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KOPSAVILKUMS
Ievads: Eiropas valstīs, no neauglības cieš ap 13-15% pāru ART tiek pielietotas, lai palīdzētu ar neauglību sirgstošiem pāriem gūt ilgi gaidīto grūtniecību. Valda uzskats, ka paildzinot embriju kultivēšanas laiku līdz blastocistas stadijai, iespējams atlasīt maksimāli veselus embrijus ar mazāku aneiploīdiju risku, tādejādi palielinot pacientu iespēju sekmīgai grūtniecībai Attīstoties asistētām reproduktīvām tehnoloģijām, gan svaigi un atsaldēti drostalošanās stadijas transfēri, gan svaigi un atsaldēti blastocistas stadijas transfēri, dod arvien labākus grūniecības iestāšanās un iznēsāšanas rādītājus. 

Materiāli un metodes: pētījums ir retrospektīvs un salīdzinošs. Pētījumā iekļauti 74 neauglības ārstēšanas gadījumi no 2012.gada 01.janvāra  - 2014. gada 31. decembrim  SIA VASU „Privātklīnika Jūsu Ārsti”. Pētījuma izlase tika sadalīta divās grupās atbilstoši ET dienai. Tika apskatīts bioķīmisko un klīnisko grūtniecību iznākums pēc drostalošanās un blastocistu stadijas embriotransfēra svaigu un atsaldētu ET grupā. Šie paši raksturlielumi izvērtēti sieviešu grupā līdz 35 gadu vecumam un virs 35 gadu vecuma. Datu apstrādei tika lietotas MS Excel un SPSS (22.0) datorprogrammas.
Rezultāti: Pētījuma izlase tika sadalīta divās grupās atbilstoši ET dienai, kur pēc ICSI procedūras veikšanas drostalošanās stadijas ET grupā bija 41 sieviete, bet un blastocistu ET grupā bija 33 sievietes. Kopējā vecuma grupā netika atrasta statistiski ticama atšķirība ne bioķīmisko, ne klīnisko grūtniecību starpā drostalošanās stadias un ET grupā. Svaigu ET grupā jaunākām sievietēm ar statistiski ticamu pārsvaru bija iestājusies bioķīmiskā grūtniecība pēc drostalošanās stadijas ET. Klīnisko grūtniecību starpā netika novērotas statistiski ticamas atšķirības ne svaigu / atsaldētu drostalošanās un blastocistu stadiju ET grupā, ne atsevišķās vecuma apakšgrupās. Netika novērota statistiski ticama atšķirība arī endometrija biezumā nevienā no ET grupām.  
Secinājumi: Svaigu drostalošanās stadijas embriju transfērs kopējā sieviešu vecuma grupā rezultējas bioķīmiskā un klīniskā grūtniecībā tikpat bieži kā blastocistu stadijas embriju transfērs. Sievietēm vecumā virs 35 gadiem nav ticamas atšķirības klīnisko grūtniecību iestāšanās biežumā, salīdzinot drostalošanās un blastocistas stadijas ET ne svaigu, ne atsaldētu embriju transfēru starpā. Svaigu un atsaldētu embriju transfērs grūtniecībā realizējas vienādi bieži. Statistiski ticama atšķirība endometrija biezuma mērījumu rezultātā sievietēm, kurām grūtniecība nebija iestājusies un sievietēm, kurām bija iestājusies bioķīmiskā grūtniecība, netika konstatēta. Tomēr tika novērota sakarība, ka endometrijs ir biezāks tām sievietēm, kurām iestājās klīniska grūtniecība, salīdzinot ar sievietēm, kurām grūtniecība neiestājās.

SUMMARY
Introduction: About 13-15% of couples in Europe suffer from infertility. ART is used to help couples suffering from infertility to gain long-awaited pregnancy. An opinion exists that prolonging embryos' cultivation time till the blastocyst-stage gives an opportunity to select the healthiest embryos with less risk of aneuploid, thus increasing patients’ chances for successful pregnancy. Both fresh and unfrozen cleavage-stage embryo transfers along with both fresh and frozen-thawed blastocyst-stage embryo transfers give ever better successful pregnancy rates with the development of assisted reproductive technologies. 
Methods and Materials: This research is retrospective and comparative. There are 74 infertility treatment cases considered within a period from the 1st of January year 2012 until the 31st of December year 2014 in VASU Ltd “Jūsu Ārsti” private clinic. Research selection has been divided into two groups according to the day of ET. Biochemical and clinical outcome was reviewed after blastocyst - stage and cleavage - stage embryo transfers in fresh and frozen-thawed ET groups. The same characteristics were evaluated in women group age under 35 and age over 35. MS Excel and SPSS (22.0) programs were used to process the data.
Results: There are 41 women in the group of blastocyst-stage ET and 33 women in the cleavage stage ET group. There was not found statistically significant difference in overall age group between biochemical and clinical pregnancies in cleavage-stage ET group and blastocyst-stage ET group. In the group of fresh ET biochemical pregnancy was acquired with statistically credible predominance by younger women after cleavage - stage ET. Within clinical pregnancy group statistically credible differences were not observed among clinical pregnancy cases neither within fresh/frozen- thawed cleavage and blastocyst-stage ET group, nor separate age subgroups. Statistically significant difference of endometrial thickness was not observed within any of ET groups. 
Conclusion: Fresh cleavage-stage embryo transfers within women overall age group resulted into biochemical and clinical pregnancies equally often as blastocyst-stage embryo transfer. Significant difference was not observed in clinical pregnancies frequency comparing with cleavage-stage and blastocyst-stage ET, neither within fresh and frozen-thawed embryo transfer groups. After both, fresh and frozen-thawed embryo transfer, pregnancy embodied equally often. Statistically significant difference of endometrial thickness as a result of measurement of women who acquired biochemical pregnancy and women who did not get pregnant was not stated. However, a correlation was discovered that endometrium is thicker for those women who acquired clinical pregnancy comparing with those who did not get pregnant. 
SAĪSINĀJUMU SARAKSTS 

ART – asistētās reproduktīvās teholoģijas;
CO2  – oglekļa dioksīds;

CFTR gēns – transmembranālās caurlaidības cistiskās fibrozes gēns (angļu val., Cystic fibrosis transmembrane conductance regulator );

DNS – dekoksiribonkuleīnskābe;
ET – embriotransfērs;
GnRH – Gonadotropīnu atbrīvojošais hormons (angļu val., gonadotropin -releasing hormone);
hCG – cilvēka horiona gonadotropais hormons (angļu val., human chorionic gonadotropin);
HS – histeroskopija;

HSA – albumīns, ko pievieno HTF videi;

HSG – histerosalpingogrāfija;
HTF – noteikta sastāva šķidra vide šūnām (angļu val.,  human tubal fluid);

HyCoSy – histerosalpingo-kontrasta-sonogrāfija;

ICSI – Intracitoplazmatiskā viena spermatozoīda injekcija (angļu val., intracytoplasmic sperm injection);

i/v – intravenozi; 
IVF – Medicīniska in vitro apaugļošana (angļu val., in vitro fertilisation);
MAR tests – spermas tests antispermālo antivielu detektēšanai;
mm – milimetrs;

MRI – magnētiskās rezonanses izmeklējums
OPU – olnīcu folikulu punkcija sonoskopijas kontrolē oocītu iegūšanai (angļu val., Ovum pick up);
PGD – preimplantācijas ģenētiskā diagnostika;
PGS – preimplantācijas ģenētiskais skrīnings;

pH - lielums, kas raksturo ūdeņraža jonu koncentrāciju šķīdumā;
PVP – vide priekš ICSI;

rFSH – rekombinants folikulus stimulējošs hormons;

s/c – zemādā (angļu val., subcutaneous);

SIA – sabiedrība ar ierobežotu atbildību;

STS – seksuāli transmisīva saslimšana;

USG – ultrasonogrāfija;

WHO – Pasaules veselības organizācija (angļu val., World Health Organization).

PASKAIDROJUMI
Assisted hatching – zona pellucida mikroperforāciju veikšana, laboratorā tehnika;
Blastocista – embrijs savas attīstības 5. dienā;

Corona radiata – folikulāro šunu slānis ap olšūnu;

Cumulus (oophorus) – olšūnas uzkalniņš, īpāša folikulāŗo šūnu veidotā struktūra;

Embrijs, cilvēka -  agrīnais attīstības periods, kas ilgst no apaugļošanās līdz augļa stadijai jeb 8 grūtniecības nedēļas;

Embriotransfērs – embrija (-u) pārnese uz dzemdes dobumu;

Ex consilio – apspriežoties (lat.);

Fertilizācija – apaugļošanās;
Denudācija – olšūnas attīrīšana no kumulus šūnām;

Drostalošanās stadijas embrijs – embrijs 2 -3 dalīšanās dienā;

Hatching – mikroatveres rašanās zona pellucida, embrija ”izšķilšanās”;

Hromopertubācija – vizuāla olvadu caurlaidības pārbaude;
Re- ET – atkārtots embriotransfēra mēģinājums, ja vismaz viens no embrijiem palicis ET kateterā;
Slow freezing – šūnu (embriju) lēnas sasaldēšanas metode;
Transfērs – pārnese;
Vitrifikācija – šūnu (embriju) ātras sasaldēšanas metode;
Zona pellucida – caurspīdīgā zona  jeb glikoproteīnu apvalks ap olšūnas plazmatisko membrānu.
IEVADS
Eiropas valstīs, tādās kā Vācija, Dānija, Lielbritānija u. c. no neauglības cieš ap 13-15% pāru [1] [2] [3]. Latvijā šādu  datu nav, bet iespējams, ka šie rādītāji varētu būt pat lielāki [4]. Neauglības problēmas apjoma pieaugumu veicina grūtniecības atlikšana uz vēlāku laiku, liekā svara pieaugums un seksuāli transmisīvās slimības. Sakarā ar nelabvēlīgo demogrāfisko situāciju, neauglība ir ļoti nopietna medicīniska un sociāla problēma. Līdz ar to, neauglības ārstēšana ir kļuvusi par svarīgu mūsdienu medicīnas sastāvdaļu.

ART tiek pielietotas, lai palīdzētu ar neauglību sirgstošiem pāriem gūt ilgi gaidīto grūtniecību. Zinātnes sasniegumi strauji attīstas, dodot iespēju reproduktologiem piedāvāt saviem pacientiem arvien jaunas ārstēšanas tehnikas un iespējas.

Šobrīd, pamatojoties uz pacientu izmeklēšanas rezultātiem un ņemot vērā pacientu vēlmes,  ir iespējams izvēlēties individuālu neauglības ārstēšanas metodi vairāku reproduktīvo tehnoloģiju starpā. Izvēloties IVF metodi, aktuāls kļūst jautājums arī par embriotransfēra dienas izvēli. 

Mūsdienu tehnoloģijas ļauj audzēt embriju kultūras līdz blastocistu stadijai. Valda uzskats, ka paildzinot embriju kultivēšanas laiku līdz blastocistas stadijai, iespējams atlasīt maksimāli veselus embrijus ar mazāku aneiploīdiju risku, tādējādi palielinot pacientiem iespēju sekmīgai grūtniecībai [5],[6]. Pasaules literatūrā pieejami dati par to, ka blastocistas stadijas embriji fizioloģiskāk  sinhronizējas ar endometriju, tādējādi palielinot implantācijas un grūtniecības iespējamību [7]. 

Attīstoties asistētām reproduktīvām tehnoloģijām (ART), gan svaigi un atsaldēti drostalošanās stadijas transfēri, gan svaigi un atsaldēti blastocistas stadijas transfēri, dod arvien labākus grūniecības iestāšanās un iznēsāšanas rādītājus [8]. Tādēļ jautājums, kā uzlabot ART pozitīvo iznākumu, kļūst aizvien populārāks.

LITERATŪRAS APSKATS

Neauglības vispārējs raksturojums

Pasaules Veselības organizācija ir definējusi reproduktīvās veselības jēdzienu kā pilnīgu fizisku, garīgu un sociālu labklājību jebkurā aspektā, kas saistāma ar reproduktīvām funkcijām un procesiem. Reproduktīvā veselība nozīmē, ka cilvēki dzīvo atbildīgu, apmierinājumu sniedzošu un drošu seksuālo dzīvi, ka cilvēkiem ir reprodukcijas spēja un brīvība izlemt vai, kad un cik bieži to izmantot. Jēdziens ietver sevī vīriešu un sieviešu tiesības būt informētiem un lietot drošas, efektīvas, pieņemamas un pieejamas dzimstības reguēšanas metodes, ko viņi paši ir izvēlējušies, kā arī izmantot tādus piemērotus veselības aprūpes pakalpojumus, kas ļautu sievietēm droši piedzīvot grūtniecību un dzemdības, un pāriem iegūt vislabāko iespēju tikt pie vesela bērna [9].

