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Izvledek - I1zhodisc¢a. Delez dvoplodnih nosecnosti po preno-
su dveh zarodkov v postopkih OBMP je visok, zato je bil nas
namen ugotoviti delez dvoplodnih nosecnosti v odvisnosti od
razvojne stopnje zarodka, starosti bolnic in vzrokih neplo-
dnosti.

Metode. Retrospektivno smo analizirali 1222 postopkov oplo-
ditve z biomedicinsko pomocjo (OBMP). Ugotavijali smo stop-
njo nosecnostiin delez dvoplodnih nosecnostipo prenosu dveh
blastocist ali dveh manj razvitih zarodkov v maternico. Sku-
pino s prenosom dveh blastocist smo razdelili v $tiri starostne
skupine, prav tako pa tudi v Stirvi skupine po vzrokih neplo-
dnosti.

Rezultati. Po prenosu dveh zarodkov je bila stopnja zanositve
po prenosu dveh blastocist statisticno znacilno visja kot po
prenosu dveh manj razvitih zarodkov (45% vs. 9%), od tega
je bilo dvoplodnih nosecnosti satisticno znacilno vec po pre-
nosu dveh blastocist kot po prenosu dveh manj razvitih za-
rodkov (18% vs. 5%). Vpliv starosti bolnic in prenos dveh bla-
stocist na stopnjo zanositve in delez dvoplodnih nosecnosti je
priskupini < 30 let (21%) in 31-34 let (20%) statisticno zna-
cilno vecji kot pri skupini starejsih bolnic (35-38 let = 15,7%;
39 let in ve¢ = 9%). Pri prenosu dveh blastocist je bil delez
dvoplodnih nosecnosti pri bolnicah z nepravilnostmi jajcevo-
dov (21%) in z endokrinoloskimi vzroki neplodnosti (24,5%)
statisticno znacilno vecji kot pri endometriozi (7%) in nepra-
vilnostih maternice (12,5%).

Zakljucki. Po prenosu dveh blastocist je delez dvoplodnih no-
secnosti statisticno znacilno visji pri bolnicah z nepravilnost-
mi jajcevodov in endokrinoloskim vzrokom neplodnosti in
milajsih od 34 let. Pri vseh teh bolnicah bi se tveganju za dvo-
Dplodno nosecnostlahko izognili s prenosom enega samega za-
rodka — najrazvitejse blastociste.
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Abstract - Background. Twin pregnancy rates following the
transfer of two embryos in in vitro fertilization (IVF) treat-
ment are high. Therefore, the aim of this study was to eva-
luate twin pregnancy rates in regard to the developmental
stage of the embryo, patient age, and cause of infertility.

Methods. A retrospective analysis involved 1222 IVF proce-
dures. Overall pregnancy rates and twin pregnancy rates fol-
lowing the transfer of two blastocysts or two cleavage-stage
embryos were assessed. The blastocyst group was divided
into four age subgroups, and into four subgroups by the
cause of infertility.

Results. After the transfer of two blastocysts or two cleavage-
stage embryos the overall pregnancy rates (45% vs. 9%) and
the twin pregnancy rates (18% vs. 5%) were significantly
higher in the blastocyst group. The effects of patient age and
the transfer of two blastocysts on the overall pregnancy and
twin pregnancy rates were significantly greater in the sub-
groups of patients aged < 30 years (21%) and 31-34 years
(20%) than in older patients (35-38 years = 15.7%, =2 39
years = 9%). In the blastocyst group the twin pregnancy rate
was significantly higher in patients with tubal (21%) and
endocrinological causes of infertility (24.5% ) than in patients
with endometriosis (7%) and uterine malformations (12.5%).

