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Izhodisce. Kljub dvomom o varnosti postopka oploditve v epruveti s prenosom zarodka
(IVF-ET), postopka oploditve z vbrizganjem spermija v citoplazmo (ICSI) in uporabi zamrz-
njenih zarodkov raziskave kazejo, da tveganje za prirojene nepravilnosti ni bistveno povecano.
Izkazalo se je le, da so pri novorojenckih, rojenih po oploditvi s postopkom ICSI, pogostejse
nepravilnosti spolnih kromosomov. Dejavniki tveganja neplodnih parov so njihova vija sta-
rost, neplodnost in pogostejSe mnogoplodne nosec¢nosti. Ocena pojavnosti kromosomskih, pa
tudi strukturnih prirojenih nepravilnosti pri nas bi bila uporabna pri obravnavi neplodnih
parov v prihodnosti.

Namen in hipoteze raziskave. V nasi raziskavi Zelimo ugotoviti, ali so prirojene nepravil-
nosti pri novorojenckih, rojenih po postopkih oploditve z biomedicinsko pomocjo, pogostejse
kot pri novorojenckih, rojenih po spontani zanositvi.

Preiskovanke in metode dela. V retrospektivno raziskavo smo vkljucili 242.164 novorojenc-
kov, ki so se rodili 241.607 materam od aprila 1987 do decembra 1997 v Sloveniji, ter jo razdelili
na 3 kohortne in 1 kontrolirano $tudijo. V prvih dveh $tudijah smo primerjali pojavnost kro-
mosomskih, strukturnih in letalnih prirojenih nepravilnosti. Pri prvi $tudiji smo primerjali
1404 novorojenckov, rojenih po oploditvi s postopkom IVF-ET, z novorojencki, rojenimi po spon-
tani zanositvi. Pri drugi, kontrolirani $tudiji, smo primerjali 1270 novorojenckov rojenih po
oploditvi mater s postopkom IVF-ET, s 1270 novorojencki, rojenimi materam po spontani zano-
sitvi ob tem, da smo matere po starosti, Stevilu plodov, pariteti in letu poroda izenacili. Pri tretji
$tudiji smo ugotavljali pojavnost kromosomskih, strukturnih in letalnih prirojenih nepravilno-
sti glede na nacin oploditve. 73 novorojenckov s prirojenimi nepravilnostmi, rojenih po
oploditvi s postopkom IVF-ET, smo primerjali s 9685 novorojencki s prirojenimi nepravilnost-
mi, rojenimi po spontani zanositvi. V Cetrti Studiji smo ugotavljali moZne dejavnike tveganja
(starost, mnogoplodnost, pariteta in izvedba postopka ICSI) pri materah, udelezZenih v postop-
ku IVF-ET. Primerjali smo 54 mater novorojenckov, rojenih po oploditvi s postopkom IVF-ET,
ki imajo prirojene nepravilnosti, s 1048 materami novorojenckov, rojenih po oploditvi s postop-
kom IVF-ET, ki nimajo prirojenih nepravilnosti. Rezultate smo ovrednotili s testom hi-kvadrat
za neparametrine in t-testom za parametri¢ne spremenljivke. Razlike med vzorci smo imeli
za statisticno znacilne, kadar je bila stopnja tveganja (vrednost p) manjsa od 0,05 (p<0,05).
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Rezultati. Pri novorojenckih, rojenih po postopku oploditve z biomedicinsko pomocdjo,
smo ugotovili ve¢ vseh prirojenih nepravilnosti skupaj, ve¢ letalnih nepravilnosti, ve¢ mal-
formacij dihal, srca in obtocil ter manj malformacij misi¢no-skeletnega sistema kot pri
novorojenckih, rojenih po spontani zanositvi. Po izenacitvi mater po starosti, pariteti, mno-
goplodnosti in letu poroda nismo pri primerjavi novorojenckov nasli nobenih znacilnih razlik.
Pri novorojenckih s prirojenimi nepravilnostmi, rojenih po postopku oploditve z biomedicin-
sko pomocjo, smo nasli vedji delez letalnih nepravilnosti, malformacij srca in obtocil ter manjsi
delez malformacij misicno-skeletnega sistema kot pri novorojenckih s prirojenimi nepravil-
nostmi, rojenih po spontani zanositvi. Pri materah, zdravljenih s postopki oploditve
z biomedicinsko pomocjo, ki so rodile otroke s prirojenimi nepravilnostmi, nismo ugotovili
ni¢ ve¢ dejavnikov tveganja kot pri materah, zdravljenih s postopki oploditve z biomedicin-
sko pomodjo, ki so rodile neprizadete otroke. Pri novorojenckih, rojenih po postopku
oploditve ICSI, smo nasli §tiri manjSe nepravilnosti.

Zakljucki. Ugotovili smo, da postopki oploditve z biomedicinsko pomoc¢jo ne povecuje-
jo verjetnosti nastanka prirojenih nepravilnosti. Malformacije srca in obtocil predstavljajo vedji
delez prirojenih nepravilnosti po oploditvi z biomedicinsko pomodjo kot po naravni oplodi-
tvi. Postopek ICSI ni dejavnik tveganja za nastanek kromosomskih nepravilnosti pri materah,
zdravljenih z metodami oploditve z biomedicinsko pomocjo.

ABSTRACT

KEY WORDS: fertilization in vitro, embryo frasfer, sperm injections intracytoplsmic, chromosomal abnormalities

Background. Despite doubts about safety of in vitro fertilisation-embryo transfer (IVF-ET),
intracytoplasmic sperm injection (ICSI) and use of frozen embryos, statistical analyses up
to date have shown that risk of congenital malfomations is not essentially different from the
risk in case of natural conception. The only fact that was shown is that in neonates born after
ICSI procedure, abnormalities of sex chromosomes were present more often. Risk factors of
sterile couples are: their age, sterility and frequent multiple pregnancies. An assessment of
prevalence and distribution of chromosomal and structural malformations in our country
would be useful in treating the sterile couples in the future.

Aim and hypothesis. The aim of the survey is to determine whether rates of congenital
malformations in neonates born after assisted reproductive techniques are higher than in
neonates born after a spontaneous conception.

Patients and methods. 242,164 neonates born to 241,607 mothers from April 1987 to
December 1997 in Slovenia, were included in retrospective survey. The survey was divided
into 3 cohort and 1 case-controlled studies. In first two studies prevalence of chromosomal,
structural and lethal abnormalities were observed. In first study we compared 1404 neonates
born after IVF-ET procedure with neonates born after spontaneous conception. In second
controlled study we compared 1270 neonates born after IVF-ET procedure with 1270 neonates
born after spontaneous conception, whose mothers were matched according to their age, mul-
tiplicity, parity and year of birth. In third study we observing the shares of congenital
abnormality rates according to a form of fertilisation. We compared 73 neonates with con-
genital abnormalities, born after IVF-ET procedure with 9685 neonates with congenital
abnormalities, born after spontaneous conception. In the fourth study we were assessing pos-
sible risk factors (age, multiplicity, parity and ICSI procedure). We compared 54 mothers of
neonates with congenital malformations with 1048 mothers of neonates without congenital
malformations born after IVF-ET procedure. Data of neonate born after frozen embryo trans-
fer was analysed in descriptive manner. Results were statistically evaluated by chi-square test
for non-parametrical variables and t-test for parametrical variables.

Results. More lethal, respiratory, cardiovascular malformations and less locomotor sys-
tem malformations were found in neonates conceived after assisted reproductive techniques
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than in neonates of general population. No differences between the two groups of neonates
were found after matching their mothers according to age, multiplicity, parity and year of
birth. In the group of neonates with congenital abnormalities we found bigger share of lethal
and cardiovascular malformations and smaller share of locomotor malformation in the group
of neonates conceived after assisted reproductive techniques than in the group of neonates
born after spontaneous conception. In comparison of mothers treated with assisted repro-
dutive techniques whose neonates were born with congenital abnormalities and those treated
mothers whose neonates had any congenital abnormalities we found no significant risk fac-
tors. In neonates born after ICSI we found only four minor abnormalities.