Neauglība tiek definēta kā slimība, ja grūtniecība neiestājas 12 mēnešu laikā, regulāri dzīvojot dzimumdzīvi bez kontracepcijas [10]. Primāra neauglība ir situācija, ja gan iepriekšējās, gan ne šajās partnerattiecībās nekad agrāk nav iestājusies grūtniecība. Sekundāru neauglību definē kā problēmu, ja grūtniecība agrāk jau ir iestājusies neatkarīgi no tās iznākuma [11].
Neauglības cēloņi
No biežākiem auglību ietekmējošiem faktoriem atzīmējami: partneru vecums, dzimumakta biežums, smēķēšana, alkohola lietošana, kofeīna lietošana, stress, ķermena masas indekss, uzturs, narkotiskas vielas, eksogēnu hormonu lietošana, seksuāli stransmisīvas saslimšanas (STS), ekstraģenitālas saslimšanas, pieaugošs apkārtējās vides piesārņojums [9], [12], [13].   

Neauglības cēlonis pārī var būt gan sieviete, gan vīrietis, gan abi parnteri kopā. Sievietes un vīrieša neauglības faktors ir sastopams vienādi bieži, t.i. aptuveni 35 % katrs. Aptuveni 20 % gadījumu neauglības cēlonis ir kombinēts. Nemainīgi paliek dati, ka aptuveni 10 % neauglības cēloņu nav izskaidrojami [6], [9].   

Par sieviešu neauglības iemesliem biežāk min: endometriozi, olvadu patoloģiju, anovulāciju. Vīriešu neauglības iemesli var būt dažādi, taču tie visi rezultējas ar spermas izmeklējumos konstatētu patospermiju – piemēram, spermatozoīdu koncentrācijas, kustīguma, spermatozoīdu morfoloģijas izmaiņām [13].   

Bieži neauglības cēlonis var tikt saistīts ar pāra vecumu. Gados jaunākām sievietēm grūtniecības neiestāšanās biežāk var tikt saistīta ar ovulatoru disfunkciju. Olvadu un vēderplēves faktori var ietekmēt jebkura vecuma sievieti. Vīriešu faktora un neizksaidrojamu neauglību vairāk novēro gados vecākos pāros. 

Demogrāfiskie dati liecina arī par to, ka mūsdienās dažādu iemeslu dēļ aizvien vairāk sieviešu atliek pirmā bērniņa plānošanu uz vēlāku laiku. Tādā veidā, daļa no reproduktīvo klīniku pacientēm nav „slimas”, bet ir nokavējušas savu aktīvāko reproduktīvo vecumu. Pasaules dati liecina, ka sievietēm zem 35 gadu (<35) vecuma ir labāki spontānas grūtniecības iestāšanās rādītāji [5], [8], [13]. Jo vecāka kļūst sieviete, jo vairāk pieaug hromosomālo traucējumu daudzums viņas dzimumšūnās, strauji samazinot iespēju normālai spontānai sekmīgai grūtniecībai, paaugstinot spontāno grūtniecības pārtaukšanās procentu, pazeminot dzīvi dzimušo bērnu procentu. 80 % agrīnu spontānu grūtniecības pārtraukšanos ir hromosomālu patoloģiju ierosinātas [6].
Neauglības diagnostikas principi
Neauglība pārī vienmēr ir problēmsituācija. Pareiza izmeklēšanas taktika ir pirmais solis uz diagnozes un situācijas prognozes noteikšanu. Latvijā neauglīgo pāru objektīvā izmeklēšana tiek realizēta pēc neauglības diagnostikas un ārstēšanas klīniskajām vadlīnijām [14].
Pamatieteikumi neauglības diagnostikai:

1.  Vienlaicīgi veic abu partneru izmeklēšanu [3], [15]. 

2. Ja grūtniecība neiestājas 12 mēnešu laikā, regulāri dzīvojot dzimumdzīvi bez kontracepcijas, jāuzsāk pāra izmeklēšana [16]. 

3. Ja sievietes vecums ir virs 35 gadiem un grūtniecība neiestājas 6 mēnešu laikā regulāri dzīvojot dzimumdzīvi bez kontracepcijas, jāuzsāk pāra izmeklēšana [17]. 

4. Ja nepārprotami ir zināms neauglības iemesls, neauglīga pāra papildus izmeklēšana jāuzsāk pēc iespējas ātrāk [16]. 

5. Pacientēm ar hroniskām ekstraģenitālām slimībām rekomendē ģimenes ārsta konsultāciju [14].
Sievietes, kuras sūdzas par grūtniecības neiestāšanos, parasti izmeklē ginekologi, izmeklēšanu sākot ar anamnēzes datu ievākšanu, kam seko fizikāla mazā iegurņa orgānu izmeklēšana, laboratorais izmeklēšanas etaps.. Galvenie sievietes izmeklēšanas virzieni ir: olnīcu funkcija (ovulācijas esamība, olnīcu rezervju noteikšana), olvadu caurlaidības noteikšana (histerosalpingogrāfija jeb HSG, histerosalpingo-kontrasta-sonogrāfija jeb HyCoSy, diagnostiska laparoskopija ar hromopertubāciju), dzemdes ķermeņa un dzemdes dobuma uzbūves īpatnības (ultrasonogrāfija jeb USG, HSG, HyCoSy, histeroskopija jeb HS, magnētiskās rezonanses iemeklējums jeb MRI). Svarīgs izmeklēšanas posms ir endokrīnā statusa noteikšana, kas veicama noteiktās menstruālā cikla dienās [13].   
Vīriešu izmeklēšanu parasti uzsāk urologi vai endokrinologi, reizēm ginekologi, kuri paralēli izmeklē partneri. Arī vīriešu izmeklēšana tiek iesākta ar anamnēzes datu ievākšanu, fizikālu izmeklēšanu, spermas analīzes (pēc Pasaulēs Veselības Organizācijas jeb WHO nolikuma) un hormonālā profila izmeklējumiem.

Abiem partneriem ieteicama arī pamata ģenētiskā izmeklēšana jeb kariotipa noteikšana. Vīriešiem patospermijas gadījumā apsver papildus analīzes uz Y-hromosomas mikrodelēciju esamību, transmembranālās caurlaidības cistiskās fibrozes gēna jeb CFTR gēna 50 biežākām mutācijām [13].   

Neauglības profilakse
Efektīva un kvalitatīva iedzīvotāju reproduktīvās veselības aprūpe ir viens no galvenajiem priekšnoteikumiem dzimstības paaugstināšanai un veselas jaunās paaudzes radīšanai. Sekojošas, tai skaitā valstiski nozīmīgos līmeņos plānotas darbības ir būtiskas, nodrošinot neauglības profilaksi [12]: 

1. Reproduktīvās sistēmas slimību profilakse, savlaicīga diagnostika un ārstēšana. 

2. Grūtniecības plānošana tās optimālajā laikā. 

3. Izvairīšanās no auglību nelabvēlīgi ietekmējošiem faktoriem. 

4. Seksuāli transmisīvo infekciju profilakse. 

5. Nevēlamas grūtniecības profilakse. 

6. Sabiedrības informēšana par reproduktīvās veselības apdraudējumiem un riskiem, kas palielina neauglību. 

7. Jaunatnes izglītošana seksuālās un reproduktīvās veselības jautājumos, piemēram, skolu mācību programmā iekļaujot mācību priekšmetu „Veselības mācība”. 

8. Reproduktīvās veselības pakalpojumu pieejamība iedzīvotājiem ar zemiem ienākumiem. 

9. Demogrāfijas un ģimenes politikas veidošana. [14]. 
Neauglības ārstēšanas iespējas Latvijā
Realitātē vidējais neauglības laiks pārim, kas neauglības sakarā vēršas pēc palīdzības pie ģimenes ārsta vai ginekologa sekundārā aprūpē, ir aptuveni 21 mēnesis. Vidējais neauglības laiks pārim, kad tas nonāk specializētā neauglības ārstēšanas centrā jeb terciārā aprūpē ir 42 mēneši [9]. Primārā un sekundārā aprūpe var sniegt kvalificētu palīdzību subfertilitātes gadījumā ar disovulāciju. Sarežģītākos gadījumos, piemēram, komplicētu un multifaktoriālu neauglības problēmu risināšanā, specializējas neauglības centri [18]. 
Neauglīgie pāri aktīvi meklē kompetentu palīdzību neauglības problēmu diagnostikā un ārstēšanā. Būtisks atbalsts ir Valsts kompensēta neauglības ārstēšanas programma, kas Latvijā uzsākta 2012. gada rudenī. Šī programma paredz neauglības ārstēšanas procedūras daļēju apmaksu sievietēm līdz 38 gadu (<38) vecumam [9],[20]. Pēc Nacionālā veselības dienesta datiem, kopš 2012. gadā uzsākta Valsts finansētā programma līdz 2014. gada  31.decembrim, kopskaitā pacienti Valsts atbalstu saņēmuši 1052 ART ciklos.
Katru gadu Latvijā tiek veiktas aptuveni 1000 - 1500 mākslīgās apaugļošanas procedūras, piedzimst aptuveni 200 - 300  bērni [9].
Latvijā pirmo reizi veiksmīgu IFV procedūru veicis Voldemārs Lejiņš SIA „Klīnika EGV” 1995.gada novembrī.

Šobrīd iespēja veikt valsts apmaksātas medicīniskās apaugļošanas procedūras, kā arī saņemt pirms procedūru konsultāciju, tiek nodrošināta sekojošās Latvijas klīnikās: Reproduktīvās medicīnas centrā „Embrions”, SIA „AVA Clinic”, SIA „Klīnika EGV”, privātklīnikā „Jūsu Ārsti” un SIA „iVF Riga” [9]. 
Īss ieskats fizioloģiskā apaugļošanās procesā
Lai iestātos grūtniecība, no vīrieša organisma puses nepieciešama kvalitatīva un kvantitatīva spermas izdalīšanās, labs spermatozoīdu kustīgums, no sievietes puses - ovulācija ar nobriedušas olšūnas izdalīšanos, olvada spēja uztvert olšūnu un nodrošināt apaugļotas olšūnas transportu uz dzemdes dobumu, patoloģiju neesamība dzemdes dobumā un endometrija spēja uztvert un implantēt apaugļoto olšūnu.

Auglīgas sievietes organismā oocīta fertilizācija un pirmie embrija dalīšanās procesi notiek olvadā [19].  Apaugļošanās procesu var iedalīt sešos posmos: 

· Spermatozoīdu kapacitātes pieauguma rezultātā, pie spermatozoīdu galviņas izplūstot proteīnu inhibitoriem, spermatozoīds kļūst apaugļotspējīgs.

· Spermatozoīds virzās cauri corona radiata. Vienlaicīgi sākas akrosomiāla reakcija; brīvā hialuronidāze un astītes kustības veicina spermatozoīda virzīšanos uz priekšu.
· Spermatozoīds iziet cauri olšūnas caurspīdīgajam apvalkam, sākas akrososomālo fermentu darbība.
· Notiek šūnu membrānu saplūšana. Spermatozoīda galviņa novietojas tangenciāli pie ovocīta, tās membrāna saplūst ar ovocīta ekvatoriālā apgabala mikrobārkstiņām, kas vēl saglabājušās pēc akrosomālās reakcijas.
· Spermatozoīda pieskaršanās ovocītam izraisa kortikālo reakciju. Šūnu membrānu saplūšanas procesā atbrīvojas garozas zonā izvietotais polārķermenītis, hidrolītiskie enzīmi, padarot blīvāku caurpīdīgo apvalku. Šis process kavē citu spermatozīdu iekļūšanu olšūnā (polispermijas blokāde) [20].   
Ar spermatozoīdu inkorporēšanos ovocītā tiek pabeigta otrā dalīšanās. Šūnas kodols kļūst par sievišķo pronukleusu, spermatozoīda galviņa dekondensējas un kļūst par vīrišķo pronukleusu. Abiem pronukleusiem tuvojoties vienam pie otra, tie dubulto savas DNS un saplūst kopā ovocīta centrā, izšķīstot pronukleusu membrānām. Ģenētiski vīriešu un sieviešu pronukleusi ir vienlīdzīgi, taču to starpā ir funkcionālas atšķirības. Piemēram, dažādu iemeslu dēļ var būt izveidojusies olšūna  bez pronukleusa. Pēc apaugļošanas procesa ar haploīdu spermiju, diploiditāte atjaunojas. Šāda embrija šūnās ir normāls hromosomu daudzums, taču turpmākā attīstība noved pie tilpumprocesa dzemdē – horionepiteliomas, kura sastāv no hipertrofētiem horija audiem. Līdzīgi, normāls zīdītāju embrijs nevar izveidoties arī tikai no mātes hromosomu komplekta (partenoģenēze). Šāda procesa rezultātā izveidojušies embriji apstājas attīstībā. Tādējādi, normālai zīdītāja (arī cilvēka) embrija attīstībai nepieciešami abi – gan ovocīta, gan spermatozoīda pronukleusu klātesamība [20], [21].      
Pēc šī perioda ir izveidojusies zigota ar jauno diploīdo hromosomu komplektu. 
Pēc apaugļošanās procesa sākas blastoģenēzes un embrioģenēzes posms. Embrija attīstība ir koordinēts un ģenētiski kontrolēts zigotas mitotisku dalīšanās sēriju process. Blastoģenēze aptver laika sprīdi no apaugļošanās brīža līdz 15. attīstības dienai, šajā laikā izveidojas dīgļa pūslītis blastocista. Embrioģenēzes periods ir no 16. – 60. attīstības dienai – veidojas placenta ar savu asinsriti, sāk veidoties topošā bērniņa orgāni [20].   