Conclusions. After the transfer of two blastocysts twin pre-
gnancy rates are significantly higher in patients with tubal
Jfactor or endocrinological causes of infertility younger than
34 years. In this population of women the risk of twin preg-
nancy can be avoided by the transfer of a single embryo —
most developed blastocyst.
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Uvod

V postopkih oploditve z biomedicinsko pomocjo (OBMP) so
jaj¢nikibolnic spodbujenis hormoni, tako da dobimo vecjajé¢-
nih celic in zato tudi vec zarodkov (1). Prenos 3 ali 4 zarodkov
v maternico predstavlja vecje tveganje ve¢plodnih nosec¢no-
sti in s tem povezanih zapletov, zato je razvoj OBMP potekal
v smer zmanjSevanja Stevila zarodkov, ne da bi se zmanjsala
moznost zanositve (2). Gojenje zarodkov zunaj materinega
telesa se je z dveh dni podalj$alo na pet. Podaljsano gojenje
zarodkov je postalo mogoce z boljsim poznavanjem razvoja
zarodka, njegovih potreb in s tem povezanim razvojem indu-
strijsko pripravljenih gojis¢, ki zadovoljijo potrebe razvijajo-
¢ega se zarodka (3, 4). Podaljsano gojenje vec zarodkov iste
bolnice pa nam omogoca tudi selekcijo najbolj kakovostnih
zarodkov za prenos v maternico ali zamrzovanje (5). Najbolj-
§i kazalec bioloske kakovosti zarodkov je razvoj do razvojne
stopnje blastociste (sl. 1), to je zarodka s priblizno 100 celica-

Sl 1. Blastocista (povecava 200-kratna, Laboratorij za OBMP,
Ginekoloska klinika, Klinicni center Ljiubljana).

Figure 1. Blastocyst (magnification x200; IVF Laboratory, De-
partment of Obstetrics and Gynecology., University Medical
Centre Ljubljana).

mi. Zaradi boljse razvitosti in selekcije zarodkov je prenos 3
blastocist kmalu postal neprimeren, saj je tveganje vec¢plo-
dne nosecnosti, in s tem povezanih zapletov preveliko. Pre-
hod na prenos 2 blastocist je odpravil nevarnost tveganja tri-
plodne nosec¢nosti. Zuspesnim programom zamrzovanja lah-
ko preostale blastociste shranimo za vec let (6). Namen Studi-
je je bil ugotoviti stevilo dvoplodnih nose¢nosti po prenosu
dveh zarodkov po 5 dneh gojenja v pogojih in vitro, v odvi-
snosti od razvojne stopnje zarodkov, starosti bolnic in vzro-
kov neplodnosti.

Metode

Opravili smo retrospektivno Studijo 1222 postopkov zunajte-
lesne oploditve, v katerih sta se razvila dva ali ve¢ zarodkov in
smo v maternico prenesli 2 zarodka po podaljsanem, petdnev-
nem gojenju do razvojne stopnje blastociste v zaporednih go-
opravilivletih 2001 in 2002 na Ginekoloski kliniki v Ljubljani.
Zarodki vseh bolnic so bili gojeni na enak nacin. Jaj¢ne celice
smo takoj po identifikaciji in osamitvi iz tekoc¢ine folikula in-
kubirali v IVF gojis¢u Universal (MediCult, Danska) pri 37 °C
in 5-odstotnem CO, v inkubatorju (HeraCell, Heraeus). Jajéne

celice smo oplodili z metodo klasi¢ne zunajtelesne oploditve
(IVF) aliz neposrednim vnhosom semencice v citoplazmo jajcé-
ne celice (ICSD). Prvi in drugi dan gojenja so bili zarodki inku-
birani v gojis¢u M1, od tretjega do petega dne pa v M2 goji-
§¢u. Na dan 5 smo ocenili razvojno stopnjo zarodkov (blasto-
ciste, morule, manjceli¢ni - razvojno zaustavljeni zarodki) in

SL. 2. Morula 5. dan po oploditvi (povecava 200-kratna; Labo-
ratorij za OBMP, Ginekoloska klinika, Klinicni center Ljub-
ljana).

Figure 2. Morula, day 5 (magnification x200; IVF Laboratory,
Department of Obstetrics and Gynecology., University Medi-
cal Centre Ljubljana).