Conclusions. We established that assisted reproductive techniques do not raise congenital
abnormality rates. We established higher share of cardiovascular abnormalities among all
congenital abnormalities after assisted conception. ICSI procedure is not a risk factor for birth

of abnormal neonate to mothers treated with assisted reproductive techniques.

uvobD

Eno izmed vprasanj o varnosti metod umet-
ne oploditve je tudi vpraSanje o pogostnosti
prirojenih nepravilnosti. Stevilne 3tudije
dokazujejo, da sta postopek oploditve v epru-
veti s prenosom zarodka (IVF-ET) (1-12) in
postopek oploditve z vbrizgavanjem sper-
mija v citoplazmo (ICSI) (1, 9, 12-14) varna
in nista v vzrocni zvezi z ve¢jo pojavnostjo pri-
rojenih nepravilnosti. Pogostejsi splavi po
umetni oploditvi zagotavljajo naraven izbor
bolj kakovostnih zarodkov. Spremljanje razvo-
ja otrok in morfoloske preiskave niso pokazale
nic vec¢ teZav, kot jih je v splosni populaciji
otrok (6, 10, 15-17). Tudi spremljanje otro-
kovega kasnejSega razvoja ni pokazalo
negativnih odstopanj (16, 18-21). Izkazalo pa
se je, da so pri otrocih, rojenih po postopku
oploditve ICSI, pogostejSe nepravilnosti spol-
nih kromosomov (2, 22). Ocena pojavnosti in
porazdelitve prirojenih nepravilnosti pri nas
bi bila uporabna pri diagnosti¢ni obravnavi
in zdravljenju neplodnosti. V nalogi se bomo
poleg kromosomskih omejili tudi na struktur-
ne nepravilnosti.

Metode oploditve
z biomedicinsko pomoéjo

Z neplodnostjo ima tezave 8-10% parov.
Delez neplodnosti v dana$njem ¢asu narasca
na rac¢un naras$¢anja pogostosti vnetja rodil in
spolno prenosljivih bolezni, odlasanja z rojs-
tvom prvega otroka in boljsih diagnosti¢nih
postopkov ter zdravljenj, ki omogocajo, da
danes odkrijemo ve¢ primerov neplodnosti
kot nekdaj (23-25).

Metode oploditve z biomedicinsko pomoc-
jo so tehnike, pri katerih s klini¢no ali biolosko
obdelavo spermijev, jaj¢nih celic ali obojih
poizkusamo doseci nosecnost (26).

Postopek oploditve v epruveti
s prenosom zarodka (IVF-ET)

Oploditev v epruveti s prenosom zarodkov
(IVF-ET) je poseg, pri katerem jajcece Zenske
oplodimo v goji$cu s semencico moskega (in
vitro fertilisation) in zarodke prenesemo
v maternico (embriotransfer).

Najpogostejsa indikacija za izvedbo oplo-
ditve po postopku IVF-ET so nepopravljivo
okvarjeni ali operativno odstranjeni jajcevo-
di (80-90%). Sledijo ji vzroki pri moskem
(oligozoospermija, astenozoospermija in
azoospermija), idiopatska neplodnost, endo-
metrioza, imunolo$ki vzroki (protispermijska
protitelesa), bolezen policisti¢nih jaj¢nikov in
drugi (27-29).

S sprozitvijo ovulacije zacne zoreti vecje
Stevilo foliklov, kar zve¢a moZnost oploditve
(25, 26, 30). Za spodbujanje uporabljamo klo-
mifen citrat (Clomid), ¢loveske menopavzne
gonadotropine (HMG), c¢loveske horionske
gonadotropine (hCG), gonadotropine spros-
¢ujoci hormon (GnRH), njegove agoniste in
antagoniste (GnRH, GnRH-a) in rastni hor-
mon (25, 27, 30). Nastete snovi uporabljamo
v skladu z razlicnimi protokoli. Primerjave
uspesnosti razli¢nih protokolov so tezke, ker
se le-ti zelo razlikujejo med seboj (25, 26).
Oploditev v postopku je mogoca tudi brez
spodbujanja z uporabo jaj¢ne celice iz narav-
nega cikla (26).
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Pred vsrkavanjem jajénih celic dolo¢imo
serumsko raven estradiola, ultrazvo¢no oce-
nimo $tevilo in velikost jajénih foliklov ter
morfoloske spremembe endometrija. Vsrka-
vanje jajénih celic skozi nozZnico, ki je na
Ginekoloski kliniki v Ljubljani metoda izbi-
re, se izvaja preko stranskega Zepna noZnice
s pomodjo posebne UZ-naprave, prilagojene
zanoZnicne punkcije. Punkcija je uspesna tudi
pri obseznih zarastlinah, omogoca razmero-
ma dober dostop do jajénikov, poteka pa
lahko v lokalni anesteziji (25, 27).

Vsrkane jaj¢ne celice ocenimo pod mikro-
skopom, speremo in inkubiramo. Sveze ali
zamrznjeno seme najprej utekocinimo, oce-
nimo, ocistimo in inkubiramo. Jajéne celice
oplodimo z velikim $tevilom spermijev na
posebnih gojiscih. Naslednji dan ocenimo
oplojenost. Neoplojene in nepravilno oploje-
ne jajéne celice izlo¢imo. Drugi dan imamo
7e zarodek z 2-6 blastomerami (26).

Zarodke vnesemo v materni¢no votlino
s katetrom, ki vsebuje tudi gojisce. Od leta 1991
se prenasajo najvec po 3 zarodki iz 2-dnev-
ne kulture ali po 2 moruli ali blastocisti iz
4-dnevne, zadnje Case pa celo 5-dnevne kultu-
re. Prenos opravimo v ginekoloskem poloZaju,
bolnica $e isti dan zapusti bolni$nico. Neupo-
rabljene zarodke zamrznemo, da jih lahko
uporabimo v naslednjih ciklusih (26, 31, 32).

Uspeh oploditve je odvisen od zarodkovih,
materinih in ocetovih dejavnikov. Zarodkove
dejavnike predstavljajo kakovost in Stevilo
zarodkov. Na kakovost zarodka vpliva kakovost
gamet, pravi Cas osemenitve in oploditve ter pra-
va sestava gojisca (25). Vecje Stevilo prenesenih
zarodkov poveca Stevilo uspesnih postopkov,
hkrati pa poveca Stevilo vecplodnih nosecnosti
(25, 33-38). Dabi to preprecili, se odlocamo za
prenos manjsega Stevila bolj kakovostnih zarod-
kov (34) na visji razvojni stopnji (31, 39-41).

Materini dejavniki so starost Zenske, delo-
vanje rodil, Stevilo dozorelih foliklov, kakovost
lutealne faze in sprejemljivost materni¢ne
sluznice (42, 43). Plodnost Zenske se z leti
zmanjsuje zaradi degeneriranja spolnih celic,
vecjega Stevila genetsko nepravilnih zarodkov
in upadanja sprejemljivosti maternicne sluz-
nice (25, 27, 42). Moznost vgnezdenja se po
40. letu zniza za vec kot 50 %, poveca pa se
tudi $tevilo spontanih splavov (25, 27, 44-46).
Studije kaZejo, da sodi tudi stres med pomemb-
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ne negativne dejavnike (42, 43). Najbolj tipic-
na mati pri postopku je nekaj let starejsa,
pogosto porocena, bolj izobrazena, ki kadi
manj kot druge in ima za seboj manj nosec-
nosti in porodov (47, 48). Od moskih dejavnikov
sta pomembna dejavnika kakovost (giblji-
vost, oblika) in $tevilo semencic.

Po zanositvi lahko nastopi spontani splav
(20-30%), porod (65-80 %) ali izvenmaternic-
na nosecnost nosecnost (3-5%). Enoplodnih
nosecnosti je 60—-80 %, ve¢plodnih nosec¢no-
sti pa 15-25% (3, 33, 49).

Zapleti pri postopku so razli¢ni. Ovarijski
hiperstimulacijski sindrom (OHS) se pojavlja
pri 3-4 % spodbujanj. Klini¢no se lahko kaze
z zelo blagimi znaki, ki minejo z menstruacijo,
pavse do tezkih, z jajéniki, vedjimi od 12x 12 cm,
s cistami, ovarijsko torzijo, ascitesom, hidro-
toraksom, dihalno stisko, hemokoncentracijo
in motnjami strjevanja krvi, delovanja jeter
in ledvic. V takih primerih je nujno bolni$nic-
no zdravljenje (3, 42, 50). Ob grozeCem resnem
OHS pri nas opravijo zgodnjo aspiracijo foli-
klov (terapevtska aspiracija). Nacin izvedbe
je enak kot pri zbiranju jajcec, le da jo opra-
vimo 10-12 ur po uporabi HCG in le na enem
jaj¢niku. Tako na Ginekoloski kliniki v Ljub-
Jjani od leta 1992-93 niso vec zasledili hujsih
oblik OHS (51). Zelo redki zapleti so poskod-
be, krvavitve in okuzbe (3). Najpogostejsi in
s tem najpomembnejsi zaplet uspelega postop-
ka IVF-ET je vec¢plodna nose¢nost (3, 25,
41-43, 49, 52, 53), ki je v vzroc¢ni povezavi
s Stevilom prenesenih zarodkov in starostjo
matere (34-38, 54).