Pēc apaugļošanās sākas zigotas mitotiska dalīšanās, kuras laikā veidojas dīgļa daļiņas – blastomēri, kas nesasniedz ovocīta izmērus. Pirmie drostalošanās procesi ir vislēnākie. Divu blastomēru stadiju cilvēka embrijs sasniedz tikai diennakti pēc apaugļošanās. Turpmākā dalīšanās procesā veidojas 6,8,16. blastomēri, tuklāt šis process nereti noris asinhroni. Sasniedzot 8 blastomēru stadiju, sākas cilvēka embrijiem raksturīgs kompaktizācijas process, kurā haotiski novietotie blastomēri strauji satuvinās, izveidojot kompaktu blastomēru lodi. Tālākais etaps ir embrija 16 šūnu stadijas jeb morulas veidošānās. 16 šūnu stadija tiek sasniegta aptuveni 3 dienu laikā pēc apaugļošanās.  Šajā stadijā norisinās pirmā embrija šūnu diferenciācija. Ārējie morulas blastomēri tiek dēvēti par trofoblastu jeb ārējo šūnu masu, iekšējie – par embrioblastu. No trofoblasta veidojas dīgļa primārās barotājstruktūras, no embrioblasta – pats embrijs [20], [21].
Turpinot attīstīties, uzņemot šķidrumu no apkārtējās vides, ceturtajā dienā starp embrioblastu un trofoblastu sāk veidoties dobumi, kas ātri izveido vienotu telpu. Tādējādi morula pārveidojas blastocistā. Dzemdes dobumā šis process noris aptuveni divu dienu laikā un beidzas, sākoties caurspīdīgā apvalka proteolītisko enzīmu darbībai.

Aptuveni 4. - 5. dienā pēc apaugļošanās un attīstības etapiem olvadā, blastocista nonāk dzemdes dobumā, kur vēl kādu brīdi var atrasties brīvi, 5. – 7. dienā sākot implantācijas procesu. Uz šo brīdi, hormonālo pārmaiņu rezultātā, endometrijs ir sekrēcijas fāzē. 6-8 dienas pēc apaugļošanās veidojas īss laika sprīdis, kad iespējama embrija implantācija, t.s. implantācijas logs. Ārpus šī perioda embrija implantācija endometrijā nav iespējama [21]. Embrioblastam tuvākās trofoblasta šūnas pietuvinās dzemdes epitēlijam un pielīp pie tā. Kontaktā ar dzemdes gļotādu trofoblasts veido divus slāņus. Pirms implantācijas notiek embrija izšķilšanās jeb hatching. Uz trofoblasta šūnu plazmatiskās membrānas veidojas izaugumi, kuru galos noris enzīmu reakcijas, tie iespiežas epitēlijā, bet pēc tam – epitēlija pamatni veidojošā dzemdes gļotādas kompaktajā slānī. Rodas „niša”, kurā iegrimst izšķīlusies blastocista. Implantācija ir pabeigta aptuveni 13.5. dienā, kad virs blastocistas ir sakļāvies dzemdes funkcionālais slānis. Šeit arī turpinās tālākās embrija attīstības stadijas [19], [20], [21]. 
ART attīstības vēsture
Primās zināšanas zīdītāju un putnu embrioloģijā bija iegūtas jau Senajā Ēģiptē, Babilonijā, Asīrijā, Ķīnā un Indijā. Šie atklājumi – zināšanas par orgamismu attīstību, pirmo embrioloģisko uzskatu formēšanās - saistāmi ar Hippokrāta, Aristoteļa personībām. Jāatzīmē gan, ka embrioloģija kā zinātne, kas cēlusies no antīkiem laikiem, strauji progresēja ne uzreiz, drīzāk otrādi – tikai XVII gs. sākumā parādās Fabrīcijam piederoši vistas un cilvēka embriju attīstības etapu raksturojumi. XVII gs. vidū tiek radīti primitīvi mikroskopi – revolucionārs zinātnes pavērsiens. Pēc šī notikuma sekoja olnīcu pūslīšu (jeb kā domāja - olšūnu) un spermatozoīda atklāšana. Pasaules zinātnieki sašķēlās divās grupās, kuras savā starpā strīdējās – no kuras tad šūnas īsti rodas jauns organisms – no olšūnas vai no spermatozīda. Tikai XVIII gs. beigās K.Volfs izvirzīja hipotēzi par dīgļu veidošanos un aprakstīja jauna organisma veidošanos no dīgļlapām, kas atbilst patiesībai.

Par zinātniskās embrioloģijas tēvu tiek uzskatīts K. Bers, kurš izpētīja, ka visas organisma sistēmas, audi veidojas no dīgļlapām. K. Bers bija pirmais, kurš 1827.gadā saskatīja olšūnu zem mikroskopa. Kopš tā laika zīdītāju dzimumšūnas kļuva arvien vairāk pētītas un novērotas eksperimentu gaitā. 1873.gadā Veils fiksētā preparātā novēroja kā truša spermatozoīdi pārvar olšūnas apvalka robežu. Sekoja daudzi pētījumi par apaugļošanos dažādās zīdītāju populācijās. XIX gs. beigās sekoja pirmie mēģinājumi veikt trušu olšūnu apaugļošanu, ievietojot tās traukā ar trušu spermu, pārnesot šo olšūnu un spermatozoīdu suspensiju negravīgu trušu mātīšu olvadā. Pirmie veiksmīgie IVF mēģinājumi trušiem bijuši XX gs sākumā. Straujo zinātnes progresu kavēja laboratorā aprīkojuma nepilnības, standartizētu sastāvu embriju kultivācijas šķidrumu trūkums (vides),  vājas zināšanas par organisma endokrinoloģisko fonu un vesela rinda citu svarīgu un mazāk svarīgu faktoru. Straujš progress zinātniskās embrioloģijas jomā bija sācies XX gs 50.-60. gados pēc masveida grūtniecības laikā lietotā talidomīda traģiskām sekām. Ar šiem notikumiem arī aizsākās teratoloģijas attīstība, zīdītāju embriju kultivēšanas mēģinājumi dažādās vairāk vai mazāk embrijiem toksiskās vidēs. Pastiprināti tika pētīts arī cilvēku un dzīvnieku hormonālais fons [21].
Pēdējām desmitgadēm raksturīga īpaši strauja biomedicīnisko tehnoloģiju attīstība. Medicīniskās apaugļošanas metodes tiek plaši lietotas kā sievietes, tā vīrieša neauglības ārstēšanā [3], [17].

Kā pirmais no ART sasniegumiem cilvēkam jāmin R.Edwards un P.Steptou 1969. gadā veiksmīgi apaugļota olšūna bez embrija pārnešanas atpakaļ sievietes dzemdē. Tam sekoja 1978. gadā pirmais šī zinātnieku tandēma veiksmīgais IVF un drostalošanās stadijas embriotransfērs [9], [20]. Par pirmo „mēģenes bērniņu” bija kļuvusi nedaudz pirms paredzamā laika dzimusi 2.6 kg smagā Luīza Brauna, par ko zinātniekam 2010.gadā tika piešķirta Nobela prēmija [6], [9], [20]. Jāpiebilst, ka pēc dažiem gaidem Luīzai radās arī māsiņa, ieņemta mākslīgās apaugļošanas ceļā. Pēc pieciem gadiem kopš pirmā veiksmīgā svaiga embrija transfēra Trounson veica pirmo atsaldēto embriotransfēru, panākot grūtniecības iestāšanos [22]. Kopš tā laika ART ir strauji attīstījušās, nemitīgi tiek atklāts kas jauns, dodot cerību un iespējas pāriem tikt pie ilgi gaidītiem pēcnācējiem.

Metodes, ko izmanto ART
ART tiek plaši lietotas gan sieviešu, gan vīriešu, gan multifaktoriālu iemeslu neauglības ārstēšanai. 

Pie ART pieder sekojošas metodes:

· intrauterīna inseminācija (IUI);

· IVF jeb in vitro apaugļošana;

· ICSI jeb intracitoplazmatiska spermatozoida injekcija olšūnā;

· IUI ar donora spermu;

· Oocītu donēšana [9], [13].
Superovulācijas protokola izvēle
Superovulācijas protokola izvēle ir individuāli piemērojama katrā neauglības gadījumā. GnRH agonistu (jeb t.s. „garā”) un GnRH antagonistu (jeb t.s. „īsā”) protokolu ieguvumi un nepilnības arvien tiek salīdzinātas pasaules pētījumos – uz doto brīdi pasaulē ir 5 lieli pētījumi, ko sponsorējušas farmakoloģiskās ražotnes. Pētījumu rezultāti saglabājas kontraversiāli. Pamatojoties uz Vācu kolēģu datiem, GnRH antagonisti tiek nozīmēti, kad sagaidāma sliktāka grūtniecības iestāšanās prognoze, piemēram, neveiksmīgi IVF cikli anamnēzē, gados vecākām pacientēm. Turpretim GnRH agonisti lietojami endometriozes gadījumos, arī, kad nepieciešama endometrija desensitizācija, piemēram, pie hiperplastiskiem procesiem endometrijā. Taču, piemēram, kādā 2011. gada Cochrane grupas pētījumā ir pierādīts, ka izvēlētā protokola veidam nav ietekmes uz klīnisko grūtniecību iestāšanās biežumu [13]. Ir arī izpētīts, ka GnRH antagonistu lietošana mazāk veicina olnīcu hiperstimulācijas sindroma attīstību, tas ļauj uzskatīt šos medikamentus par efektīviem un pacientiem draudzīgiem [13].
ICSI metode
Šī pētījuma ietvaros kā IVF palīgmetode tika izmantota ICSI. Šī metode ir laboratorā medicīniskās apaugļošanas tehnika, kuras pamatā ir viena spermatozoīda injekcija oocītā ar mikromaniplatoru palīdzību [3].

Klīniskā praksē ICSI metode pirmo reizi pielietota 1991.gadā Beļģijā, kur Briseles brīvās universitātes reproduktīvās medicīnas centrā to aizsāka Van Steirteghem, 1992. gada janvārī piedzima pirmais bērns pēc ICSI. Šobrīd Eiropā šī procedūra ar teicamiem panākumiem tikusi veikta jau vairāk kā 200 tūkstošu reižu [23].
Indikācijas ICSI pielietošanai

Indikācijas ISCI lietošanai kā palīgmetode IVF:

· Patozoospermija 

·  1 ml ejakulāta <5 mln progresīvi kustīgu spermatozoīdu;

·  Zems spermatozoīdu kustīgums (Māklera kamerā spermatozodīs šķērso vienu kvadrātu 4 un vairāk sekunžu laikā);

·  Teratozoospermija (izvērtējot pēc stingriem Krīgera kritērijiem);

·  Augsta spermatozoīdu aglutinācijas pakāpe – virs 80%;

·  Vāja spermatozoīdu uzpeldēšana spermas apstrādes laikā (pat pie normāliem spermogrammas rādītājiem);

·  Spermatozoīdu iegūšana invazīvu procedūru rezultātā; 

· Augsta antispermālo antivielu koncentrācija (MAR tests pārsniedz 50 %);

· iepriekš veikta IVF bez apaugļošanas rezultāta vai bijusi ļoti zema fertilizācija (mazāka kā 20 %);

· pacientes vecums virs 40 gadiem;

· iegūto oocītu skaits ir 4 un mazāk;

· oocīti pēc vitrifikācijas [6], [18].
Dažkārt, ņemot vērā vairākas, lai arī nelielas, izmaiņas abu partneru veselības stāvokļos, apvienojoties šo faktoru kopumam, paredzams apšaubāms pozitīvs klasiskā IVF iznākums. Šādos gadījumos lēmums par ICSI pielietošanu tiek pieņemts ex consilio [6].
Embriotransfēra dienas izvēle

ART metodes piemērotākā izvēle ir ne mazāk svarīga par embriotransfēra dienas izvēli. Medicīniskās apaugļošanas gadījumā sākotnēji dzemdes dobumā tika pārnesti drostalošanās stadijas, t.i. 4-8 šūnu embriji (2. vai 3.dienas). Tomēr implantācijas rādītāji šiem embrijiem bijuši zemi, aptuveni 10-20 %. Šī apstākļa dēļ dzemdē tika pārnesti vairāk embriju vienlaicīgi, kas palielināja kā grūtniecības iestāšanās iespējamību, tā arī daudzaugļu grūtniecību skaitu, sarežģījumu skaitu iegūto grūtniecību laikā, piemēram, spontānu grūtniecību pārtraukšanās un  priekšlaicīgu dzemdību skaitu [24].
Kā zināms, iemesls agrīnai embriju attīstības apstāšanās nereti ir ģenētiskie iemesli, ļaujot izdzīvot tikai stiprākiem un veselākiem embrijiem [19].
Pasasaulē veikts pētījums, kurā pierādīts, ka morfoloģiskie kritēriji, kuri tiek izvērtēti drostalošanās stadijas jeb 3. dienas embrijiem, ir īslaicīgi, izteikti subjektīvi un mazāk precīzi attiecībā uz aneiploīdiju skaitu, kas parādīsies vēlākā attīstībā, pretstatā blastocistu jeb 5. dienas embriju morfoloģiskam izmeklējumam. Piemēram, sieviešu vecuma grupā virs 36 gadiem, embrijiem, kuri 3. dienā tika izvērtēti kā labas kvalitātes embriji, tālākā attīstībā 59% atklājās aneiploīdija. Izvērtējot blastocistas, 35 % labas kvalitātes embriji izrādījušies aneiploīdi [25].
Visi šie fakti liecina, ka, iespējams, audzējot embrijus 2 dienas ilgāk, līdz blastocistas stadijai, kļūtu iespējams atlasīt labākos, dzīvotspējīgākos embrijus transfēram. Labāko embriju atlase ļautu uzlabot grūtniecības iestāšanās biežumu, mazināt dzemdes dobumā vienlaikus pārnesamo embriju skaitu, tādejādi mazinot arī daudzaugļu grūtniecību skaitu un uzlabojot iznēsātu dzīvi dzimušo bēnu procentuālo rādītāju [19], [24], [26]. 