SL. 3. Zarodek s Sestimi blastomerami 5. dan po oploditvi (po-
vecava 200-kratna, Laboratorij za OBMP, Ginekoloska klini-
ka, Klinicni center Ljubljana).

Figure 3. Six-cell embryo, day 5 (magnification x200; IVF La-
boratory, Department of Obstetrics and Gynecology., Univer-
sity Medical Centre Ljiubljana).

dva najbolj razvita zarodka prenesli v maternico s pomocjo
katetra Set TDT (Prodimed, Francija).

Nosecnost je bila biokemi¢no potrjena 15. dan po prenosu
zarodkov s prisotnostjo hormona 8HCG v krvi. Eno- ali dvo-
plodna nosecnost je bila dokazana z ultrazvokom dva tedna
po biokemicni potrditvi nose¢nosti.
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Razpr. 1. Dvoplodne nosecnosti po prenosu dveh blastocist ali

dveh manj razvitih zarodkov.

Table 1. Twin pregnancy after embryo transfer of two blasto-

cysts or two less developed embryos.

dveh blastocist.

Razpr. 2. Starost bolnic in dvoplodna nosecnost po prenosu

Table 2. Patient age and twin pregnancy after embryo trans-
Sfer of two blastocysts.

Razvojna stopnja zarodkov
Developmental stage of embryos

Starost bolnic (leta)
Patient age (years)

Blastocisti (2) Manj razvita < 30 31-34 35-38 = 39
zarodka (2) Skupaj p dk
Blastocysts (2)  Cleavage-stage Eig?;ozirr;nsfg: 194 252 220 161
embryos (2) Total M .
N - o Nosec¢nosti (%) 99 109 89 44
S Lo Dvoplodne nosec¢nosti (%) Vea w1 c - e
Stevilo prenesenih %arodkov 764 458 1222 Twin pregnancies (%) 21 21" 22 (200" 14 (15,7) 4 (9)
lv\Io. of embryo transfers Nosecnosti/prenos zarodkov (%) =1, «a o/ #b 10 o #e
Stevilo nose¢nosti e NS o 51% 43% 41% 23%
i\l SECHOS 344 40 385 Pregnancy/embryo transfer (%)
o. of pregnancies
Stevilo dvoplodnih *a,c /b, c - statisticno pomembna razlika (p < 0,05)
nosec¢nosti (%) Vea b - statistically significant difference (p < 0.05)
No. of twin pregnancies (%) 61 (18) 25 63 (16)
Nosecnosti/prenos zarodkov 459+ 99+ 320

Pregnancies/Embryo transfer

*a,b - statisticho pomembna razlika (p < 0,05)
- statistically significant difference (p < 0.05)

Ugotavljali smo stopnjo nosecnosti in
delez dvoplodnih nosec¢nosti po preno-
su dveh popolnoma razvitih zarodkov
(n = 764) - blastocist (BL) (sl. 1), v pri-
merjavi s prenosom dveh manj razvitih
zarodkov - morul (sl. 2) ali manjceli¢-
nih, razvojno zaustavljenih zarodkov (sl.
3). Morule in manjceli¢ne zarodke smo
oznacili z < BL (n = 458).

Ugotavljali smo vpliv starosti zenske na
pojavnost dvoplodne nosec¢nosti. Bolni-
ce smo razdelili v 4 starostne skupine: <
30let (n=194),31-34 let (n=252),35-
38 let (n = 220), in = 39 let (n = 161) in
ugotavljali delez dvoplodne nose¢nosti
v vsaki od teh skupin. Poleg tega smo
ugotavljali tudi vpliv Zenskih vzrokov
neplodnosti - nepravilnostijajcevodov
(n = 346), endometrioze (n = 85), hor-
monskih nepravilnosti (n = 122) in ne-
pravilnosti maternice (n = 205) pri bol-
nicah, ki smo jim prenesli dve blastoci-
sti, na pojavnost dvoplodne nose¢nosti.
Vzrokov moske neplodnosti nismo upo-
Stevali.