Mikromanipulacija in postopek
oploditve z vbrizgavanjem spermija
v citoplazmo (ICSI)

Mikromanipulacija je kirurski postopek, pri
katerem se uporabljajo mikroorodja. Mikroo-
rodja so narejena iz tankih steklenih kapilar,
skozi katere se lahko ob delu pretaka tekoci-
na. Opremo za mikromanipulacijo sestavlja
tudi svetlobni mikroskop z 200- do 400-kratno
povecavo, na katerega so pritrjeni manipula-
torji za natancne gibe. Mikromanipulacija se
uporablja za oploditev jaj¢nih celic, pospese-
vanje vgnezdenja zarodkov, odstranjevanje
materiala iz jajénih celic ali zarodkov za genet-
sko analizo ter za prenaSanje citoplazme in
jeder (55).
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Postopek ICSI je na Ginekoloski kliniki
v Ljubljani v uporabi od leta 1994. Pri postop-
ku vbrizgamo spermij s pomocjo mikroorodja
neposredno v jajéno celico. Spermije lahko
dobimo iz sveZega ali zamrznjenega ejakula-
ta, aspirata epididimisa, testisa ali biopti¢nega
vzorca testisa (55, 56).

Indikacije za postopek ICSI so: oligozoosper-
mija, teratozoospermija, astenozoospermija,
nekrozoospermija, protispermijska protitelesa,
ponavljajoca se neuspela oploditev v postop-
ku IVFE, motnje ejakulacije, obojestranska
aplazija vas deferens, fibroza epididimisa,
neuspeli vazostomija in vazoepididimosto-
mija in zapora obeh ejakulacijskih vodov (1, 57).

V postopku ICSI je za oploditev dovolj en
sam spermij. Pri tem ni potrebno, da so sper-
miji gibljivi, éeprav je stopnja zanositve pri
negibnih spermijih nekoliko niZja, ker obstaja
vedja verjetnost, da smo uporabili mrtev sper-
mij. Sledi vbrizganje spermija v jaj¢no celico.
Z drzalno mikropipeto s pomocjo podpritiska
drZimo jajCece na mestu, z drugo, ki je ostrej-
$a in v kateri je spermij, pa predremo jajéne
ovoje ter sprostimo spermij globoko v citoplaz-
mo jajéne celice (55). ICSIlahko uporabljamo
tudi po neuspelem ciklusu IVF na isti jaj¢ni celi-
ci, in sicer ¢im prej po neuspeli osemenitvi (55).

Pri bolnicah s slabo napovedjo za nose¢nost
lahko vgnezdenje zarodka pospesimo s pomoc-
jo punkcije zone pellucide ali s t.i. metodo
»Assisted Hatching«. Punkcijo naredimo s kislim
sredstvom v mikropipeti ali pa z laserjem (55).
Za preimplantacijsko genetsko diagnozo lahko
odvzamemo polarno telesce, blastomero zgod-
njega zasrodka ali del trofoektoderma iz
blastociste. Dobljeni material prei§¢emo
s pomodjo polimerazne verizne reakcije ali
fluorescencne hibridizacije in situ (55, 57-59).

Delez nosec¢nosti na cikel se giblje od
22 do 40 %, delez porodov na prenos zarod-
kov pa 15-29 %, odvisno od izvora spermijev
in izbora zarodkov (57, 60). Uspeh pri drugih
indikacijah je nekoliko niZji kot pri moski
neplodnosti, kar kaZe na to, da metoda pri Zen-
ski neplodnosti ni popolnoma uspesna (55).

Zamrzovanje zarodkov

Problem neuporabljenih zarodkov so resili
z zamrzovanjem (32, 41), ki poteka na Gine-
kologki kliniki v Ljubljani Ze od leta 1994.

Pri izboru zarodkov izlo¢imo degenerira-
ne in fragmentirane zarodke, preostale pa
prenesemo v zamrzovalne raztopine pro-
pandiola in saharoze. Posrkamo jih v posebne
slamice za zmrzovanje v doloCenem zapo-
redju, tako da je na obeh straneh zarodkov Se
plast zraka in plast raztopine. Zamrznemo jih
v posebnem aparatu s pomocjo tekocega dusi-
ka do -190°C. Uporaba krioprotektorjev in
hiter padec temperature sta pomembna, da
ostane celi¢na voda v obliki mikrokristalov, ki
ne poskodujejo celice. Zarodke ogrevamo
hitro v padajocih koncentracijah propandio-
la in saharoze ter pustimo, da mediji z zarodki
iztecejo iz slamice. Kakovost zarodkov oceni-
mo glede na morfologki izgled. NajboljSe nato
splaknemo in jih do uporabe shranimo v teko-
¢em sredstvu pri 37°C (26, 61).

Zmrzovanje in odmrzovanje zarodkov je
ena izmed najzahtevnej$ih nalog za vsak
center IVF. Prvi rezultati zamrzovanja zarod-
kov po postopku IVF na Ginekoloski kliniki
v Ljubljani so pokazali, da je bilo po odmrzo-
vanju preZivetje morul in blastocist boljse kot
pri 2-4 celi¢nih zarodkih, vsaditev pa slabsa.
To kaze tudi na pomen ujemanja med sta-
njem endometrija in razvojnim stadijem
zarodkov (62). Podatki v svetovnem merilu
iz leta 1995 kaZejo na povprecno 16- do
16,5-odstotno preZivetje po postopku z upo-
rabo zamrznjenih zarodkov (63).

Za uporabo v kasnejih ciklusih IVF ali
ICSI lahko zamrzujemo tudi jajéne celice (64),
tkivo jaj¢nikov (65), spermije in tkivo testi-
sov (66).

Prirojene nepravilnosti

Prirojene nepravilnosti oziroma kongenitalne
anomalije so vse strukturne napake (priroje-
ne oziroma kongenitalne malformacije,
deformacije, disrupcije in displazije), kro-
mosomske nepravilnosti, prirojene napake
metabolizma in dedne bolezni (67). V nalo-
gi se bomo poleg kromosomskih nepravilnosti
omejili na prirojene malformacije.

Mozni mehanizmi nastanka prirojenih
nepravilnosti v postopkih opliditve
z biomedicinsko pomoc¢jo

Prva vprasanja, ki so se pojavila, so obravna-
vala oploditev in zgodnji razvoj zarodka
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v umetnem okolju, ki bi lahko bila vzrok za
razli¢ne prirojene napake. MoZni mehanizmi
prirojenih nepravilnosti pri postopku IVF-ET
naj bi bili izklju¢eni naravni mehanizmi
izbora, vplivi hormonskega spodbujanja in
delovanje fizikalnega ali kemic¢nega dejavni-
ka okolja (2, 3, 12, 68).

Posamezne Studije so hormonsko spodbu-
janje povezovale z okvaro nevralne cevi, pa
tudi z Downovim sidromom in anomalijami
udov. Raziskave so pokazale, da pri otrocih,
rojenih po hormonski stimulaciji, tveganje za
prirojene nepravilnosti ni vecje. Prav tako se
je izkazalo, da pri Zenskah, ki so prestale ova-
rijski hiperstimulacijski sindrom, ni vecjega
tveganja za rojstvo otroka s prirojenimi nepra-
vilnostmi (68).

Obstajajo dokazi, da ob prehodu skozi
Zenska spolovila nenormalni spermiji odmi-
rajo in tako ne doseZejo mesta oploditve. Zato
bi lahko postopek IVF povecal verjetnost
oploditve z nenormalnim spermatozojem
(1, 9, 12, 68). Velika koli¢ina spermatozojev
ob stiku z jaj¢no celico v postopku IVF bi lah-
ko povzrodila polispermi¢no oploditev (68),
Se posebej triploidijo (12). Izpostavitev jajc-
nih celic in zarodkov suboptimalnim pogojem
in vitro bi lahko povecala mozZnost kromosom-
skega nerazdvajanja (68).

Uvedba postopka ICSI je sprozila vrsto
nadaljnjih preiskav (69, 70). S postopkom naj
bi bila povezana tveganja pri izlocitvi proce-
sa izbora pred nastankom zarodka, uporabi
nenormalne sperme, vbrizganju tujega mate-
riala v jajéno celico in mehanskem aktiviranju
jajéne celice (1, 13).

