokumentowany okres przechowywania zamrozonych zarod-
kow w Polsce.

Przypadek V

W pierwszej potowie 2012 r. rozmrozono 3 zarodki zamro-
zone w 2002 r., a wigc niemal 9 i pot roku wezesniej, w ostonie
1,5 molowego roztworu propandiolu z dodatkiem 0,1 molowe;j
sacharozy. Metoda zamrazania zastosowana w tym przypadku
jest metoda dwustopniowa z powolnym schtadzaniem z szyb-
koscia 0,3°C/min w zakresie od -7 do -30°C. Zarodki zostaly
przekazane do adopcji przez pacjentke, ktora wezesniej urodzita
wiasne dziecko po transferze zarodkow w cyklu stymulowanym.
W wyniku rozmrozenia odzyskano 1 zarodek zywy w calosci i 2
zarodki, w ktorych czgs¢ blastomerow obumarta. Po transferze
wszystkich 3 zarodkoéw matce adopcyjnej uzyskano pojedyncza
ciazg zakonczona urodzeniem zdrowego dziecka (4200/55).

Dyskusja

Opisane powyzej przyktadowe ciaze i narodziny zdrowych
dzieci po transferze zarodkow zamrozonych nawet przeszio 11
lat wczesniej stanowia tylko czgs$¢ z 15 podobnych przypadkow
zarejestrowanych w dokumentacji medycznej Przychodni Lekar-
skiej ,,nOvum”. W sposob oczywisty sugeruja one, ze nie istnieje
jednoznaczny, biologiczny mechanizm destrukcji zarodkow prze-
chowywanych przez wiele lat w cieklym azocie. Tym samym nie
ma medycznego powodu do ustalania kategorycznych ograni-
czen okresu ich przechowywania w ciektym azocie.

Opisane przypadki pokazuja rowniez autentyczne mozliwo-
$ci podawania zarodkow przechowywanych ponad 10 lat zar6w-
no ich biologicznym matkom, jak i kobietom decydujacym si¢ na
prenatalna adopcj¢ zarodkow. Ten drugi wariant pokazuje oczy-
wista szansg przezycia tych zarodkow, ktore z réznych powodow
nie moga by¢ wykorzystane do transferu autologicznego. Opisane
przypadki obejmuja réznorodne aspekty procedur przygotowania
pacjentek, metod zaptodnienia (IVF, ICSI) i przygotowania za-
rodkéw do transferu i kriotransferu. Rozne byty diagnozy przy-
czyn nieplodnosci w opisanych przypadkach, chociaz przewazat
tzw. czynnik meski. Rozne zastosowano metody stymulacji, cho-
ciaz dominowat dtugi protokot, zgodnie z procedura szeroko sto-
sowang w tamtym okresie u pacjentek dobrze odpowiadajacych
na stymulacj¢. Zamrazane byty zarodki w rdznych stadiach roz-
woju po hodowli in vitro trwajacej 2, 3 a nawet 4 dni, przy udziale
réznych $rodkow ostaniajacych. Zarodki po rozmrozeniu przeno-
szone byly po ok. 12 godzinnej nocnej hodowli lub po hodow-
li do stadium blastocysty. W przypadku, gdy zdecydowano na
kriotransfer jednego tylko zarodka, drugi, zywy, rozwijajacy si¢
zarodek poddawano ponownej kriokonserwacji. Zarodki ponow-
nie zamrazane przezywaja w stopniu proporcjonalnym do swojej
pierwotnej zywotnos$ci, okreslonej po pierwszym rozmrozeniu
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i moga by¢ z powodzeniem uzyte do kolejnego kriotransferu [15,
16]. Dzieci urodzone po transferze bezposrednim (w cyklu sty-
mulowanym), jak i te urodzone po wieloletnim okresie przecho-
wywania w ciektym azocie byly zdrowe i prawidtowo rozwinigte.