S statisticnim programom SPSS (Ilinois
Inc. ZDA) - Mann-Whitney U testom
smo ugotavljali statisticno znacilnost
razlik v delezu dvoplodnih nosec¢nosti.
Razlike so bile statisti¢no znacilne pri
p <0,05.

Rezultati

Vseh prenosov zarodkov v maternico
je bilo 1222, pozitiven test nose¢nosti je
bil v 385 primerih; to pomeni 32-od-
stotno stopnjo nosecnosti na prenos
zarodka. 63 (16%) nosecnosti je bilo
dvoplodnih, vse preostale nose¢nosti
paso bile enoplodne.

Po prenosu dveh blastocist (n = 764) je
bilo 344 nose¢nosti, kar pomeni 45-od-
stotno stopnjo nosecnosti na prenos
zarodka. Od tega je bilo 61 (18%) dvo-

Razpr. 3. Zenski vzroki neplodnosti in dvoplodna nosecnost po prenosu dveh
blastocist.

Table 3. Female causes of infertility and twin pregnancy after embryo transfer of
two blastocysts.

Zenske indikacije neplodnosti
Female causes of infertility

Nepravilnosti Endometrioz Hormonske Nepravilnosti
jajcevodov ometrioza nepravilnosti maternice
Tubal Endometriosis Hormonal Uterine
anomalies co SIS disorders malformations
Povprecna starost bolnic -
Mean patient age 34,1 + 4,2 329 + 44 329 + 44 334 + 45
Prenosi zarodkov - ;
Embryo transfer 346 85 122 205
Nosecnosti -
Pregnancies 146 43 53 80
Dvoplodne nosec¢nosti (%) \a b , cwe , wd
Twin pregnancies (%) 312D 3 13 (245) 10 (12,5)
Nosecnosti/prenos zarodkov (%) 42% 519% 43% 39%

Pregnancies/embryo transfer (%)

*a,c/a,d/b,c/c d - statisticho pomembna razlika (p < 0,05)
- statistically signifcant difference (p < 0.05)

Razpr. 4. Zenski vzroki neplodnosti in dvoplodna nosecnost po prenosu dveh manj
razvitih zarodkov.

Table 4. Female causes of infertility and twin pregnancies after the transfer of two
cleavage-stage embryos.

Zenske indikacije neplodnosti

Female causes of infertility

Nepravilnosti Endometrioz Hormonske Nepravilnosti
jajcevodov ometrioza nepravilnosti maternice
Tubal Endometriosis Hormonal Uterine
anomalies OMELrIOsIS disorders malformations
Povprecna starost bolnic 343 + 49 327 +39 335 + 4.6 341 + 49
Mean patient age
Prenosi zarodkov ;
Embryo transfer 169 48 84 121
Nosecnosti 12 10 4 11
Pregnancies
Dvoplodne nosec¢nosti (%)
Twin pregnancies (%) 2an 0O 0O 0O
Nosecnosti/prenos zarodkov (%) 7045 219+ S04+ 99+

Pregnancies/embryo transfer (%)

*a,b/b,c/b,d - statisticho pomembna razlika (p < 0,05)
- statistically significant difference (p < 0.05)




1172

ZDRAV VESTN 2003;72: SUPPLII

plodnih nose¢nosti. Po prenosu dveh manj razvitih zarodkov
(n = 458) je bilo le 40 nosec¢nosti (devetodstotna stopnja
nose¢nosti), od tega 2 (5%) dvoplodni nosecnosti (razpr. 1).
Po prenosu dveh blastocist sta bili stopnja zanositve in delez
dvoplodnih nosec¢nosti statisticno znacilno vecja kot po pre-
nosu dveh manj razvitih zarodkov (p < 0,05).