Pri uporabi manj zrele sperme, posrkane
iz epididimisa ali testisov, so se pojavili dvomi
o zadovoljivem procesu zorenja in preobliko-
vanja DNA (1, 13, 22, 57). Raziskave kaZejo,
da niti obdelava moske gamete s kemi¢nimi
snovmi niti manipulacija z gametami ne
povecujeta moznosti genetskih nepravilnosti
pri otroku. ICSI-postopek pri moskih z nor-
malnimi spermiji ne kaze vecjega deleza
malformacij (71). Povecana naj bi bila tudi
moznost oploditve nenormalnega jajce-
ca (72). Uporaba navidezno neoplojenega,
a vendarle osemenjenega jaj¢eca v postopku
ICSI bi lahko povecala moznost anevploidi-
je (73).
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Uvedba zamrzovanja zarodkov naj bi
predstavljala novo izpostavitev zarodkov
neprimernim pogojem. Ni dokazov, da bi
zamrzovanje povecCalo moznost nastanka
mutacij (32).

Dejavniki tveganja pri neplodnih parih

Visja starost starSev je najpomembnejsi dejav-
nik tveganja. Vi§ja starost mater je povezana
s poveCanim tveganjem za kromosomske
nepravilnosti pri otrocih (2, 8, 46, 67, 68). Z leti
spolne celice degenerirajo in narasca tevilo
genetsko nepravilnih zarodkov (25, 27, 42).
Povprecna starost porodnic po naravni zano-
sitvi je 27-28 let, po postopku oploditve
z biomedicinsko pomocjo pa 33-34 let. Tudi
vi§ja starost pri ofetu povecuje moznosti za
nastanek mutacij, ki se prenesejo na potomce
(2). Neplodnost je tudi omenjana kot dejav-
nik tveganja. Velik deleZ (8-25 %) neplodnih
moskih ima kromosomske nepravilnosti, ki jih
lahko prenesejo na potomce (55, 74-76).
Pokazalo se je, da je velikemu delezu neus-
pelih poskusov IVF pripisati krivdo tudi
nepravilnostim jaj¢ne celice (9, 77) in daima
7-8 % parov, ki se zdravijo po postopku ICSI,
odkrite kromosomske nepravilnosti (78).
Obstaja cela vrsta genetskih dejavnikov, ki lah-
ko povzrocijo neplodnost oziroma zmanj$ano
plodnost parov.

Za ve¢ino moskih z nizkim $tevilom sper-
mijev velja, da so atrezijo spermijev povzrocili
varnostni mehanizmi v testisu zaradi motnje
na ravni spermatogeneze. Pri procesu ICSI
spermiji obidejo varnostne mehanizme izbora
v epididimisu in Zenskih rodilih (9, 12, 22, 68).
Pri mogkih z zmanj$ano plodnostjo je prisot-
nih ve¢ skupin z dolo¢eno vrsto nepravilnosti.
Ena izmed najpogostejsih so azoospermi¢ni
moski z anevploidijo spolnih kromosomov
47XXY, ki je povezana s Klinefelterjevim sin-
dromom. Vcasih gre tudi za mozaicizem
oblike 46XY/47XXY (22, 79). Studije porocajo
o vedji pojavnosti (1 %) nepravilnosti spolnih
kromosomov pri dojenckih ocetov v ICSI-po-
stopku (1, 22). Naslednja skupina so nosilci
strukturnih sprememb, kot so uravnotezena
in neuravnoteZena recipro¢na translokacija,
insercija, inverzija in druge. PribliZzno 4 % mos-
kih z nizjim Stevilom spermijev je nosilcev
takih nepravilnosti. Tudi e je njihov somat-
ski kariotip brez posebnosti, e vedno obstaja
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moznost kromosomskih napak (79). Zaradi
translokacij so mogoce trisomije, ki se pona-
vadi koncajo s spontanim splavom. Novorojencki
lahko podedujejo neuravnoteZeno transloka-
cijo (22). Tretja skupina so moski z resno
okvaro spermatogeneze, ki proizvajajo sper-
mije z diploidnimi spermatozooji, kar vodi
v nastanek triploidnega plodu (22, 79). Se
posebej pozoren je treba biti pri uporabi
spermijev, ki so vedji od ostalih in imajo ve¢
repkov (79). Cetrta skupina so nekateri kro-
mosomsko normalni moski, ki so manj plodni
zaradi izgube genov iz kromosoma Y, ki so
prvotnega pomena za nadzor spermatogene-
ze (22, 79). Mikrodelecija DNA-zaporedja na
posebnih mestih dolge rocice kromosoma Y
je prisotna pri 10 do 15 % vseh moskih z zmanj-
$ano tvorbo semena (79). Tovrstna napaka je
lahko prisotna pri nekaterih moskih z normal-
no tvorbo semena, kar pomeni, da se lahko
deduje recesivno (22). Vecina mikrodelecij
nastane na novo, kar iznic¢i prednosti kromo-
somske diagnostike (7). Moski potomec lahko
nasledi mikrodelecijo kromosoma Y in neplod-
nost, ki je povezana z njo (2, 79). Zadnjo
skupino pa predstavljajo moski s prirojeno
odsotnostjo vas deferens, pri katerih gre za
mutacijo ali delecijo obeh genov za Cezmem-
branski uravnovalec, ki je mutiran pri cisti¢ni
fibrozi (CFTR). Otroka lahko ob heterozigot-
ni materi za gen CFTR prizadane cisti¢na
fibroza (1, 22). Pri Zenskah so lahko povzro-
Citelji razne uravnoteZene in neuravnotezZene
translokacije (22, 80). Raziskave so pokaza-
le, da je velik delez (47 %) jaj¢nih celic
kromosomsko nenormalnih v tistih primerih
neplodnosti, kjer so neuspeh postopka prvot-
no pripisali moskim dejavnikom (77).

Drugi dejavniki tveganja

Mnogoplodne nosecnosti so po postopku
IVE/ET okoli dvajsetkrat pogostejse (35, 38, 48,
53, 81), pri mnogoplodnih nosecnostih pa je
tudi vedja verjetnost prirojenih nepravilnosti.

Otroci, rojeni po postopku oploditve z bio-
medicinsko pomodjo, so ponavadi natanéneje
opazovani kot otroci, rojeni po naravni zano-
sitvi, zaradi Cesar se odkrije ve¢ manjsih
nepravilnosti (32, 49, 82-84).

Preiskave zarodkov

Splav predstavlja naravni nacin odstranjeva-
nja kromosomsko nepravilnih zarodkov (22,
85-87). Kromosomske preiskave zgodnjih
spontano splavljenih zarodkov po naravni
zanositvi so pokazale kromosomske spre-
membe v 60%. Splavi so po IVF postopku
pogostejsi (20-30%) kot po naravni zanosi-
tvi (15 %) (25, 33, 49). Neplodni pari s slabo
napovedjo zanositve imajo velik delez kromo-
somsko nenormalnih zarodkov (85).

Pri nas narejena preiskava zarodkov po
spontanem splavu v zgodnji nosecnosti po
IVF-oploditvi je pokazala citogenetske spre-
membe pri 64 % zarodkov. Od tega je bilo 76 %
trisomij, medtem ko jih je po naravni zano-
sitvi 50 do 60 %. To bi lahko razlozili z visjo
starostjo matere, saj se posamezne vrste tri-
somij po umetni oploditvi ne razlikujejo od
tistih po naravni. Triploidnih zarodkov je bilo
v raziskavi manj (5 %) kot po naravni zano-
sitvi (18-20%), verjetno zato, ker so triploidne
zarodke spoznali in odstranili Ze pred preno-
som v maternico. Sicer pa naj bi bilo tveganje
za triploidijo po umetni oploditvi vecje zaradi
razli¢nega stadija jaj¢nih celic po hormonski
stimulaciji in moZnosti oploditve jajéne celi-
ce z ve¢ spermiji. Tetraploidnih je bilo v obeh
skupinah 10 %. Mozai¢ni zarodki so bili pogo-
stejsi kot po naravni zanositvi, verjetno zaradi
prenosa vec zarodkov, saj mnogoplodne
nosecnosti povecujejo verjetnost odkritja mozai-
cizma v splavku (88).

V nekatere raziskave pa so celo ugotav-
ljajo manjse Stevilo kromosomskih aneuploidij
po spontanem splavu v zarodkih po postopku
IVF in ICSI kot v zarodkih po naravni zano-
sitvi in zanositvi s pomocjo znotrajmaternicne
osemenitve (89).

Narejene so bile $tevilne preiskave pred-
vsaditvenih zarodkov. Kromosomske preiskave
teh zarodkov so pokazale nenormalnosti
v 22,5% (90). Preiskave zarodkov slabe
kakovosti po IVF oploditvi pa so pokazale kro-
mosomske nepravilnosti v 90 % (86).