Blastocistu transfēra pārākumu, iekļaujot labāku korelāciju ar embriju morfoloģisko kvalitāti un aneiploīdijas iznākumu, embriju labāku sinhronizāciju ar endometriju demonstrē arī Cochrane datu bāzes 2007. gada apkopojums [27], [28]. 

Lai arī pasaulē ir veikti daudzi pētījumi šajā jomā, jautājums par dalīšanās stadijas vai blastocistas transfēra klīnisko pārākumu joprojām paliek kontraversiāls [29], [30].
Embriju kriokonservācija
Parasti superovulācijas stimulācijas rezultātā tiek iegūtas vairāk olšūnu, vēlāk – embriju,  nekā nepieciešams vienam svaigu embriju transfēram. Tādējādi, labas kvalitātes svaigu embriju sasaldēšanas un atsaldēšanas iespēja ir kļuvusi par neatsveramu ART daļu, palielinot efektivitāti cīņā ar neauglību. Kriouzglabāšanas metožu izstrāde un ieviešana praksē ir atklājusi jaunas iespējas ART jomā. Uz doto brīdi eksistē 2 embriju sasaldēšanas varianti: lēnā sasaldēšana un vitrifikācija jeb ātra sasaldēšanas metode [13] [21]. Embriju sasaldēšanas – atsaldēšanas procesu iznākumi arvien tiek plaši apspriesti pasaules literatūrā, taču pagaidām nav pārliecinošu ilglaicīgu pētījumu rezultātu par bērnu veselības stāvokli, kuri dzimuši pēc atsaldētiem lēni saldētiem vai vitrificētiem embrioitransfēriem. Pētījumi šajā sfērā arvien turpinās [13].
PĒTĪJUMA METODOLOĢIJA 

Darba mērķis

Izpētīt grūtniecības iestāšanās biežumu drostalošānās un blastocistu stadijas embriotransfēru grupās, kā arī izvērtēt citu faktoru (sievietes vecuma, embrija sagatavošanas) ietekmi uz transfēra rezultātu. 

Darba hipotēze

1. Svaigu blastocistu transfērs biežāk rezultējas bioķīmiskā un klīniskā grūtniecībā nekā svaigu drostalošanās stadijas stadijas embriju transfērs;

2. Embriju implantācijas un grūtniecības iestāšanās biežumam ir negatīva korelācija ar sievietes vecumu;

3. Svaigs embriotransfērs biežāk rezultējas ar grūtniecības iestāšanos nekā atsaldēts.
4. Endometrija biezums būtiski ietemē embriotransfēra klīnisko iznākumu.
Darba uzdevumi
1. Izpētīt literatūru par drostalošanās un blastocistas stadijas embriotransfēra ietekmi uz grūtniecības iestāšanos un agrīnu norisi svaigu un atsaldētu transfēru gadījumā.

2. Izstrādāt pētījuma protokolu un izveidot anketu datu ievākšanai no pacientu medicīniskajām kartēm. 

3. Saņemt LU Eksperimentālās un klīniskās medicīnas institūta izpētes Ētikas komisijas atļauju pētījuma veikšanai.

4. Iegūt un apkopot datus par grūtniecības iznākumu un to ietekmējošiem faktoriem pēc drostalošanās un blastocistu stadijas embriju transfēra SIA VASU „Privātklīnikas Jūsu Ārsti” Sagatavot iegūtos datus analīzei, ievadot tos MS Excel 2013.
5. Veikt datu analīzi ar SPSS 22.0 programmu un izdarīt secinājumus.

6. Sagatavot pētījumu prezentācijai.

Pētījuma veids 

Retrospektīvs, salīdzinošs pētījums.
Pētījuma  populācija 

Pētījumā iekļauti 74 neauglības ārstēšanas gadījumi no 2012.gada 01.janvāra  - 2014. gada 31. decembrim  SIA VASU „Privātklīnika Jūsu Ārsti”. Pētījuma izlase tika sadalīta divās grupās atbilstoši ET dienai, kur drostalošanās stadijas ET grupā bija 41 sieviete jeb 55 %, un blastocistu ET grupā bija 33 sievietes jeb 45 % dalībnieču. Tika apskatīts bioķīmisko un klīnisko grūtniecību iznākums pēc drostalošanās un blastocistu stadijas embriotransfēra svaigu un atsaldētu ET grupā. Šie paši raksturlielumi izvērtēti sieviešu grupā līdz 35 (< 35 ) gadu vecumam un virs 35 (≥35) gadu vecuma.
Pētījuma iekļaušanas kritēriji:
· jebkura vecuma pacientes, kuras piedalījās klīnikas medicīniskās apaugļošanas programmā no 01.01.2012. līdz 31.12.2014. 

· superovulācijas stimulācija ar rekombinantiem follitropīniem GnRH - antagonistu protokolā (t.s. īsais protokols),  

· olšūnu apaugļošanai lietota ICSI metode, pamatojoties uz patospermijas esamību partnerim,  

· 2 embriju svaigs vai atsaldēts (gan pēc ,,slow freezing’’, gan vitrifikācijas) embriotransfērs 3. vai 5. embriju attīstības dienā. 

· embrijiem bija jābūt labas kvalitātes, atbilstoši drostalošanās un blastocistu stadijas embriju vērtēšanas kritērijiem.
Izslēgšanas kritēriji: 
· donoru materiāls - olšūnas/spermatozoīdi/ embriji, 

· preimplantācijas diagnostika (PGD, PGS), 

· zona pellucida mikroperforāciju veikšana (assisted hatching) pirms embriotransfēra.

PĒTĪJUMA METODE
Datu apkopošana veikta, izmantojot speciāli izstrādātu datu atlases anketu (skat.1. pielikumu). Iekļautie raksturlielumi – sievietes vecums, embriotransfēra veids (svaigs/atsaldēts), embriotransfēra diena (drostalošanās vai blastocistas stadija), endometrija biezums uz s/c hCG preparāta nozīmēšanas brīdi svaigu ET gadījumā, progesterona preparāta nozīmēšanas brīdī programmētā ciklā atsaldēta  ET gadījumā, procedūras rezultāti -  bioķīmiska vai klīniska grūtniecība.  

Superovulācijas stimulācijas protokols
Pētījumā iekļauto sieviešu superovulācijas stimulācijai GnRH - antagonistu protokolā tika pielietotas rekombinantā FSH injekcijas - follitropīns alfa (GONAL F, Merck Serono) vai follitropīns beta (Puregon, MSD) sākot ar 2. sievietes menstruālā cikla dienu. Ar 6. menstruālā cikla dienu tika nozīmētas GnRH - antagonistu injekcijas (Orgalutran, MSD; Cetrotide, Merck Serono). rFSH preparātu devas tika pielāgotas individuāli, pamatojoties uz antrālo folikulu skaitu, iepriekšējo superovulācijas stimulācijas protokolu iznākumiem, ja tādi bijuši. rFSH devas  superovulācijas stimulācijas gaitā tika koriģētas („step up” vai „step down”) pēc nepieciešamības.

Folikulu vidējai kohortai sasniedzot izmēru 16-18 mm, tika nozīmēta s/c hCG 0.25 mg/0,5 ml injekcija (Ovitrelle, Merck Serono). Folikulu punkcija jeb OPU i/v atsāpināšanā tika realizēta 35 - 36 stundas pēc hCG injekcijas.

Luteālās fāzes atbalstam tika pielietots vagināls progesterona krēms 90 mg (Crinone, Merck Serono) reizi dienā vai mikronizēts progesterons 200 mg 4x dienā (Utrogest, Besins Healthcare)  ar nākamo dienu pēc OPU, līdz grūtniecības testam un, ja tests pozitīvs, līdz 12 grūtniecības nedēļai, paralēli kontrolējot grūtniecības norisi ultrasonoskopiski.

Spermas sagatavošana 

Spermas analīze visos gadījumos tika veikta pēc Pasaules Veselības Organizācijas (WHO) vadlīnijām (WHO, 2010) [31]. Sperma tika sagatavota, spermatozoīdu suspensija atšķaidīta  ar spermas atmazgāšanas vidi līdz vajadzīgai koncentrācijai  katram PVP vides pilienam pievienojot 2-3 mkl spermatozoīdu suspensijas. PVP vide palēnina spermatozoīdu pārvietošanās ātrumu un ļauj izvērtēt to morfoloģiju zem invertētā mikroskopa. 

Pēc spermatozoīdu pievienošanas videi, ICSI plates tika ievietotas inkubatorā pie 370C, 5.5% CO2 atmosfērā vismaz uz 1 stundu pH līmeņa un temperatūras izlīdzināšanai.

Olšūnu sagatavošanas etaps

Olšūnu kumulusa kompleksi 1 līdz 2 h pēc olšūnu punkcijas tika inkubēti  HTF+5% HSA vidē pie 370C, 5.5% CO2 atmosfērā, pēc kā tika veikta olšūnu denudācijas procedūra  laminārās plūsmas skapī uz apsildāmā galda zem stereomikroskopa lupas. Ar sterilas pasterpipetes palīdzību olšūnu kumulusa kompleksi tika pārcelti ailē ar pievienotu hialuronidāzi, kur 2-3 reizes mehāniski tika iemērkti un pārlikti vidus ailē atmazgāšanai no hialuronidāzes. Vairākkārtēji pipetējot, olšūnas mehāniski tika attīrītas no kumulus apvalka šūnām. Kad apkārt olšūnai palika tikai daži slāņi starojošā kroņa (corona radiata), tās tika pārceltas HTF vidē ar 5% HSA ailē un liktas inkubatorā uz 15-30 min. Atlikušās cumulus un corona radiata šūnas tika notīrītas nost mehāniski ar 140mkm denudācijas pipeti. Attīrītas olšūnas tika pārceltas tīrā ailē ar HTF vidi, kurai pievienots 5% HSA. Tika izvērtēta olšūnu nobriešana – par nobriedušām tika uzskatītas olšūnas II metafāzes (MII) stadijā.  Ja nepieciešams, denudācija tika pabeigta ar 130mkm denudācijas pipeti, pēc kā olšūnas tika pārceltas tīrajā ailē ar HTF vidi, kurai pievienots 5% HSA. Plati ar olšūnām inkubēja pie 370C, 5.5% CO2 atmosfērā vismaz 1h, līdz veica ICSI procedūru.

ICSI procedūra

Kad ICSI plates bijušas preinkubētas ar spermatozoīdiem, uz mikromanipulatoru turētājiem tika stiprinātas manipulācijas pipetes. Injekcijas pipeti piepildīja ar eļļu no injekcijas šļirces. Tad no inkubātora uz laminārās plūsmas apsildāmās virsmas tika izņemtas gatavās ICSI plates ar spermatozoīdiem PVP pilienos un plate ar olšūnām. Katrā ICSI platē HTF pilienos tika ievietotas 3-6 MII olšūnas. Viena plate tika nolikta uz invertētā mikroskopa apsildāma galdiņa, pārējās ievietotas inkubatorā.

Abas mikromanipulatoru pipetes (injekcijas  un fiksācijas) vispirms tika nolaistas eļļas slānī, tad noskalotas tīrā HTF pilienā. Pēc tam injekcijas pipete tika pārvietota tīrā PVP pilienā, iesūcot nelielu PVP daudzumu pipetes galā, tad PVP pilienā ar spermatozoīdiem, kur tika izvēlēts viens, izvērtējot tā kustīgumu (dzīvotspēju) un morfoloģiju (uzbūvi). Ja spermatozoīds atbilda atlases prasībām, tas tika apstādināts, ar pipeti laužot viņa asti. Ar injekcijas pipetes galu spermatozoīds tika iesūkts iekšā pipetē ar spermatozoīda astes galu. Abas mikromanipulāciju pipetes tika pārceltas HTF pilienā, kur atradās olšūna. Ar fiksācijas pipeti pieturot olšūnu noteiktā pozīcijā, injekcijas pipeti maigi pietuvināja olšūnas membrānai, izejot cauri zona pellucida apvalkam un olšūnas membrānai. Spermatozoīds tika injicēts olšūnā. Injekcijas pipete tiek izvesta no olšūnas, olšūna atlaista no fiksācijas pipetes. Šī pati manipulācija tika atkārtota ar katru olšūnu. Kad visās MII  stadijas olšūnās bija injicēti spermatozoīdi, tās tika pārceltas kultivēšanas plates pilienos tālākai inkubācijai. Visas plates un stobri tika marķēti ar pacienta datiem (vārds, uzvārds, personas kods), punkcijas datumu, procedūras veidu. Procedūras norises laiki (denudācijas un ICSI), injicēto olšūnu daudzums, īpatnības, ja tādas bija, un izvietojums platēs tika fiksēts embrioloģiskajā protokolā.