Po prenosu dveh blastocist je bilo najve¢ nosecnosti - 99 (stop-
nja nosec¢nosti 51%) pri bolnicah, mlajsih od 30 let (n = 194).
Prav tako je bilo pri teh bolnicah najve¢ dvoplodnih nosec-
nosti - 21 (21%). Najmanj nose¢nosti - 44 (stopnja nose¢nosti
23%) in tudi najmanj dvoplodnih nosec¢nosti - 4 (9%) je bilo
pribolnicah, starih 39 let in ve¢ (razpr. 2). Pri Zenskah, mlajsih
od 30 let, in pri Zenskah od 31 do 34 let sta bili stopnja no-
se¢nosti in delez dvoplodnih nose¢nosti statisti¢cno znacilno
vedja (p < 0,05) kot pri Zenskah, starih 39 let ali vec.

Po prenosu dveh blastocist se stopnja zanositve pri zenskah z
nepravilnostmi jajcevodov, endometriozo, hormonskimi ne-
pravilnostmi in nepravilnostmi maternice niso statisti¢cno zna-
¢ilno razlikovali (razpr. 3). Vendar smo ugotovili statisti¢no
znacilno ve¢ dvoplodnih nosec¢nosti (p < 0,05) pri bolnicah z
nepravilnostmi jajcevodov (21%) in hormonskimi nepravil-
nostmi (24,5%) kot pri bolnicah z endometriozo (7%) in ne-
pravilnostmi maternice (12,5%).

Po prenosu dveh manj razvitih zarodkov je bila stopnja no-
se¢nosti pri vseh vrstah neplodnosti statisticno znacilno nizja
kot kot po prenosu dveh blastocist. Pri Zenskah z endometri-
0zo je bila stopnja nosecnosti (21%) statisti¢no znacilno vecja
kot pri zenskah z nepravilnostmi jajcevodov (7%), s hormon-
skiminepravilnostmi (5%) ali nepravilnostmi maternice (9%).
Dvoplodne nosecnosti (17%) so se pojavile samo pri Zenskah
z nepravilnostmi jajcevodov (razpr. 4).

Razpravljanje

Gojenje zarodkov do razvojne stopnje blastociste omogoca
boljso selekcijo zarodkov za prenos v maternico ali zamrzo-
vanje, saj se do blastociste razvijejo le najvitalnejsi zarodki. V
nekaterih primerih se zarodki razvijajo pocasneje in noben
ne doseze razvojne stopnje blastociste. Pri teh bolnicah pre-
nesemo manj razvite zarodke.

Spoznanja kazejo, da se povsem razvite blastociste in blasto-
ciste zdobro morfologijo bolje ugnezdijo v maternici kot manj
razvite blastociste in blastociste s slabso morfologijo (7). Pre-
gled zadnjih dveh let je pokazal, da je po prenosu dveh bla-
stocist bistveno vedji delez dvoplodnih nosec¢nosti kot pri pre-
nosu dveh manj razvitih zarodkov. Blastociste so najvitalnejsi
zarodki, ki se v maternici bolje ugnezdijo; stopnja zanositve je
vi$jain tudidelez dvoplodnih nose¢nosti je sorazmerno visok
(18%). Prenos ene same blastociste v maternico bo primeren
predvsem za bolnice s povsem razvitimi blastocistami dobre
morfologije (8).

Pri pregledu starostne strukture bolnic, pri katerih smo pre-
nesli 2 blastocisti, smo ugotovili, da so si skupine po Stevilu
bolnic podobne, razlika pa je statisti¢no znacilna pri stopnji
nosec¢nosti in delezu dvoplodnih nose¢nosti. Pribolnicah, sta-
rih 34 let ali manj, sta stopnja nose¢nosti in delez dvoplodnih
nosec¢nosti vecja kot pri bolnicah, starih 39 let ali vec.

Glede na zenske indikacije neplodnosti je tveganje dvoplo-
dnih nosec¢nosti po prenosu dveh blastocist najvecje pri Zen-
skah z nepravilnostimi jajcevodov in endokrinoloskimi vzro-
ki neplodnosti. Prinepravilnosti maternice in endometriozi je
verjetnost dvoplodne nosec¢nosti manjsa.