Narejene so bile tudi preiskave zarodkov
v zgodnji nosecnosti s pomocjo biopsije
horionskih resic in amniocentezo pri nosec-
nicah po postopku IVEF/ET. V celicah, dobljenih
z amniocentezo, niso nasli ni¢ ve¢ kromosom-
skih nepravilnosti po postopku IVF/ET kot po
naravni zanositvi. Kromosomske nepravil-
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nosti so bile pogostejse po biopsiji horionskih
resic po postopku IVF/ET kot po naravni
zanositvi. Pojav so razlozili s hipotezo izginja-
jo¢ih dvojckov, pri kateri naj bi resorbcija
enega izmed plodov za seboj pustila citoge-
netsko me$ano posteljico (91).

Prizadevanje po zmanjSevanju Stevila
nepravilnosti pri zarodkih napredujejo v sme-
ri novejsih in boljsih medijev za gojitev, boljsa
pa je tudi nadzor CistoCe okolja (zraka in
vode). Poleg tega se vedno bolj uporabljajo
zarodki iz podalj$anih kultur v stadiju blasto-
ciste. To je koristno iz ve¢ razlogov. Prvic,
mnogi genetsko nepravilni zarodki se do te
faze sploh ne razvijejo, drugic¢, morfoloska
ocena zarodka je olajSana in v maternico pre-
nesemo le bolj kakovostne zarodke in, tretjic,
omogocena nam je izvedba biopsije blastoci-
ste in predvsaditvena genetska diagnoza (22,
39, 87).

Genetska diagnoza

Glede na genetske dejavnike, ki lahko povzro-
¢ijo neplodnost, se moramo vprasati po
potrebi genetskih preiskav pri neplodnih
parih. Naj bi preiskali vse partnerje za vse
genetske nepravilnosti? Naj omejimo preiska-
ve samo na tiste z vecjim tveganjem?

Za klasi¢no predrojstveno kromosomsko
diagnozo so indikacije skrbno pretehtane, saj
se celice za preiskavo dobijo s pomodjo inva-
zivnih posegov (amniocenteza, biopsija
horionskih resic, kordocenteza in pozna
biopsija posteljice), ki povecujejo mozZnost
spontanega splava. Nekatere raziskave v tuji-
ni kaZejo, da se le vsak tretji par odlodi za to
moznost (73). Nekateri avtorji priporocajo
kromosomske preiskave ocetov v ICSI-po-
stopku (14, 79), drugi pa obeh partnerjev,
udelezenih v ICSI-postopku (22). Za preiska-
ve z metodami rekombinantne DNA se pri
nas odlocijo pri monogenski bolezni otroka
ali enega od star§ev (92). Razvoj tehnik
mikromanipulacije z biopsijo zarodka, fluo-
rescencne hibridizacije in situ in polimerazne
verizne reakcije so omogocile predvsaditve-
no genetsko diagnozo (22, 93, 94). Izvedemo
jo, kadar presejalni testi pokaZejo, da obsta-
ja genetski vzrok za neplodnost. Indikacije
zanjo so podobne kot za kromosomske prei-
skave. Z metodo dolo¢imo kromosomsko
strukturo ali mutacijo doloCenega gena zarod-
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ka Ze pred vnosom v maternico v postopku
IVF. Na tak nacin se lahko izognemo prenosu
resne genetske nepravilnosti ali pa prekinitve
nose¢nosti v njenem kasnejsem poteku (22).
Material za preiskavo dobimo z biopsijo polar-
nega telesca (58), z biopsijo ene ali dveh
blastomer 3 dni starega zarodka (39, 57) ali
z biopsijo nekaj celic trofoektoderma blasto-
ciste iz podalj$ane kulture (95). Predvsem pri
starejsih bolnicah s slabo napovedjo in veli-
kim $tevilom neuspesnih poskusov IVF lahko
tako s predvsaditveno genetsko diagnozo
poveéamo moznost vsaditve (22).

Preprecevanje prirojenih nepravilnosti

Se vedno obstajajo tveganja za nastanek dolo-
¢enih vrst nepravilnosti. Zato se je priporocljivo
drzati naslednjih nacel:

e skrbna diagnosti¢na obravnava parov pred
postopkom (80);

* vzdrZevanje sterilnosti in optimalne sesta-
ve sredstev v laboratoriju (22);

* zmanjSevanje moznosti nastanka vec¢plod-
ne nosecnosti, pri katerih so prirojene
nepravilnosti pogostejse (48, 82-84);

e prenos zarodkov iz podaljSane kulture
(22, 39);

* uporaba predvsaditvene tehnike in drugih
tehnik genetske diagnoze (22).

NAMEN RAZISKAVE

Namen naloge je ugotoviti, ali so prirojene
nepravilnosti pri novorojenckih, rojenih po
postopkih oploditve z biomedicinsko pomo¢-
jo, pogostejse kot pri novorojenckih, rojenih
po spontani zanositvi.
Predpostavili smo, da:

* kromosomske, strukturne in letalne nepra-
vilnosti pri novorojenckih, rojenih po
postopkih oploditve z biomedicinsko pomoc-
jo, niso pogostejse kot pri novorojenckih,
rojenih po spontani zanositvi;

* kromosomske, strukturne in letalne nepra-
vilnosti pri novorojenckih, rojenih po
postopkih oploditve z biomedicinsko pomo¢-
jo, niso pogostejse kot pri novorojenckih,
rojenih po spontani zanositvi, katerih
matere sSmo po starosti, pariteti, Stevilu plo-
dov in letu poroda izenadili z materami
Studijske skupine;
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¢ delezZi prirojenih nepravilnosti v skupini
novorojenckov s prirojenimi nepravil-
nostmi, rojenih po postopkih oploditve
z biomedicinsko pomodjo, se ne razlikuje-
jo od delezev prirojenih nepravilnosti
v skupini novorojenckov s prirojenimi
nepravilnostmi, rojenih po spontani zano-
sitvi;

* starost, pariteta, Stevilo plodov in oploditev
po postopku ICSI niso dejavniki tveganja
za rojstvo novorojencka s prirojeno nepravil-
nostjo pri materah, zdravljenih s postopki
oploditve z biomedicinsko pomocjo.

PREISKOVANCI IN
METODE DELA

Studijske in kontrolne skupine
preiskovancev

V raziskavo smo vkljudili 242.164 novorojen-
cev, ki so se rodili 241.607 materam, in sicer
Ppo spontani zanositvi in po oploditvi s postop-
kom IVF-ET od aprila 1987 do decembra 1997
v Sloveniji. Po postopku IVF-ET jih je 742 rodilo
v porodnis$nici v Ljubljani, 29 v porodni$ni-
ci v Celju, 17 v porodni$nici v Sempetru,
20 v porodnidnici v Murski Soboti, 16 v porod-
nis$nici v Trbovljah, 20 v porodnisnici v Kranju,
21 v porodnisnici v Izoli, 4 v porodni$nici na
Jesenicah, 14 v porodni$nici v Novem mestu,
9 v porodnisnici v BreZicah, 9 v porodni$ni-
ci na Ptuju, 30 v porodnisnici v Slovenj
Gradcu, 144 v porodnisnici v Mariboru in
26 v porodnis$nici v Postojni. Nasa retrospek-
tivna raziskava je kohortna, nadzorovana in
opisna.

Pojavnost posameznih vrst prirojenih
nepravilnosti - primerjava s splo$no
populacijo

STUDI]A 1je kohortna in primerja pojavnost
nepravilnosti v naslednjih dveh skupinah:

v Studijski skupini 1 (IVF 1) — 1404 novo-
rojenckov, ki so se rodili po oploditvi
s postopkom IVF-ET;

* v kontrolni skupini 1 (kontrola 1) - celotna
slovenska kohorta 240.760 novorojenc-
kov, rojenih po naravni zanositvi.

Pojavnost posameznih vrst prirojenih
nepravilnosti — primerjava z izbrano
populacijo

STUDIJA 2 je nadzorovana in primerja pojav-
nost nepravilnosti v naslednjih dveh skupinah:

v Studijski skupini 2 (IVF 2) - 1270 novo-
rojenckov, ki so se rodili po oploditvi
s postopkom IVF-ET;

* v kontrolni skupini 2 (kontrola 2) — 1270 novo-
rojenckov, ki so se rodili po spontani
zanositvi, katerih matere smo po starosti,
pariteti, mnogoplodnosti in letu poroda
izenacili z materami preiskovane skupine 2
(134 materam po zanositvi s postopkom
IVF-ET nismo mogli najti para zaradi pomanj-
kanja mnogoplodnih nosec¢nosti v naravni
populaciji, zato smo jih iz Studije izpustili).