Olšūnu apaugļošanās novērtēšana (D1)

16 – 18 h pēc ICSI procedūras zem invertētā mikroskopa tika izvērtēta olšūnu apaugļošanās (fertilizācija). Par normālām, apaugļotām olšūnā tika uzskatītas tās, kurās bija divi pronukleusi ar vairākām nukleolām katrā, divi tuvumā esoši polārķermenīši un nekādu acīmredzamu citoplazmas, membrānas vai spīdīgās zonas (zona pellucida) defektu. Iegūtie dati tika fiksēti embrioloģiskajā protokolā.

Embriju attīstības novērtēšana (D2, D3, D5) 
Pēc 42 – 44 h pēc ICSI tika vērtēta embriju agrīnā dalīšanās (cleavage). Embriji tika skatīti zem invertētā mikroskopa ar apsildāmo galdiņu pie  370C ar palielinājumu 20x40 Hoffmana kontrastā. Tika vērtēts embrija šūnu skaits, simetrija, izmērs, dalīšanās vienlaicīgums, fragmentācijas procents, kodolu redzamība. Iegūtie dati tika fiksēti embrioloģiskajā protokolā. Atkarībā no analizējamām pazīmēm, embrijem tika piešķirti kvalitātes grādi no 1 (labākie) līdz 4 (sliktākie).

Pēc 68 – 70 h pēc ICSI tika vērtēta embriju turpmāko dalīšanos. Embrijam jābūt 8 šūnu stadijā. Embriji atkārtoti tika izvērtēti pēc jau minētiem kritērijiem, rezultātus fiksējot protokolā. Atkarībā no analizējamām pazīmēm, embrijem piešķir kvalitātes grādus no 1 (labākie) līdz 4 (sliktākie).

Ja ET  paredzēts 3. dienā (drostalošanās stadijā), gatavojās embriju atgriešanai pacientes dzemdes dobumā. Ja paredzēts kultivēt 5. dienas embrijus jeb blastocistas, tad drostalošanās stadijas embriji tika pārcelti svaigajā kultivēšanas vidē, kas tikusi sagatavota iepriekšējā dienā un preinkubēta pie 370C 5.5% CO2 atmosfērā.

Blastocistu tika izvērtētas 116-118h pēc ICSI pēc Gardner kritērijiem [13] - zem invertētā mikroskopa uz apsildāmā galdiņa pie  370C ar palielinājumu 20x40 Hoffmana kontrastā. Tika vērtēta blastocistas stadija, embrioblasta un trofoblasta attīstība. Atkarībā no blastocistas kavitātes lieluma, embrioblasta un trofoblasta šūnu skaita embrijiem tika piešķirti kvalitātes grādi. Iegūtos datus fiksēja embrioloģiskajā protokolā 
Endometrija sagatavošana pirms atsaldēta ET
Gatavojoties atsaldēto embriju transfēram, visos gadījumos tika izmantots progammēts cikls. Respektīvi, endometrijs tika sagatavots ar eksogēniem estrogēna preparātiem (Estrofem, Novo Nordisk) no 2. -12. menstruālā cikla dienai, vai vairāk, līdz ultrasonogrāfiskā izmeklējumā endometrija biezums sasniedz 10 mm. Estrogēnu preparāta devas tika piemērotas individuāli, pārsvarā - uzsākot ar 6 mg p.o. dienā, pakāpeniski palielinot preparāta devu. Kad nepieciešamais endometrija biezums tika sasniegts, tika ordinēts vagināls progesterona preparāts (Crinone, Merck Serono 90 mg/d vai Utrogest, Besins Healthcare 200 mg 4 x d). Embrija attīstības diena tika saskaņota ar progesterona ordinēšanas dienu.

Embriotransfērs 
Nozīmētajā dienā un laikā ārpusķermeņa apaugļošanas rezultātā iegūtie embriji tika ievadīti pacientes dzemdes dobumā. Embriju pārnese notika pēc maksts un dzemdes kakla sagatavošanas (notīrīšanas ar fizioloģisko šķīdumu, ultrasonoskopiskas cervikālā kanāla garuma mērīšanas) katetra ievadīšanai caur cervikālo kanālu. Pēc katetra ievadīšanas embriologs izvēlētos embrijus no pilieniem pārcēla platītē ar ET vidi, ar šļirces palīdzību ievilka katetrā, nekavējoties nogādājot to uz operāciju zāli ginekologam. Transabdominālas ultrasonoskopijas kontrolē ET vidē piliens ar embrijiem tika ievadīts dzemdes dobumā. Pēc katetra izņemšanas no dzemdes kakla, katetrs  tika atgriezts laboratorijā un rūpīgi izskalots ET platītē ar ET vidi, lai pārliecinātos, ka neviens embrijs nav palicis tajā. Nevienā no pētījumā analizētiem gadījumiem re-ET ar katetrā „aizkavējušos” embriju nav bijis veikts.

Pētījumā aprakstītos gadījumos visām sievietēm tika pārnesti 2 labas kvalitātes embriji. Procedūra notika bez atsāpināšanas 

Visas ET norises īpatnības (ET laiku, embriju skaitu un Nr., katetra veidu, izskatu pēc ET, jebkādus sarežģījumus) fiksēja embrioloģiskajā protokolā.
Grūtniecības apstiprināšana 
Lai izvērtētu embriotransfēra rezultātu, 12- 14 dienas pēc procedūras sieviete laboratorijā veica hCG testu asinīs.  Testa rezultāti tika interpretēti sekojošā veidā:

· grūtniecība nav iestājusies (hCG < 1.00 mU/mL 12-14 dienas pēc embriotransfēra);

· grūtniecība ir iestājusies (hCG > 1.00 mU/mL 12-14 dienas pēc embriotransfēra);

Ja grūtniecības tests bijis pozitīvs, grūtniecības attīstība tika ultrasonoskopiski izvērtēta 2 nedēļas pēc testa ar sekojošu interpetāciju:
· bioķīmiskā grūtniecība (hCG > 1.00 mU/mL 12-14 dienas pēc embriotransfēra, tā pārtraucas divu testam sekojošo nedēļu laikā un nav detektējama transvaginālā USG);

· klīniskā grūtniecība (hCG > 1.00 mU/mL, 2 nedēļas pēc pozitīva hCG testa jeb 6 grūtniecības nedēļās ir progresējoša intrauterīna grūtniecība, ir monitorējama embrija sirdsdarbības frekvence). 

Datu analīze
Iegūtie dati tika apkopoti un statistiski apstrādāti ar MS Excel un SPSS (22.0) datorprogrammu palīdzību. Statistiskai analīzei intervālu skalā tika izmantota paremetriskā metode: Student – T tests. Rangu un nominālajā skalā tika izmanots Chi-square tests. Korelācija tika aprēķināta izmantojot Spīrmana korelācijas koeficientu (rs), kur rS  <0,2 tika pieņemts par neesošu korelāciju, rs 0,2 – 0,4 par vāju korelāciju, rs 0,4 – 0,7 par vidēji ciešu korelāciju, bet rs >0,7 par ciešu korelāciju. 

Pētījuma datu iegūšana un apkopošana 
Datu ievākšana un literatūras apskata izstrāde no 01.03.2015. līdz 01.05.2015

Datu apstrāde, analīze un secinājumu veikšana no 01.05.2015. līdz 10.06.2015.

Pētījuma sagatavošana prezentācijai no 10.06.2015. līdz 25.06.2015. 

Ētiskie aspekti

Pētījuma veikšanai ir saņemta Latvijas universitātes Eksperimentālās un Klīniskās Medicīnas Institūta Zinātniskās izpētes Ētikas komisijas atļauja.
REZULTĀTI
Kopumā tika analizēti 74 sieviešu gadījumi, no kuriem svaigi ET veikti 55 sievietēm jeb 74 % gadījumu, atsaldēti ET veikti 19 sievietēm, kas sastādīja 26 %  pētījuma dalībnieču. 
Vidējais vecums un vecuma grupas 
Pētījuma sieviešu vidējais vecums ir 33.4 (±4.8) gadi. Vecuma sadalījums atbilst normāla sadalījuma līknei (p=0,08). Vidējais pētījuma populācijas vecums bija 33,4 ± 4,8 gadi. Minimālais – 25 gadi, maksimālais – 44 gadi. Pacientu vecums populācijā ir attēlots 1.attēlā.
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1.att.  Pētījuma populācijas vecuma sadalījums
Vidējais sieviešu vecums, kurām iestājās klīniska grūtniecība, bija 31,92 ± 4,5 gadi, bet pacientēm ar bioķīmisku grūtniecību vidējais vecums bija 34,09 ± 4,6 gadi. Netika novērota statististiski ticama vecuma atšķirība starp tām pacientēm, kurām grūtniecība iestājās un tām, kurām neiestājās (p>0,05). 
Sievietēm svaigu un atsladētu embriotransfēru grupās vidējais vecums bija, attiecīgi, 33,3 ± 5,1 gadi un 33,6 ± 3,8 gadi. Statistiski ticami vecums abās grupās neatšķīrās (p=0,8). Skatīt 2.attēlu.
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2.att. Sieviešu vecums svaigu un atsaldētu ET grupās
Netika novērota korelācija starp sievietes vecumu un endometrija biezumu pirms embriontransfēra. (rs =-0,19; p= 0,09). 

Pētot atsevišķi klīnisko iznākumu izvēlētās vecuma grupās, ieguvām rezultātu, kur 43 sievietes jeb 58% ir vecuma grupā līdz 35 gadiem (<35)  un 31 sievietes jeb 42 % ir vecuma grupā no 35 gadiem un vecākas (≥ 35). Skatīt 3. attēlu.
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3.att. Sieviešu sadalījums vecuma grupās
Klīniskās situācijas salīdzinājums grupās 

Kopējie rādītāji drostalošanās un blastocistu ET grupās.

Drostalošanās un blastocistu stadijas embriotransfēru iznākumi apkopoti 2. pielikuma 1. tabulā.

Sieviešu vidējais vecums drostalošanās stadijas ET grupā un  blastocistas stadiju ET grupā statistiski ticami atšķīrās (p= 0.009). Drostalošanas stadijas ET grupā tas bija 34.6 (±4.6) gadi, bet blastocistu ET grupā - 31.8 (±4.6) gadi. Skatīt 4. attēlu.
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4.att.Sieviešu vidējais vecums ET grupās
Drostalošanās un blastocistu stadijas embriotransfēru skaits sieviešu vecuma grupā zem 35 gadu vecuma statistiski ticami atšķīrās (p = 0.006). Tādējādi, šajā vecuma grupā bija, attiecīgi, 44 % gadījumu drostalošanās stadiju ET (n = 18) un 76 % (n = 25) blastocistu stadijas ET. Skatīt 5. attēlu.
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5.att. ET sadalījums sieviešu vecuma grupā < 35 gadiem
Statistiski ticami atšķīrās arī ET skaits sieviešu vecuma grupā virs 35 gadu (≥ 35)  vecuma (p= 0.006), kur drostalošanās stadijas ET veikti 56 % gadījumu  (n = 23), bet blastocistu ET tikai 24 % gadījumu (n = 8). Skatīt 6. attēlu.
Kā redzams 3. pielikuma 1. tabulā, svaigu ET skaits prevalē pār atsaldēto ET skaitu gan drostalošanās stadijas, gan blastocistu stadijas ET grupā. Atsevišķi tika vērtēti arī svaigi un atsaldēti abu grupu ET. Svaigu ET grupā drostalošanās stadijas ET tika veikts 73 % (n = 30) gadījumu, blastocistu stadijas ET  - 76 % (n = 25) gadījumu (p > 0.05).  Skatīt 7. attēlu.
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6.att. ET sadalījums sieviešu vecuma grupā ≥ 35 gadiem
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7.att. Skaitliskais sadalījums svaigu ET grupā
Arī atsaldētu ET grupā statistiski ticama atšķirība starp abu dienu ET skaitu netika konstatēta (p = 0.8).  Šeit drostalošanās stadijas ET tika veikti 27 % gadījumu (n = 11), bet blastocistu ET 24 % (n = 8) gadījumu. Skatīt 8. attēlu. 
Bioķīmiskā grūtniecība abu ET grupā bija iestājusies līdzīgā gadījumu skaitā (p=0.5), kur drostalošanās stadijas ET grupā hCG tests bija pozitīvs 49 % (n = 20), bet blastocistu ET grupā – 46 % (n = 15) gadījumu. Skatīt 9. attēlu.
Arī klīniskās grūtniecības abās pētāmajās grupās bija iestājušās ar līdzīgiem panākumiem (p= 0.98). Respektīvi, drostalošanās stadijas ET grupā progresējoša grūtniecība ultrasonoskopiski tika konstatēta 32 % (n =13), bet blastocistu ET grupā 36 % (n = 12) gadījumu. Skatīt 10. attēlu.
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8.att. Skaitliskais sadalījums atsaldēto ET grupā
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9.att. Bioķīmiskās  grūtniecības iestāšanās biežums
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10.att. Klīniskās  grūtniecības iestāšanās biežums
Klīniskie rezultāti svaigu drostalošanās un blastocistu stadijas ET grupā
Grūtniecību iznākumi pēc svaiga drostalošanās un blastocistas stadijas ET apkopoti 2. pielikuma 2. tabulā.