Pri mlajsih zenskah do 34. leta starosti z nepravilnostmi jajce-
vodov ali endokrinoloskimi vzroki neplodnosti je veliko tve-
ganje dvoplodne nosec¢nosti po prenosu dveh blastocist; pri
teh bolnicah bibil priporodljiv prenos ene same blastociste in
zamrznitev nadstevilnih blastocist.

Zakljucki

Tveganje dvoplodnih nosecnosti pri prenosu dveh razvitih bla-
stocist v maternico je pri zenskah, mlajsih od 34 let, visje kot
pri starejsih zenskah. Tudi pri pregledu vzrokov neplodnosti
smo opazili ve¢ dvoplodnih nosec¢nosti pri zenskah z nepra-
vilnostmijajcevodovin hormonskimi nepravilnostimi. Po pre-
nosu dveh zarodkov, ki peti dan niso dosegli razvojne stopnje
blastociste, je tveganje dvoplodnih nose¢nosti manjse. Pojavi-
li so se le pri Zenskah z nepravilnostimi jajcevodov. Z boljsim
poznavanjem razvoja zarodka in uspesno tehniko zamrzova-
nja bi mlajs$im bolnicam z nepravilnostimi jajcevodov ali en-
dokrinoloskimitezavami prenasali v maternico samo eno bla-
stocisto, ostale pa bi z zamrzovanjem shranili za kasneje.

Zahvala

Zahvaljujemo se medicinskim sestram Oddelka za OMBP Ani Kisel-
Vovko, Zvonki Gorse, Janji Tekavec, Blanki Gradisek, Andreji Peterlin,
Gini Mili¢, Zdenki Mramor ter JoZici Simonki in Majdi Stucin za vest-
nostin pomoc pri postopkih OBMP. Zahvaljujemo se tudi gospe Mojci
Pirc, vodji Enote za raziskovanje, za pomoc in nasvete pri oblikovanju
besedila.

Literatura

1. Meden-Vrtovec H, Virant-Klun I, Tomazevic¢ T et al. Program zunajtelesne
oploditve na Ginekoloski kliniki v Ljubljani. Zdrav Vestn 2001; 70: 89-95.

2. Gardner DK, Vella P, Lane M, Wagle YL, Schlenker T, Schoolcraft WB. Cultu-
re and transfer of human blastocysts increases implantation rates and redu-
ces the need for multiple embryo transfers. Fertil Steril 1998: 69: 84-8.

3. Jones GM, Trounson AO, Gardner DK, Kausche A, Lolatgis N, Wood C.
Evolution of a culture protocol for succesful blastocyst development and
pregnancy. Hum Reprod 1998; 13: 169-77.

4. Jones GM, Trounson AO, Lolatgis N, Wood C. Factors affecting the success
of human blastocyst development and pregnancy following in vitro fertili-
zation and enbryo transfer. Fertil Steril 1998; 70: 1022-9.

5. Virant-Klun I, Veble A, Valentin¢i¢ B et al. Zamrzovanje in odmrzovanje
zarodkov v programu zunajtelesne oploditve. Zdrav Vestn 1998; 67: 495-
9.

6. Virant-Klun I, Tomazevi¢ T, Bacer Kermavner L, Valentinc¢i¢-Gruden B,
Mivsek J, Meden-Vrtovec H. Successful freezing and thawing of blastocysts
cultured in sequential media. Fertil Steril 2003; 6, v tisku.

7. Gardner DK, Lane M, Stevens J, Schlenker T, Schoolcraft WB. Blastocyst
score affects implantation and pregnancy outcome: towards a single
blastocyst transfer. Fertil Steril 2000; 73: 1155-8.

8. Vilska S, Tiltinen A, Hyden-Grankog C and Hovatta O. Elective transfer of
one embryo results in an acceptable pregnancy rate and eliminates the risk
of multiple birth. Hum Reprod 1999; 14: 2392-5.