Pojavnost nepravilnosti glede
na nacin oploditve

STUDIJA 3 je kohortna in primerja pojavnost
nepravilnosti v naslednjih dveh skupinah
novorojenckov s prirojenimi nepravilnostmi:

o v Studijski skupini 3 (IVF 3) = 73 novoro-
jenckov s prirojenimi nepravilnostmi,
rojenih po postopku IVF-ET;

* vkontrolni skupini 3 (kontrola 3) — 9685 novo-
rojenckov s prirojenimi nepravilnostmi,
rojenih po spontani zanositvi.

Mozni dejavniki tveganja za rojstvo
novorojencka s prirojeno nepravilnostjo

STUDIJA 4 je kohortna in primerja dve sku-
pini mater, ki so zanosile po postopku IVF-ET:

e Studijsko skupino 4 — 54 mater novorojenc-
kov s prirojenimi nepravilnostmi, ki so
zanosile po postopku IVF-ET;

* kontrolno skupino 4 — 1049 mater novoro-
jenckov brez prirojenih nepravilnosti, ki so
zanosile po postopku IVF-ET.

Zbiranje in obdelava podatkov

Raziskava je retrospektivna. Podatke o bolni-
cah smo dobili iz ve¢ virov. Seznam 1331 Zensk,
ki jim je bil narejen poseg IVF-ET, od tega
35 Zensk, ki so jih zdravili s postopkom ICSI,
smo dobili iz ra¢unalniske zbirke podatkov
v Laboratoriju IVF-ET v Ljubljani. Tu smo
dobili tudi podatke o nacinu indukcije ovu-
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lacije in zamrznjenih zarodkih. Podatke o Ste-
vilu in vrstah nepravilnosti, gestacijski starosti
in teZi novorojenckov ter starosti mater smo
dobili iz Perinatalnega informacijskega siste-
ma Slovenije. Ker porod po postopku IVF-ET
vcasih ni zabeleZen v sistemu, smo si poma-
gali s porodnimi knjigami in zapisniki iz vseh
slovenskih porodni$nic. Naloga vsebuje le pre-
verjene podatke. Za 114 bolnic, ki so jim
naredili poseg drugje, podatkov o postopku
nismo mogli dobiti. Zaradi sprememb priim-
kov mater in dejstva, da nekatere niso rodile
v Sloveniji, 175 porodov nismo mogli izsledi-
ti. Od 8tirih smo uspeli izslediti le en porod po
prenosu odmrznjenega zarodka.

Statisti¢no obdelavo vseh podatkov smo
opravili na osebnem racunalniku s pomocjo
statisti¢nega programskega paketa SPSS 6.1.
Rezultate smo ovrednotili s testom hi-kvadrat
za neparametricne in t-testom za parametric-
ne spremenljivke. Razlike med vzorci smo
imeli za statisti¢no znacilne, kadar je bila stop-
nja tveganja (vrednost p) manjsa od 0,05
(p<0,05). V tabelah smo oznacevali statisti¢-
no znacilnost s Stevilko, statisticno znacilne
razlike pa smo poudarili s krepkim tiskom.

Raziskavo je odobrila Komisija za medi-
cinsko etiko pri Ministrstvu za zdravstvo
Republike Slovenije (glej prilogo).

Izvedba postopka oploditve

Preiskovanke so dobivale dve vrsti spodbujanja:
gonadotropinsko spodbujanje in kombinacijo
gonadotropinskega spodbujanja z analogi GnRH.

Gonadotropinsko spodbujanje je dobivalo
619 preiskovank, kombinacijo gonadotropinov
s klomifenom pa 23 preiskovank. Dobivale so
preparat Pergonal (hMG) po 2 do 3 ampule
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od drugega dne ciklusa. V vsaki ampuli je
75 L. E. folikle stimulirajo¢ega hormona (FSH)
in 75 I.E. luteinizirajo¢ega hormona (LH).
Rast foliklov so spremljali ultrazvocno in
z merjenjem serumske koncentracije estradio-
la. Pred ovulacijo so preiskovanke dobile Se
5000 do 10.000 I. E. hCG. 1 do 3 dni kasneje
so s tehniko skozi noZnico pod ultrazvo¢no
kontrolo vsrkali jajéne celice (slika 1).

Pri 37 bolnicah so uporabili preparat
Metrodin®, ki je bolj pre¢iséen HMG in ima
vecjo vsebnost FSH. Prej$nji shemi se dodaja
prve 3 dni, ¢e so bila poprej$nja spodbujaa-
nja pri bolnici neuspesna.

Spodbujanje z analogi GnRH so uporabili
pri 272 bolnicah. Preparati, ki so jih upora-
bili, se imenujejo Suprefact®, Zoladex® in
Decepeptyl®. Suprefact se uporablja najpogo-
steje, Decepeptyl pa ima najvedji ucinek.
Dajemo jih lahko v folikularni ali lutealni fazi
ciklusa po 0,6 do 0,9 mg na dan. Po 14 dneh
bolnica dobi $e dnevni odmerek HMG, posto-
pek pa se potem nadaljuje po istem vzorcu kot
pri gonadotropinskem zdravljenju (slika 2).

Pri 38 nasih bolnicah so dnevno vbrizga-
1i 0,6 ml Suprefakta® v podkozje od 2. dne dalje
kakih 14 dni vsak dan (do ovarijske desenzi-
bilizacije), nato pa uporabili Pergonal® v 2 do
4 ampulah na dan in nadaljevali kot pri gona-
dotropinskem ciklu. Analoge GnRH lahko
uporabimo tudi od 22. dne ciklusa dalje, ven-
dar vmes nastopi menstruacija. Po prenosu
zarodkov (ET) je obvezno lutealno nadomes-
Canje, zato bolnica dobiva HCG od dneva ET
$e 4-10 dni. Pri 8 bolnicah so uporabili pre-
parat Decepeptyl®, pri 12 pa Zoladex®.

Po indukciji je sledila aspiracija v 10-16 ali
v 24-28 dneh po zacetku ciklusa, odvisno od
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Slika 1. Spodbujane jajcnikov s cloveskim menapavznim gonadotropinom (HMG) in cloveskim horionskim gonadofropinom (HCG).
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Slika 2. Spodbujanje jajcnikov z analogi gonadotropine sproscujocim hormonom (GnRH), cloveskim menopavznim gonadotropinom

(HMG) in cloveskim horionskim gonadotropinom (HCG).

dneva zacetka zdravljenja. Prenos zarodka je
vecinoma sledil 2 dni kasneje, pri 66 bolni-
cah 4 dni kasneje. Prenesenih je bilo 1 do
6 zarodkov. Povprecno so prenesli vsaki bol-
nici po 3,22 zarodkov.

Pri petintridesetih Zenskah, ki so bile
zdravljene s postopkom ICSI, smo uporabili
kombinacijo GnRH (preparat Zoladex® ali
Suprefact®) in gonadotropinov (preparat
Pergonal® ali Metrodin®). Prenesenih je bilo
1 do 4 zarodkov na ciklus, povprecno 2,06 vsa-
ki bolnici.

Zamrznjenih je bilo 10 zarodkov pri 4 Zen-
skah, povpreéno 2,5 zarodkov pri vsaki.
Propadel je 1 zarodek. V ciklusu so prenesli
1 do 4 zarodke.

Vsem Zenskam so naredili od 1 do 14 posku-
sov zdravljenja, povprecno 3,01 poskusov vsaki.

Opazovane spremenljivke

Splosne znadilnosti: gestacijska starost in
porodna teZza novorojenckov (gestacijska sta-
rost je podana v tednih, ki so minili od zadnje
menstruacije, preverjena z ultrazvokom do
20. tedna nosec¢nosti), mrtvorojenost (delez
mrtvih plodov nad 500g, izraZeno v promi-
lih (%o) od vseh Zivo- in mrtvorojenih), Stevilo
plodov ter starost in pariteta mater.
Prirojene nepravilnosti smo opredelili
s pomocjo 9. izdaje Mednarodne klasifikaci-
je bolezni (96) za leta 1987-1996 in 10. izdaje
Mednarodne klasifikacije bolezni (97) za
leto 1997 (glej prilogo): prirojene kromo-
somske nepravilnosti, prirojene strukturne
nepravilnosti (malformacije Zivéevja, Cutil,
srca in obtodil, dihal, prebavil, migi¢no-ske-

letnega sistema in urogenitalnega trakta) ter
prirojene letalne nepravilnost (opredelili
smo jih kot nepravilnosti, ki so bile navede-
ne kot vzrok smrti v listu novorojencka (98)).