Svaigu ET grupā sievietēm līdz 35 gadiem bioķīmiskā grūtniecība tika iestājusies pēc drostalošanās stadijas ET  71 % (n = 10) un pēc blastocistu ET - 37 % (n = 7) gadījumu. Kā redzams, bioķīmiskās grūtniecības iestāšanās procentuālais rādītājs ar statistiski ticamu pārsvaru ir augstāks drostalošanās stadiju ET grupā (p < 0.05). Skatīt 11. attēlu.
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11.att. Bioķīmiskās grūtniecības iestāšanās pēc svaiga ET sievietēm < 35 gadu vecumā
Bioķīmisko grūtniecību rādītāji vecāku sieviešu apakšgrupā izrādījās pretēji – drostalošanās stadijas grupā pozitīvs grūtniecības tests bija tikai 31 % (n = 5) gadījumu, bet blastocistu grupā – 58 % (n = 3). Atšķirība nesasniedza statistiski ticami līmeni (p= 0,55) . Skatīt 12. attēlu.
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12.att. Bioķīmiskās grūtniecības iestāšanās pēc svaiga ET sievietēm ≥ 35 gadu vecumā
Klīniskās grūtniecības iestāšanās rādītāji abās apakšgrupās bija līdzīgi. Jaunākām sievietēm lielāks grūtniecību turpināšanās procents bija vērojams pēc drostalošanās stadijas ET, respektīvi, 50 % (n = 7) pret 26 % (n = 5) blastocistu transfēru grupā (p=0.07). Skatīt 13. attēlu.
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13.att. Klīniskās grūtniecības ietāšanās sievietēm pēc svaiga ET < 35 gadu vecumā
Vecākām sievietēm pēc svaiga ET grūtniecība biežāk iestājās blastocistu transfēru grupā. Blastocistu ET efektivitāte sasniedza 50 % (n = 3) panākumu, turpretim drostalošanās stadijas ET grupā šis rādītājs bija zemāks – 19 % (n = 3). Tomēr šie šķietami atšķirīgie procentuālie rādītāji nesasniedza statistiski ticamu vērtību (p= 0.2). Skatīt 14. attēlu.
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14.att. Klīniskās grūtniecības iestāšanās pēc svaiga ET sievietēm ≥ 35 gadu vecumā
Klīniskie rezultāti atsaldētu drostalošanās un blastocistu stadijas ET grupā
Atsaldētu ET rezultāti apkopoti 2. pielikuma 3. tabulā.
Analizējot bioķīmiskās grūtniecības iestāšanās rādītājus jaunākām sievietēm, bez statistiski ticama pārsvara blastocistu transfēri biežāk rezultējās pozitīvos laboratoros grūtniecības testos, respektīvi 25 % (n = 1) drostalošanās stadiju ET bioķīmisko grūtniecību pret 83 % (n = 5) blastocistu ET grūtniecību (p=0.06). Skatīt 15. attēlu.
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15.att. Bioķīmiskās grūtniecības iestāšanās pēc atsaldēta ET sievietēm < 35 gadu vecumā
Pretējs sadalījums, taču arī bez statistiski ticamas atšķirības, izrādījās vecāku sieviešu grupā, kur drostalošanās stadijas ET rezultējās grūtniecībā 57 % (n = 4), bet blastocistu ET grupā grūtniecību nebija (n = 0) (p=0,15). Skatīt 16. attēlu.
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16.att. Bioķīmiskās grūtniecības iestāšanās pēc atsaldēta ET sievietēm ≥ 35 gadu vecumā
Arī klīnisko grūtniecību grupā jaunākām sievietēm tendence uz labākiem rādītājiem blastocistu ET grupā saglabājās, respektīvi, blastocistu transfēri sasniedza panākums 67 % (n = 4) gadījumu, bet drostalošanās stadijas ET tikai 25 % (n = 1) (p > 0.05). Skatīt 17. attēlu.
[image: image17.emf]25

67

0

10

20

30

40

50

60

70

procenti

drostalošanās

stadijas ET

blastocistu ET


17.att. Klīniskās grūtniecības iestāšanās sievietēm pēc atsaldēta  ET <35 gadu vecumā
Klīniskās grūtniecības rādītāji blastocistu ET grupā vecākām sievietēm, saprotams,  palika nemainīgi – 0%, bet drostalošanās stadijas ET grupā grūtniecība turpināja progresēt 29 % (n = 2) gadījumu (p > 0.05). Skatīt 18. attēlu.
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18.att. Klīniskās grūtniecības iestāšanās pēc atsaldēta ET sievietēm ≥ 35 gadu vecumā

Endometrijs
Endometrija biezums ET brīdī, kā redzams 2. pielikuma 1.tabulā, abās grupās sastādīja vidēji 10.7 mm (p > 0.05). Skatīt 19. attēlu. 
Vidējais endometrija biezums sievietēm, kurām neiestājās grūtniecība bija 10,5 ±1,3 mm. Tām, kurām iestājās klīniska grūtniecība, šis rādītājs bija 11,2 ± 1,9 mm, bet bioķīmiskas grūtniecības grupā – 11,0 ± 1,7 mm. Netika konstatēta statistiski ticama atšķirība endometrija biezumā sievietēm, kurām bija bioķīmiska grūtniecība un tām, kurām grūtniecība neiestājās (p=0,25). Tomēr tika novērota tendenču līmeņa sakarība, kur endometrijs bija biezāks tām sievietēm, kurām iestājās klīniska grūtniecība, salīdzinot ar sievietēm, kurām grūtniecība neiestājās (p=0,057). Skatīt 20. attēlu.
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19. att. Vidējais endometrija biezums ET grupās
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20. att. Endometrija biezums un ET iznākums
Netika novērota statistiski ticama atšķirība endometrija biezumā svaiga un saldēta embriotransfēra grupās. Svaiga embriontransfēra grupā tas bija 10,7 ±1,6mm, bet atsaldētu embriju grupā 10,6 ± 1,3. Skatīt 21. attēlu. 
Arī vērtējot endometrija biezumu svaigu ET grupā, netika novērota statistiski ticama atšķirība ne ET grupās ne vecuma grupās (p> 0.05) (skat. 2. pielikuma 4.tabulu). Skatīt 22. attēlu.
Līdzīga situācija parādījās arī atsaldēto ET grupā, kur ne ET grupu, ne vecuma sadalījumā statistiski ticamas atšķirības endometrija biezumā netika konstatēts (p > 0.05), (skat. 2. pielikuma 4.tabulu). Skatīt 23. attēlu.
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21.att. Endometrija biezums svaigu un atsaldētu ET grupā
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22.att. Endometrija biezums vecuma grupās pie svaiga ET
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23.att. Endometrija biezums vecuma grupās pie atsaldēta ET
Vecums virs 35 gadiem
Autora pētījuma ietvaros sievietēm vecumā virs 35 gadiem klīniskā grūtniecība iestājās 25 % (n = 5) no 20 sievietēm drostalošanās stadijas embriontrasfēru grupā un 37 % (n=3) no 8 sievietēm blastocistas stadijas embriotransfēru grupā. Atšķirība nesasniedza statistiskās ticamības līmeni (p = 0,5). Skatīt 24. attēlu.
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24.att. Klīniskās grūtniecības iestāšanās sievietēm virs 35 gadu vecumā ET grupās

Sievietēm vecumā virs 35 gadiem nebija atšķirības klīnisku grūtniecību biežumā, salīdzinot svaigu embriju transfēru un atsaldētu embriju transfēru. Attiecīgi, 30% (n=6) no 20 sievietēm svaigu embriju transfēru grupā un 25% (n=2) no 8 sievietēm atsaldētu embriju transfēru grupā (p=0,8). Skatīt 25. attēlu.
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25.att. Klīniskās grūtniecības iestāšanās sievietēm virs 35 gadu vecumā svaigu un atsaldētu ET grupās

Netika konstatētas atšķirības sieviešu grupā virs 35 gadiem, kurām tika izmantoti svaigi embriju transfēri grūtniecību biežumā pārnesot drostalošanās vai blastocistu stadijas embrijus (p = 0,2). 

Tāpat nekonstatēja atšķirību sievietēm, kuras vecākas par 35 gadiem un tika izmantoti atsaldēti embriji. Grūtniecību skaits, pārnesot atsaldētus drostalošanās vai blastocistu stadijas embrijus, neatšķīrās (p = 0,3). 
DISKUSIJA
Pēc pieejamiem datiem, šis ir pirmais pētījums Latvijā par drostalošanās stadijas embriju un blastocistu transfēru ietekmi uz grūtniecības iestāšanos. Šī pētījuma rezultāti varētu ļaut prognozēt piemērotāko embriotransfēra dienu neauglīgiem pāriem, kuri iesaistās neauglības ārstēšanas programmā, kā arī dot mums pašiem, klīnikas personālam, priekšstatu par klīnikas un laboratorijas darba kvalitāti, rezultātiem klīnikas darba paškontrolei. 

ART galvenais mērķis ir sasniegt vienu iznēsātu dzīvi dzimušo bērnu uz vienu stimulācijas ciklu [28]. Pasaule joprojām diskutē par iespējamiem variantiem, kā šo mērķi sasniegt ar lielākiem panākumiem. 

Pētījuma populācijas vecuma raksturlielumi

Veiktajā pētījumā tika analizēti 74 ET gadījumi, kuros piedalījās pacientes vecumā no 25 – 44 gadu vecumam. Pētījuma sieviešu vidējais vecums bija 33.4 gadi. Ar statistiski ticamu atšķirību sievietes drostalošanās ET grupā bija vecākas nekā blastocistu ET grupā, attiecīgi, 34.6 gadus un 31,8 gadus jaunas. 

Iegūtie rezultāti nedaudz atšķiras no pasaulē veiktiem pētījumiem. Tā, piemēram, Indijā veiktā pētījumā, kas publicēts 2014.gadā, drostalošanās stadijas ET grupā bija sievietes 32,46 gadu vecumā, bet blastocistu ET grupā – 32,04 gadu vecumā [5]. 2003.gadā Dānijā veiktā līdzīgā pētījumā gan 3. dienas, gan 5. dienas ET grupā bija sievietes 31,2 gadu vecumā [29]. 2012.gadā publicētā Ķīnas pētījumā gan drostalošanās stadijas, gan blastocistu stadijas ET grupā bijušas vēl jaunākas sievietes, atbilstoši, 30 un 29 gadus jaunas [28]. Iemesli minētai vecuma atšķirībai valstu starpā varētu būt multifaktoriāli. Iespējams, ka lomu spēlē jau minētais fakts no Latvijas statistikas par vidējo laika posmu, kurā neauglīgs pāris nonāk terciārā aprūpē - neauglības ārstēšanas klīnikā. Kā minēju, tie vidēji ir 42 mēneši jeb 3.5 gadi [9]. Kā vēl vienu iemeslu var minēt arī to, ka visas piecas Latvijā pieejamās  neauglības ārstēšanas klīnikas atrodas Rīgā, kas rada zināmas neērtības pāriem, kas dzīvo attālākos Latvijas reģionos. Iespējams, lēmumu par došanos uz neauglības ārstēšanas klīniku un ART atlikšanu uz vēlāku laiku, ietekmē arī Latvijā dzīvojošo cilvēku sociāli ekonomiskais stāvoklis, jo pat Valsts programma paredz zināmus pacientu finansiālus ieguldījumus – dažādi izmeklējumi, veselības stāvokļa korekcija atkarībā no analīžu rezultātiem, ceļa izdevumi līdz klīnikai, pacientu līdzmaksājumi Valsts finansētās procedūrās u.c. Visu šo faktoru kopums varētu aizkavēt pāru dalību ART programmās no neauglības noteikšanas brīža līdz procedūrai, palielinot sieviešu vecumu. 

Svaigu un atsladētu embriotransfēru grupās sieviešu vidējais vecums bija, attiecīgi, 33,3 gadi un 33,6 gadi – bez statistiski ticamas atšķirības. Svaigi transfēri drostalošanās stadijā un blastocistu stadijā bijuši veikti līdzīgā skaitā (p > 0.05), arī atsaldēto ET grupā drostalošanās stadijas embriji un blastocistas tika pārnesti bez statistiskas atšķirības skaita ziņā (p > 0.05).  Nevienā no autora minētiem pasaulē vaiktiem pētījumiem atsevišķi netika vērtēts sieviešu vecums svaigu un atsaldētu embriotransfēru grupās, līdz ar to, kļūst neiespējami salīdzināt manis iegūtos parametrus ar minēto pētījmu datiem.
Grūtniecības iestāšanās biežums pēc drostalošanās un blastocistu ET kopējā pētāmo sieviešu populācijā
Bioķīmisko grūtniecību starpā kopējā pētāmo sieviešu populācijā statistiski ticamas atšķirības starp drostalošānās un blastocistu stadijas ET nav atrasts (p vērtība abās grupās > 0.05). 