Analizujac przedstawione dane nie znajdujemy biologicz-
nych czy medycznych przestanek do ustawowego ograniczania
okresu przechowywania kriokonserwowanych zarodkéw. Uwa-
zamy ponadto, ze nalezy wnikliwie analizowa¢ kazdy przypa-
dek rozmrazania po dlugoletnim okresie przechowywania, aby
konsekwentnie wykazywac niezasadno$¢ wyrazanych przed laty
obaw o istotne obnizanie zywotnos$ci dtugo przechowywanych
zarodkow. Konsekwencje tych obaw do dzi§ pokutuja w usta-
wodawstwie niektorych krajow (np. w Wielkiej Brytanii), w kto-
rych obowiazuje prawny nakaz niszczenia niewykorzystanych
zarodkow po np. 5 latach przechowywania. Badania powinny
réwniez uwzglednia¢ ewentualne konsekwencje wielokrotnego
eksponowania zamrozonych zarodkéw na wyzsze temperatury
podczas wyszukiwania porcji przeznaczonej w danej chwili do
rozmrozenia. Aktualne rozwiazania technologiczne nie pozwala-
ja na przechowywanie zarodkéow indywidualnie, w taki sposob,
aby wyjmowac z cieklego azotu tylko ten zarodek (czy zarodki),
ktory aktualnie potrzebujemy. Zarodki kazdej pacjentki zamra-
zane sg bowiem w porcjach po 1 lub 2 w tzw. stomkach (przy
mrozeniu tradycyjnym) lub po umieszczeniu na specjalnych no-
$nikach (przy witryfikacji). Po zamrozeniu, stomki (lub no$niki)
umieszczane sg na ogoét w specjalnych gobletkach (o $rednicy
od 7 do 13 mm), ktére z kolei wktadane sa do szerokich (np. sr.
67 mm) goblet, ktore na specjalnych wieszakach zanurzane sa
w pojemnikach zbiorczych z cieklym azotem. Totez wyszukujac
do rozmrozenia zarodki konkretnej pacjentki nalezy podnies¢ do
gory catg 67 mm gobletg. Prawidlowe wyszukiwanie, prowadzo-
ne pod oslong ciektego azotu, a przynajmniej jego par, prowadzi
do minimalnych (najwyzej kilkunastostopniowych) zmian tem-
peratury, ktore nie maja wplywu na bezpieczenstwo zarodkow.
Przy nieprawidlowym wykonywaniu tego etapu procedury (np.
ze zbyt dluga ekspozycja na temperaturg pokojowa), zwlaszcza
powtarzanym wielokrotnie, nalezaloby sig¢ liczy¢ z ryzykiem ob-
nizenia jakos$ci przechowywanych embriondéw czy komorek jajo-
wych. Co nie zmienia faktu, ze jako$¢ zarodkow i gamet przecho-
wywanych prawidlowo pozostanie niezmieniona.

Podsumowujac, przedstawione w niniejszym opracowaniu
przypadki potwierdzaja wczesniejsze migdzynarodowe doniesie-
nia 0 mozliwos$ci wieloletniego przechowywania zarodkow bez
uszczerbku dla ich zdolnosci zyciowych. W swietle tych danych
nie znajdujemy biologicznych czy medycznych przestanek do
ustawowego ograniczania okresu przechowywania kriokonser-
wowanych zarodkéw. Tym samym, skoro zamrozone zarodki nie
sa skazane na biologiczna degradacj¢ a ich prenatalna adopcja
jest catkowicie realna a nie czysto teoretyczng mozliwoscia, nie
widzimy rowniez biologicznych ani medycznych podstaw do
prawnego ograniczania stosowania metody kriokonserwacji za-
rodkéw w leczeniu nieptodnosci.
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Prenatal diagnosis of Down syndrome
in dizygotic twin pregnancy

Prognoza prenatalna zespotu Downa w cigzy blizniaczej dizygotyczne;
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Krzysztof Drews?, Mirostaw Wielgos !

" First Department of Obstetrics and Gynecology — Medical University of Warsaw, Poland
2 Division of Perinatology and Women'’s Diseases - Poznan University of Medical Sciences, Poznan, Poland

Abstract

We present a case of a 33-year-old pregnant woman who had a transvaginal ultrasound performed at week 9 of
gestation. A dichorionic diamniotic twin pregnancy, with symmetrically developing fetuses, was confirmed.
Chromosomal defect markers (NT, NB, DV, TV) were analyzed in the first genetic test, performed according to the
Fetal Medicine Foundation (FMF) criteria, and the double marker test was performed (PAPP-A protein and free
B-hCG concentrations in patient serum were determined).

In the subsequent diagnostic procedures, the patient was offered and consented to amniopuncture after week
15 of gestation. The material obtained in the course of that invasive procedure allowed to identify a normal male
karyotype — 46, XY in the first fetus (Fetus l). Cytogenetic analysis of the material from the second fetus (Fetus Il)
resulted in the diagnosis of an abnormal female karyotype — 47, XX, +21.

Based on the analyzed clinical case, we present the difficulties of performing prenatal diagnosis in a dizygotic twin
pregnancy. The results prove the applicability and efficacy of prenatal diagnostics tests based on the FMF criteria
also in twin pregnancies.
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