Kot mozZne dejavnike tveganja smo obrav-
navali starost matere, $tevilo plodov, pariteto
in oploditev po postopku ICSI.

REZULTATI

Opis skupin preiskovancev

Pri primerjavi skupin IVF in kontrolnih sku-
pin sta bili povprecna gestacijska starost in
porodna teZa novorojenckov znacilno nizji
v skupinah IVF. Razlika v deleZu mrtvoroje-
nih ni bila znacilna pri nobeni primerjavi. Pri
primerjavi skupine IVF 1 in kontrolne skupi-
ne 1 ter skupine IVF 3 in kontrolne skupine 3
je bilo znacilno ve¢ mnogoplodnosti, povprecne
starosti mater in $tevila ter deleZa prvorodk
v skupinah IVF. Podatke prikazuje tabela 1.

Pojavnost prirojenih
nepravilnosti = primerjava
s splosno populacijo

Pri pojavnosti malformacij srca in obtocil,
dihal, letalnih nepravilnosti in vseh nepravil-
nosti smo pri primerjavi med skupino IVF 1
in kontrolno skupino 1 nasli znacilno visje
vrednosti v skupini IVF 1. Pojavnost malfor-
macij misi¢no-skeletnega sistema je bila
v skupini IVF znacilno niZja. Pri primerjavi
pojavnosti kromosomskih nepravilnosti zna-
Cilne razlike med obema skupinama nismo
nasli. Primerjave prikazuje tabela 2.
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Tabela 1. Opis skupin preiskovancev in njihovih mater.

IVE-1 Kontrolna p IVF-2 Konirolna p IVE-3  Kontrolna p
skupina 1 skupina 2 skupina 3

NOVOROJENCKI
Gestacijska starost
povpredje  [tedni] 36,5 39,2 0,000 37,5 38,3 0,000 34,9 38,8 0,000

Porodna teZa
povpredje [g] 2741 3350 0,000 2852 2950 0,002 2239 3251 0,000
Mrivorojenost
Stevilo 17 1360 0,350 12 14 0,493 2 137 0,341
delez [%] 1,2 0,6 09 1,1 2,7 14
Mnogoplodnost
Stevilo 263 2520 0,000 215 1,000 32 245 0,000
dele7 [%] 238 1,1 20,4 43,8 25
MATERE
Starost
povpretna sfarost [leta] 32,8 26,3 0,000 32,9 1,000 35,6 26,5 0,025
Rodnost
prvorodke [ 927 112961 0,000 855 1,000 43 9743 0,000
prvorodke [%] 84,0 47,4 0,000 81,0 1,000 79,6 49,6 0,000
4 Tabela 2. Pojavnost prirojenih nepravilnosti — primerjava skupine preiskovank v Studiiski skupini 1 (IVF 1) in konfrolne skupine 1.
IVF1 Kontrole 1 IVF1 Kontrole 1 p
n=1404 n = 240,760 [%] [%]
Kromosomske nepravilnosti 4 282 0,3 0,1 0,068
Strukturne nepravilnosti
Malformacije Zivcevia 5 434 0,4 0,2 0,122
Matformacije cutil 1 101 0,1 0 0,594
Malformaciie srca in obtoil 13 894 0,9 04 0,001
Malformacile dihal 4 225 0,3 0,1 0,020
Malformacije prebavil 9 837 0,6 0,3 0,063
Malformaciie misicno-skelemega sistema 8 2847 0,6 1,2 0,034
Malformaciie urogenitalnega trakta 13 2377 0,9 1,0 0,817
Lefalne nepravilnosti 10 494 0,8 0,2 0,006
SKUPAJ 73 9685 52 40 0,025
Pojavnost prirojenih Pojavnost prirojenih
nepravilnosti - primerjava nepravilnosti glede
z izbrano populacijo na naéin oploditve

Razlike v kromosomskih, strukturnih in letal-  Pri primerjavi med skupino IVF 3 in kontrol-
nih nepravilnosti pri primerjavi med skupino  no skupino 3 je bilo znacilno ve¢ malformacij
IVF 2 in kontrolno skupino 2 niso bile zna-  srca in obtocil ter letalnih nepravilnosti v sku-
¢ilne. Primerjave prikazuje tabela 3. pini IVF 3. Pri primerjavi drugih nepravilnosti
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Tabela 3. Pojavnost prirojenih nepraviliosti — primerjava skupine IVF 2 in kontrolne skupine 2.

IVF2 Konirole 2 IVF2 Konirole 2 p
n=1270 n=1270 [%] [%]

Kromosomske nepravilnosti 4 1 0,3 0,1 0,179
Strukturne nepravilnosti

Malformacile Zivéevia 3 4 0,2 0,3 0,705
Malformacie cutil 1 1 0,1 0,1 1,000
Malformacije srca in oboil 11 10 09 0,8 0,827
Malformacije dihal 2 0 0,2 0,0 0,157
Malformacije prebavil 5 5 0,4 0,4 1,000
Malformacije misicnoskeletnega sistema 8 9 0,6 0,7 0,808
Malformacije urogenitalnega trakta 12 23 09 18 0,061
Lefalne nepravilnosfi 7 b 18,9 20,7 0,858
SKUPAJ 59 65 46 51 0,581

Tabela 4. Pojavnost prirojenih nepravilnosti v skupini novorojenckov s prirojenimi nepravilnostmi glede na nacin oploditve — primer-

java skupine IVF 3 in kontrolne skupine 3.

IVF3 Kontrole 3 IVF3 Kontrole 3 p
n=73 n=9685 [%] [%]
Kromosomske nepravilnosti 4 282 55 29 0,195
Strukture nepravilnosti
Malformacije Zivéevia 5 434 6,8 45 0,331 15
Malformacije cutil 1 101 14 1,0 0,784
Malformaciie srca in obtoil 13 891 17,8 9,2 0,011
Malformacije dihal 4 212 5,5 22 0,057
Malformacile prebavil 9 837 12,3 8,6 0,265
Maformacije misicnoskeletmega sistema 8 2847 11,0 294 0,001
Malformacije urogenitalnega frakta 13 2377 27,8 24,5 0,183
Letalne nepravilnosti 10 496 15,1 45 0,006

znacilnih razlik nismo nasli. Primerjave pri-
kazuje tabela 4.

Pri novorojenckih v skupini IVF 3 smo
nasli naslednje letalne nepravilnosti: en Dow-
nov sindrom in en Pataujev sindrom, dve
koarktaciji aorte, dva sindroma hipoplazije
levega srca, tri nepravilnosti diafragme
(v enem primeru v kombinaciji s hipoplazi-
jo pljuc) in en anencefalus.

Mozni dejavniki tveganja za
rojstvo novorojenéka

s prirojeno nepravilnostjo

Pri primerjavi $tudijski skupine 4 in kontrol-
ne skupine 4 nismo nasli znacilnih razlik.
Primerjave prikazuje tabela 5.

Pri analizi postopka ICSI kot dejavnika
tveganja smo primerjali novorojencke mater
S$tudijske skupine 4 in kontrolne skupine 4.
Povprecna gestacijska starost novorojenckov
v Studijski skupini 4 je bila 34,9 tednov, v kon-
trolni skupini pa 36,6 tednov. Povprecna porodna
teza v Studijski skupini 4 je bila 2239,0 gra-
mov, v kontrolni skupini 4 pa 2768,5 gramov.
Razlika je bila pri obeh primerjavah znacilna
(p =0,000), z nizjimi vrednostmi v Studijski
skupini 4. DeleZ mrtvorojenih je bil v Studijski
skupini 2,7 %, v kontrolni skupini pa 1,1 %. Pri
primerjavi razlika ni bila znacilna (p = 0,220).

Pri novorojenckih, rojenih po postopku
ICSI, smo nasli 4 prirojene nepravilnosti, in
sicer kriptorhizem, odprt duktus arteriosus
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Tabela 5. MozZni dejavniki tveganja za rojstvo novorojencka z nepravilnostio — primerjava Studiiske skupine 4 in konfrolne skupine 4.

Studijska skupina 4 Kontrole 4 p
n=>54 n=1049

Povpretna starost mater [leta] 33,6 32,9 0,222
Pariteta mater
Prvorodke [n] 43 833

[%] 79,6 84,3 0,365
Mnogoplodna nosecnost

[n] 23 250

[%] 24,1 238 0.968
Oploditev z ICSI n=73 n=1331

[n] 4 69

[%] 55 50 0.081

(rojen v 30. tednu), razcep ustnice in neba ter
deformacijo stopala.