Arī klīnisko grūtniecību iestāšanās biežumā ticamas atšķirības atrasts netika, pretstatā Indijā veiktajam pētījumam, kur ar statistiski ticamu pārsvaru grūtniecība bija turpinājusies blastocistu ET grupā [5]. Klīnisko grūtniecību procents autora pētījuma ir augstāks kā indiešu kolēģiem drostalošanās stadijas ET grupā, respektīvi, 32 % pret 29,3 %. Blastocistu ET grupā un autora pētījuma dalībniecēm klīniskā grūtniecība bija iestājusies 36 % pret 44 % indiešu kolēģu pētījuma dalībniecēm [5].
Atšķirībā no autora pētījumā iegūtiem rādītājiem, Indiešu pētījumā [5] iegūtie dati arī liecināja, ka svaigu ET grupā ar statistiski ticamu pārsvaru grūtniecības biežāk iestājās blastocistu ET grupā. Šī pētījuma sievietes abās ET grupās bijušas līdzīga vecuma (32,5 gadus jaunas drostalošanās stadijas un 32,04 gadus – blastocistas stadijas ET grupās). Jāmin arī, ka šī pētījuma dalībnieces drostalošanās stadijas ET grupā ir bijušas aptveni 2 gadus jaunākas kā autora pētījuma šīs grupas sievietes. Autora pētījumā bioķīmiskā grūtniecība abās ET grupās bija iestājusies biežākā gadījumu skaitā nekā Indiešu kolēģu pētījumā. Respektīvi, drostalošanās stadijas ET  grupā bioķīmiskā grūtniecība tika novērota 49 % (indiešu kolēģiem 32 %), bet blastocistu stadijā 46 % (attiecīgi, 45 %).  

Klīniskās grūtniecības blastocistu stadijas ET grupā pēc šī pētījuma [5] datiem iestājās 44 % gadījumu. Autora veiktā pētījumā kopējais klīnisko grūtniecību biežums blastocistu transfēru grupā arī bija augstāks kā drostalošanās stadijas embriotransfēru grupā, taču tomēr nesasniedza ticamas atšķirības līmeni. 

Salīdzinot ar Dāņu kolēģu datiem [29], autora pētījuma ART ciklos bioķīmisko un klīnisko grūtniecību iestāšanās biežums ir zemāks kā 2013.gadā Dānijā veiktajā pētījumā, taču arī kolēģu pētījuma ietvaros statistiski ticamas atšķirības abu grupu drostalošanās un blastocistu transfēru grupā nebija [29]. Analizējot, kādēļ autora pētījuma rādītāji varētu būt zemāki nekā Dāņu pētījumā uzrādītie, varu atzīmēt, ka pēc Dāņu kolēģu datiem, sievietes bijušas jaunākas kā dotā pētījuma dalībnieces. Lai arī vecuma atšķirība nav liela – aptuveni 2 gadi, tomēr tā varētu negatīvi ietekmēt autora rezultātus. Dānijas pētījums arī neuzrāda, kāds ir vīriešu neauglības procents viņu pētījuma populācijā. Turpretim visu autora pētījuma iekļauto sieviešu partneriem bija konstatēta patospermija, kas ir viena no pamatindikācijām ICSI procedūras veikšanai [6]. Tas varēja negatīvi ietekmēt embriju attīstību, palielinot aneiploīdiju un agrīnu spontānu grūtniecības pārtraukšanos riskus. 

Analizējot vīriešu un sieviešu faktora ietekmes jautājumu, 2012. gada Ķīnas pētījumā, kur kā ART pielietots gan IVF, gan ICSI, minēts procentuālais sadalījums starp sieviešu, vīriešu,  kombinēto un neizskaidrojamu iemeslu neauglību pārī, parādot, ka aptuveni 30 % neauglības iemeslu gulstas uz Ķīnas vīriešu poplāciju, ap 30 % - sieviešu, aptuveni 15 % faktoru kombinējas, 25 % atstājot neskaidras etioloģijas, tai skaitā pētījumam nezināmas, dēļ [32]. Arī visos pārējos apskatītajos un uzrādītajos pētījumos, neauglības iemesli bija skāruši abus dzimumus līdzīgās proporcijās. 

Autora pētījumā šīs faktoru grupas atsevišķi izdalīti netika, tomēr, kā jau minēju, visiem sieviešu partneriem bijusi patospermija. Šeit ar skumjām jāsecina, ka vīriešu veselības rādītāji populācijā dramatiski krīt. Kā galvenos neveselības iemeslus jaunu vīriešu starpā var minēt ar dažādiem iemesliem saistītu pastāvīgu stresa stāvokli, smēķēšanu, no mazkustības un nepareiza uztura izrietošu aptaukošanos, sēdošu darbu, varikocēles esamību [13]. Latvijā ir ļoti maz speciālistu, kas nodarbotos ar vīriešu neauglības problēmu risināšanu. Parasti šie vīrieši kļūst par urologu un/vai endokrinologu pacientiem, taču, diemžēl, Latvijā nav tādas sertificētas specialitātes kā andrologs, kurš spētu kompleksi diagnosticēt un kompetenti risināt vīriešu neauglības problēmas, paaugstinot vīriešu auglības rādītājus un dzīves kvalitāti kopumā.

Pasaules literatūrā pieņemts dalīt kopējo sieviešu populāciju vecuma grupās, kur vienā grupā ir jaunākas (līdz 35 gadu vecumam) un vecākas sievietes (35 un vairāk gadu), pieņemot ka jaunākām sievietēm fizioloģiski ir labvēlīgāka prognoze grūtniecības iestāšanās biežumam, bet pat somatiski veselām vecāka gadu gājuma sievietēm ir fizioloģiska subfertilitāte. Zemāki grūtniecības rādītāji vecākām sievietēm varētu būt saistāmi ar lielāku aneiploīdiju skaitu dzimumšūnās, kuri parādās vēlākā, pēc-laboratorijas, embriju attīstības stadijā [5], [26]. Arī autora pētījuma rezultāti ir atsevišķi analizēti minētās vecuma grupās.

Grūtniecības iestāšanās biežums vecuma grupās pēc svaiga drostalošanās un blastocistas stadijas ET

Autora pētījuma ietvaros pēc svaigiem dažādās vecuma grupās rezultāti bijuši pretēji. Jaunākām sievietēm svaigu ET grupā bioķīmisko un klīnisko grūtniecības rādītāji (attiecīgi, 71 % un 50 %) bijuši ievērojami augstāki pēc drostalošanās stadijas ET nekā pēc blastocistu ET ( 37 % un 26 %). Pretēji rezultāti tika iegūti E.G. Papanikolau pētījumā, kur sievietēm līdz 36 gadiem biežāk klīniskā grūtniecība ar statistisku ticamību bija iestājusies blastocistu ET grupā [25].
2014. gadā publicētā Ķīnas pētījumā klīnisko grūtniecību rādītāji šajā vecuma grupā arī ir ticami augstāki kā pēc drostalošanās stadijas ET [8].
Vecāku sieviešu grupā lielāks bioķīmisko un klīnisko grūtniecību procents bijis pēc blastocistu ET (50 % gan bioķīmisko, gan klīnisko grūtniecību), pie tam pēc drostalošanās stadijas ET bioķīmiskā grūtniecība iestājās 31 % , bet klīniskā grūtniecība – 19 % gadījumu. Šim par iemeslu varētu būt jau minētais fakts, ka vecāko sieviešu starpā ir ļoti grūti izvērtēt drostalošanās stadijas embrija kvalitāti un paredzēt tā turpmāko attīstību. Piemēram, kāds līdzīgs E.G. Papanikolau pētījums [25] liecina, ka vecāko sieviešu grupā 59 % gadījumu labas kvalitātes drostalošanās stadijas embriji savā turpmākā attīstībā izrādījušies aneiploīdi. Jāpiebilst, ka šajā pašā vecuma grupā labas kvalitātes blastocistu turpmākā attīstībā uzrādīto aneiploīdiju bija  35 %, kas ir būtiski mazāk [5], [25].  Ja šo pieņēmumu projicētu arī uz jaunāku sieviešu grupu, varētu spriest, ka, izvēloties transfēram drostalošanās stadijas embrijus, reproduktologs ar lielu varbūtību varētu pārnest embriju ar hromosomālu patoloģiju, taču no otras puses, ne visi drostalošanās stadijas embriji būs spējīgi sasniegt blastocistas stadiju mākslīgā kultivācijas vidē [25].
Autora pētījuma ietvaros statistiski ticama atšķirība grūtniecības iestāšanās rādītājos svaigu ET grupā tika novērota tikai bioķīmisko grūtniecību starpā gados jaunākām sievietēm. Tā kā ART mērķis ir klīniskās grūtniecības iestāšanās un tam sekojoša dzīvi dzimuša bērna dzimšana, klīniskas nozīmes vienam šim rādītājam tomēr nav. Iespējams, šie rādītāji vēlreiz apliecina jau minēto faktu par lielo aneiploīdiju procentu labas kvalitātes drostalošanās stadijas embriju starpā, kas rezultējas agrīnā grūtniecības attīstības pārtraukšanās pirms klīniskās grūtniecības monitoringa.

Abos minētos Ķīnā veiktajos pētījumos šajā vecuma grupā netika atrasta statistiski ticama atšķirība abu dienu ET starpā, tomēr nedaudz augstāks klīnisko grūtniecību iestāšanās procents bijis pēc drostalošanās stadijas ET [8], [28]. 
Grūtniecības iestāšanās biežums vecuma grupās pēc atsaldēta drostalošanās un blastocistas stadijas ET

Runājot par jaunāku sieviešu grupu, ievērojami lielāks gan bioķīmisko, gan klīnisko grūtniecību iestāšanās biežums tika novērots pēc blastocistu ET, taču, neskatoties uz šķietami lielu procentuālo starpību, statistiski ticamas atšķirības līmeni šie rādītāji nebija sasnieguši. Abu Ķīnā veikto pētījumu rezultāti izrādījās kontraversiāli. Tā, pēc 2012. gada Ķīnā veiktā pētījuma datiem, sieviešu grupā zem 35 gadu vecuma (<35), netika atrasta statistiski ticama atšķirība starp atsaldēto drostalošanās un blastocistas stdijas ET klīnisko grūtniecību iestāšanās rezultātiem [28], bet 2014. gada pētījumā ar statistiski ticamu pārsvaru atsaldēto ET grupā grūtniecības iestājās blastocistu ET grupā [8].
Autora pētījuma sieviešu grupā pēc 35 gadu vecuma gan bioķīmisko, gan klīnisko grūtniecību starpā labāki procentuālie rādītāji bijuši pēc drostalošanās stadijas ET, taču arī šie rezultāti nesasniedza statistiskas ticamības robežu. 2014. gada Ķīnas pētījumā ar statistiski ticamu pārsvaru klīniskās grūtniecības bija iestājušās blastocistu ET grupā [8].
Par iemeslu lielākam grūtniecību iestāšanās procentam atsaldēto blastocistu ET grupā var minēt labāku endometrija un embrija attīstības sinhronizācijas procesu programmētos atsaldētos ciklos. Šajā gadījumā tiek visprecīzāk modelēts t.s. „implantācijas logs” – laiks, kad embrijs var implantēties endometrijā. Arī pasaulē veiktie pētījumi pierāda šo hipotēzi [28]. Šis minētais pētījums apraksta arī interesantu fenomenu, ka Ķīnas etnisko iedzīvotāju starpā grūtniecības pat ar labas kvalitātes embrijiem ART ciklos iestājas daudz retāk kā baltās rases sieviešu starpā pie identiskiem apstākļiem, embriju kvalitātes, superovulācijas stimulācijas protokoliem, minot hipotēzi, ka dzeltenās rases sievietēm ART ciklos endometrijs fizioloģiski vairāk tiek negatīvi ietekmēts ka baltās rases pārstāvēm [28].
Par iemeslu atšķirībām starp autora un pasaulē veikto pētījumu rezultātiem var minēt mazu pētāmās grupas dalībnieku skaitu autora pētījumā, kas, bez šaubām, varēja ietekmēt rezultātus un to ticamības pakāpi. Piemēram, šī vecuma sievietēm tikai septiņi embriotransfēri tika veikti drostalošanās stadijas grupā un tikai divi blastocistu ET grupā. Manis minētos pasaules pētījumos respondentu grupas ir izteikti daudzskaitlīgākas un ietver sevī desmitiem vai pat simtiem gadījumu katrā no apskatītām grupām.     

Endometrijs
Pēc pasaules literatūras datiem, lai veiksmīgi norisinātos embrija implantācija, endometrija biezumam jābūt 7-14 mm [33]. Autora pētījuma ietvaros analizētais endometrija biezums visos gadījumos atbilda šim lielumam.
Vidējais endometrija biezums sievietēm, kurām neiestājās grūtniecība bija 10,5mm. Sievietēm, kurām iestājās bioķīmiskā grūtniecība šis rādītājs bija 11,0 mm, klīnisko grūtniecību grupā endometrija lielums uz hCG nozīmēšanas brīdi bija vēl lielāks - 11,2 mm. Taču statistiski ticama atšķirība starp sievietēm, kurām grūtniecība nebija iestājusies un sievietēm, kurām bija iestājusies bioķīmiskā grūtniecība, netika konstatēta( p> 0.05). Tomēr tika novērota sakarība, ka endometrijs bija biezāks tām sievietēm, kurām iestājās klīniska grūtniecība, salīdzinot ar sievietēm, kurām grūtniecība neiestājās.