RAZPRAVLJANJE

Pojavnost prirojenih
nepravilnosti = primerjava
s splosno populacijo

Predpostavili smo, da prirojene nepravilno-
sti pri novorojenckih, rojenih po postopku
oploditve z biomedicinsko pomocjo, niso
pogostejse kot pri novorojenckih, rojenih po
spontani zanositvi.

Pojavnost vseh prirojenih nepravilnosti
skupaj je bila v skupini IVF znacilno vecja kot
v splo$ni populaciji, kar se ne ujema z ugo-
tovitvami vecine tujih preiskav (8, 10, 84).
V svetovnih $tudijah nose¢nosti IVF vecino-
ma porocajo o 2 do 3 % pojavnosti prirojenih
nepravilnosti v skupinah IVF (1, 2), nekate-
re celo 0 1% (99), pri nas pa je pojavnost
5,2 %. Nekatere avstralske, novozelandske in
italijanske raziskave so odkrile ve&jo pojavnost
prirojenih nepravilnosti pri svojih novorojenc-
kih, rojenih po postopku IVF-ET (100-102).
V skupini IVF smo ugotovili tudi znacilno vec¢
malformacij srca in obtocil, malformacij dihal
ter letalnih nepravilnosti kot v splosni popu-
laciji. Znacilno ve¢ malformacij dihal, srca in
obtocil so nasli tudi avstralski, novozelandski
in italijanski avtorji (102, 103). Podobnih
primerjav za letalne nepravilnosti v tuji lite-
raturi nismo zasledili.

Malformacij misi¢no-skeletnega sistema
je bilo pri primerjavi skupine IVF in splo$ne
populacije znacilno manj v skupini IVF.

Morin in sodelavci (6) pri podobnih primer-
javah znacilnih razlik niso nasli, medtem ko
druga evropska porocila kazejo manj$o pojav-
nost tovrstnih malformacij v splo$ni populaciji
(0,1%) (104).

V nasi raziskavi nismo nasli znacilno ve¢
kromosomskih nepravilnosti v skupinah IVFE.
Svetovna porocila (105) porocajo o 0,2%
pojavnosti tovrstnih nepravilnosti v skupinah
IVF, kar je primerljivo z nasimi ugotovitvami
(0,3 %). V skupinah IVF nismo nasli znacilno
ve¢ malformacij Zivéevja, cutil, prebavil in
urogenitalnega sistema. Pojavnost omenjenih
malformacij v skupinah IVF je primerljiva
s pojavnostjo v tujih Studijah, kjer razlike prav
tako niso znacilne (8, 83, 84, 99).

Pojavnost prirojenih
nepravilnosti - primerjava
z izbrano populacijo

Predpostavili smo, da prirojene nepravilno-
sti pri novorojenckih, rojenih po postopkih
oploditve z biomedicinsko pomodjo, niso
pogostejse kot pri novorojenckih, rojenih po
spontani zanositvi, katerih matere smo po sta-
rostih, pariteti, mnogoplodnosti in letu poroda
izenacili z materami Studijske skupine.

V skupini IVF smo nasli znacilno ve¢
mnogoplodnih nosecnosti in prvorodk ter
znacilno starejSe matere. Ker nas je zanimal
vpliv omenjenih dejavnikov, smo matere
obeh skupin izenacili po starosti, pariteti,
mnogoplodnosti in letu poroda. Pri primer-
javi tako dobljene skupine IVF in izenacene
kontrolne skupine nismo nasli znacilnih raz-
lik v pojavnosti katerekoli nepravilnosti.
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Podobne rezultate so v kontroliranih $tudi-
jah dobili tudi Morin s sodelavci) in(6) drugi
tuji avtorji (7, 83, 84, 99), medtem ko so
Angle7i (8) v podobni $tudiji pri svoji skupi-
ni IVF nasli znacilno ve¢ kromosomskih
nepravilnosti in malformacij urogenitalnega
sistema.

Pojavnost prirojenih
nepravilnosti glede
na naéin oploditve

Predpostavili smo, da prirojene nepravilno-
sti v skupini novorojenckov s prirojenimi
nepravilnostmi, rojenih po postopkih oplodi-
tve z biomedicinsko pomocjo, niso pogostejse
kot pri novorojenckih s prirojenimi nepravil-
nostmi, rojenih po spontani zanositvi.

Pri primerjavi novorojenckov s prirojeni-
mi nepravilnostmi, rojenih po postopku
IVF-ET, in novorojenckov s prirojenimi nepra-
vilnostmi, rojenih po spontani zanositvi, je bil
delez malformacij srca in obtocil ter usodnih
nepravilnosti znacilno vedji v skupini IVF.
Tuje studije (10, 84, 99) porocajo o 14 do 20%
malformacij srca pri svojih skupinah IVF, kar
je primerljivo z naso skupino IVF (17,8 %).
Malformacije srca in obto¢il so pomembne
tudi zato, ker so bile Stiri od desetih letalnih
nepravilnosti v nasi raziskavi ravno malfor-
macije te vrste. Do podobnih zakljuckov so
prisli tudi v ameriskih raziskavah (83).

V skupini novorojenckov z nepravilnostmi
po postopku IVF-ET smo ugotovili znacilno
manj malformacij migi¢no-skeletnega sistema.
Francoski avtorji (10, 84, 99) porocajo o 8- do
19-odstotnem delezu tovrstnih malformacij
v skupinah IVF, kar je primerljivo z nasimi
rezultati (11 %).

Med skupino novorojenckov s prirojeni-
mi nepravilnostmi, rojenih po postopku
IVF-ET, in skupino novorojenckov s priroje-
nimi nepravilnostmi rojenih po spontani
zanositvi, nismo nasli znacilnih razlik v dele-
Zu kromosomskih nepravilnosti, malformacij
Zivéevja, Cutil, dihal, prebavil in urogenital-
nih malformacij. Francoski avtorji porocajo
0 5- do 6-odstotnem delezu kromosomskih
nepravilnosti (84, 99), kar je primerljivo z naso
skupino IVF (5,5 %), medtem ko so nekatere
druge Studije (10) nasle vedji delez tovrstnih
nepravilnosti (23 %). Prav tako so nasli 6 do
12,5 % malformacij Ziv¢evja, 5 do 12 % mal-

formacij prebavil in 14 do 20 % urogenitalnih
malformacij v skupinah IVF, kar se ujema
z na$imi rezultati (10, 84, 99).

Moini dejavniki tveganja
za rojstvo otroka s prirojeno
nepravilnostjo

Predpostavili smo, da starost, pariteta, mno-
goplodnost in oploditev s postopkom ICSI niso
dejavniki tveganja za rojstvo novorojencka
s prirojeno nepravilnostjo pri materah, ude-
leZenih v postopku oploditve z biomedicinsko
pomocdjo.

Primerjava med materami, zdravljenimi
s postopkom IVE-ET, ki so rodile novorojenc-
ke s prirojenimi nepravilnostmi, in materami,
zdravljenimi s postopkom IVE-ET, ki so rodile
novorojencke brez prirojenih nepravilno-
sti, ni pokazala znacilnih razlik. Od mozZnih
dejavnikov tveganja (starost matere, parite-
ta, mnogoplodnost in oploditev po postopku
ICSI) se znotraj skupine mater, zdravljenih po
postopku IVF, ni noben izkazal za pomembne-
ga. Pri iskanju dejavnikov tveganja so podobne
rezultate dobili tudi francoski in angleski
raziskovalci (8, 10). V nasprotju s Stevilnimi
tujimi porocili o postopku ICSI kot dejavni-
ku tveganja za nepravilnosti predvsem
spolnih kromosomov (106, 107) nismo pri
nasi skupini novorojenckov, rojenih po postop-
ku ICSI, nasli niti ene. Nepravilnosti, ki smo
jih nasli, so bile le nenevarne malformacije.
O¢itno znotraj skupine zdravljenih mater,
poleg znanih dejavnikov tveganja, obstaja Se
nek drug dejavnik tveganja, ki ga z naso razi-
skavo ne moremo odkriti. V tej smeri bodo
potrebne Se nadaljnje raziskave.

ZAKLJUCKI

Postopki oploditve z biomedicinsko pomocjo
ne povecujejo verjetnosti nastanka prirojenih
nepravilnosti.

Malformacije srca in obto¢il predstavlja-
jo vedji delez prirojenih nepravilnosti po
oploditvi z biomedicinsko pomoc¢jo kot po
naravni oploditvi.

Postopek ICSI se ni izkazal kot dejavnik
tveganja za nastanek kromosomskih nepra-
vilnosti.
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