Kolēģi no Ķīnas arī atzīmē, ka viņu pētījuma ietvaros embriju transfēri tika veikti, kad endometrija biezums pārsniedza 10 mm.  Pētījumā, ko veica Zhau un Zhang 2014. gadā tika rādīts, ka grūtniecība ar lielāku varbūtību iestājas, ja endometrija biezums superovulācijas stimulācijas gaitā hCG nozīmēšanas dienā ir 11 +/- 2,2 mm Pēc šī paša pētījuma datiem, pāriem, kas piedalījās ART programmā, endometrija biezums 10 - 11 mm hCG nozīmēšanas brīdī korelēja ar 53.22 % klīnisko grūtniecību iestāšanās biežumu [34]. Taču par šo raksturlielumu ir arī kontraversiāli pētījumi, piemēram, 2002. gada Dietterich publicētais pētījums, kur pierādīja, ka endometrija biezums zem 14 mm vai virs 14 mm hCG nozīmēšanas brīdī neietekmē ne implantācijas un grūtniecības iestāšanās, ne agrīnu grūtniecības pārtraukšanās biežumu [35].
Arī salīdzinot svaigu un atsaldētu ET grupu, svaiga embriontransfēra grupā vidējais endometrija biezums bija 10,7 mm, bet atsaldētu embriju grupā 10,6 mm. Tādējādi, atkārtoti var secināt, ka autora pētījumā endometrija biezums pētāmo pacienšu grupās bija pietiekams, taču labāki klīnisko grūtniecību rādītāji bija biezākā endometrija slāņa pacienšu grupā.
Autora pētījumā netika novērota korelācija starp sievietes vecumu un endometrija biezumu pirms embriontransfēra. (rs =-0,19; p= 0,09). Lai gan pēc pasaules literatūras datiem, endometrija biezumam ir tendence “novecot”, respektīvi, jo jaunāka sieviete, jo biezāks ir viņas endometrijs un otrādi [36].
Kopsavilkums 
Par ET dienas izvēli pasaulē veikto pētījumu secinājumi aizvien paliek kontraversiāli. Pasaules literatūras dati apgalvo, ka augsti grūtniecību rādītaji varētu būt gan 3, dienas gan 5 dienas ET starpā [29].
Piemēram, Austrāliešu kolēģi, pētot grūtniecības iestāšanos ART ciklos, tālāko grūtniecības gaitu, tai skaitā pārtraukšanās procentu, secinājuši, ka vislabvēlīgākam iznesta, dzīvi dzimuša bērniņa iznākumam, būtu jāizvēlas svaigu emriju transfērā blastocistu stadijas ET, šī ART cikla embrijus sasaldējot drostalošanās stadijā. Izvēloties veikt atsaldētu ET, no atsaldētiem drostalošanās stadijas embrijiem būtu jākultivē blastocista, izvēloties viena atsaldēta embrija transfēru blastocistas stadijā [32]. Šis pieņēmums ir saskaņā arī ar to, ka, salīdzinot ar drostalošanās stadijas embrijiem, blastocistu starpā ir ievērojami zemāks ģenētiski nepilnvērtīgu embriju procents [25].
Tomēr agrāko pētījumu rezultāti  rāda, ka ne visām pacientēm piemērots blastocistu stadijas ET [24], [28]. Pēc zinātnieku domām, par iemeslu šim pieņemumam verētu kalpot tas, ka embrija veidošanās process par blastocistu un vēlākām embrioģenēzes stadijām lielā mērā atkarīgs no mātišķā mRNS satura oocītā. Tādējādi, pacientēm ar sliktāku olšūnu kvalitāti (t.i. gados vecākām sievietēm), šādi uzglabāta mRNA kopija var izraisīt blastocistu formēšanās apstāšanos. Tātad, blastocistu kultivēšana un transfērs biežāk būtu jāpiedāvā gados jaunākām sievietēm (<35 gadu) ar labāku prognozi, tandēmā ar pēc tranfēra palikušo blastocistu vitrifikāciju, pēc iespējas uzlabojot krioprezervācijas protokolus [28].
Izdarot secinājumus, gan pēc autora pētījuma datiem, gan pēc pasaules kolēģu domām [8], ja sieviete (< 35 gadu vecumam) pēc OPU jūtas labi, svaigu ET optimāli būtu veikt embriju drostalošanās stadijā. Taču, ja sievietei pēc OPU rodas veselības problēmas, piemēram, hiperstimulācijas sindroms, novērojama augsta estradiola koncetrācija asinīs, vai ja labas kvalitātes drostalošanās stadijas embriju ir daudz, optimāli būtu kultivēt embrijus līdz blastocistu stadijai un vitrificēt blastocistas. Pēc pasaules datu apkopojuma varu teikt, ka jaunāku sieviešu grupā klīnisko grūtniecību iestāšanās procents pēc atsaldētu blastocistu ET ir augsts [8], [25]. 
Pamatojoties uz datiem, kas gūti autora pētījumā, jāsecina arī, ka vecāku sieviešu grupā svaiga ET veikšana vēlamāka būtu blastocistas stadijā, bet krioprezervācijai un atsaldētam ET būtu jāizvēlas drostalošanās stadijas embriji. Šis secinājums ir pretrunā ar pasaules literatūras datiem. Taču, kā jau minēju, autora pētījuma dati mazskaitlīgā respondentu skaita dēļ, iespējams, ka nav objektīvi. 
Detalizēti izpētot pasaules literatūras datus, var secināt, ka, bez šaubām, blastocistu stadijas embriju transfērs ir daudzsološa iespēja ART klāstā. Blastocistu kultivēšana, blastocistu transfērs un blastocistu vitrifikācija būtu tie mērķi, uz kuriem būtu virzāmas ART [28].
Augstas implantēšanās spējas embrija izvēle ir sarežģīts uzdevums ART ietvaros. Lai palielinātu implantāciajs procentu, bieži transfēram tiek piedāvāti vairāki embriji, iegūstot arī daudzaugļu grūtniecību [24].
Neapšaubāmi, implantācijas procentu, grūtniecības iestāšanās biežumu, attīstības īpatnības un dzīvi dzimušo skaitu pēc ART visprecīzāk būtu  pētīt pēc viena embrija transfēra. Runajot par vispasaules tendencēm un ieteikumiem pāriet uz 1 embrija transfēru, kā, piemēram, to nolēmuši darīt Austrālijas un Beļģu kolēģi samazinot daudzaugļu grūtniecībā pastāvošos, riskus, uzlabojot iznestu un dzīvi dzimušo bērnu skaitu [25], [32], varu atzīt, ka pirms katra ET ar pacienti detalizēti tiek apspriests šis jautājums. Un, kā arī daudzviet pasaules literatūrā tas tiek minēts [25]. pašas pacientes, apzinoties riskus, izvēlas un uzstāj uz divu embriju transfēru, pamatojoties uz to, cik ļoti vēlama ir šī grūtniecība un topošie bērni. Trīs embriju transfēru, kas ir maksimālais Latvijā atļautais embriju skaits transfēram, pie visu trīs embriju labas kvalitātes rādītājiem, sievietes praktiski neizvēlas, saprotot, ka iestājušās trīņu grūtniecības riski ir nesamērojami augstāki kā iespējamā dvīņu grūtniecībā. 

Autora pētījumam ir gan ieguvumi un trūkumi. No ieguvumiem var minēt klīnikas statistisko datu apkopojumu par minēto tēmu no 2012. – 2014. gadam. Trūkumi ir vairāki. Piemēram, veiktais pētījums ir retrospektīvs, tajā analizēti dati no pacientu ambulatorām kartēm, protokoliem. Visus datus un informāciju klīniskajās vēsturēs fiksējuši sieviešu ārstējošie ārsti. Pētījums netika dizainēts prospektīvi ar konkrētu protokolu, tāpēc nevar izvairīties no nepilnībām un kļūdām, ko rada cilvēciskais jeb šajā gadījumā ārstējoša ārsta faktors. Nav zināms, cik precīzi atzīmēja klīniskajā vēsturē ārstējošais ārsts pacientes sūdzības un klīniskus datus. Precīzi dati būtu iegūstami, ja tiktu anketētas pašas slimnieces un ārstējošie ārsti, stingri pieturoties noteiktam protokolam, atzīmējot visus nepieciešamos datus. Lai varētu vispārināt pētījuma rezultātus, būtu veicama padziļināta statistiska datu analīze, izmantojot tikai tos raksturlielumus, par kuru ticamību nav šaubu.
Otrs liels trūkums – maza pētāmā populācija. Lai arī tika atlasīti visi pāri minēto gadu laikā, kas atbilda iekļaušanas kritērijiem, tomēr gan pati neauglības klīnika ir pēc pasaules mērogiem neliela, gan arī Latvijas iedzīvotāji nav tik daudzskaitlīgi, lai pētījuma rezultāti būtu vispārināmi un pilnībā ticami. No pētījuma dizaina viedokļa, var tikai apmēram gūt priekšstatu par rezultātu salīdzinājumu ar pasaulē veikto pētījumu rezultātiem, jo katrs pētījums ir mazliet atšķirīgs – daudzos izmantots gan IVF, gan ICSI, vairākos pētījumos pārnestais embriju skaits variē no 1-3 viena ET laikā, daži pētījumi nav balstīti uz datu analīzi vecuma grupās. Tādējādi, lai arī izvēlotis pasaulē veikto pētījumu aprakstus, centos atrast maksimāli idejiski līdzīgus pētījumus, tomēr visi minētie salīdzinājumi ar pasaules literatūru nevar būt 100 % objektīvi. 
SECINĀJUMI
1. Svaigu drostalošanās stadijas embriju transfērs kopējā sieviešu vecuma grupā rezultējas bioķīmiskā un klīniskā grūtniecībā tikpat bieži kā blastocistu stadijas embriju transfērs.

2. Sievietēm vecumā virs 35 gadiem nav ticamas atšķirības klīnisko grūtniecību iestāšanās biežumā, salīdzinot drostalošanās un blastocistas stadijas ET ne svaigu , ne atsaldētu embriju transfēru starpā. 

3. Svaigu un atsaldētu embriju transfērs grūtniecībā realizējas vienādi bieži.
4. Statistiski ticama atšķirība endometrija biezuma mērījumu rezultātā sievietēm, kurām grūtniecība nebija iestājusies un sievietēm, kurām bija iestājusies bioķīmiskā grūtniecība, netika konstatēta. Tomēr tika novērota sakarība, ka endometrijs ir biezāks tām sievietēm, kurām iestājās klīniska grūtniecība, salīdzinot ar sievietēm, kurām grūtniecība neiestājās.

5. Respondentu skaits pētījuma grupās ir nepietiekams, lai varētu objektīvi izvērtēt embriotransfēra dienas ietekmi uz atsevišķām vecuma grupām, salīdzināt rezultātus vecuma grupu starpā. 
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PIELIKUMI

1. pielikums. Pētnieciskā darba anketa.

	Vecums;
	

	Embriotransfēra veids
	svaigs / atsaldēts

	Embriotransfēra diena
	3 / 5

	Endometrija biezums, mm
	

	Bioķīmiskā grūtniecība
	jā / nē

	Klīniskā grūtniecība 

	jā / nē


2. pielikums. Darba rezultāti. Tabulas
1.tabula  

Drostalošanās stadijas  ET (n = 41) un blastocistu ET (n = 33) salīdzinājums
	
	Drostalošanās stadijas ET
	Blastocistu ET
	p vērtība

	Sieviešu vidējais vecums, gadi (±SD)
	34.6 (±4.6)
	31.8 (±4.6)
	0.009

	Sieviešu vecuma grupa <35 gadi, n (%)
	18 (44)
	25 (76)
	0.006

	Sieviešu vecuma grupa ≥ 35 gadi, n (%)
	23 (56)
	8 (24)
	0.006



	Svaigi ET, n (%)
	30 (73)
	25 (76)
	0.8 

	Atsaldēti ET, n (%)
	11 (27)
	8 (24)
	0.8 

	Bioķīmiskā gr-ba, kopā, n (%)
	20 (49)
	15 (46)
	0.5 

	Klīniskā gr-ba, kopā, n (%)
	13 (32)
	12 (36)
	0.98 

	Endometrija biezums,  mm (±SD)
	10.7 (1.4)
	10.7 (1.5)
	0.6 


2.tabula

Klīniskais iznākums pēc svaiga drostalošanās stadijas un blastocistu ET

	
	sievietes <35 gadu vecuma
	sievietes ≥ 35 gadu vecuma

	
	Drostalošanās stadijas ET
	Blastocistu ET
	p vērtība


	Drostalošanās stadijas ET
	Blastocistu ET
	p vērtība



	Kopā , n
	14
	19
	
	16
	6
	

	Endometrija biezums, mm (SD)
	11.37 (1.34)
	10.58 (1.78)
	0,19
	10.59 (1.47)
	11.00 (1.67)
	0,42

	Bioķīmiskā grūtniecība, n (%)
	10 (71)
	7 (37)
	0,01
	5 (31)
	3 (50)
	0,55

	Klīniskā grūtniecība, n (%)
	7 (50)
	5 (26)
	0,07
	3 (19)
	3 (50)
	0,2




3. tabula

Klīniskais iznākums pēc atsaldēta drostalošanās stadijas un blastocistu ET 

	
	Sievietes <35 gadu vecuma
	Sievietes ≥ 35 gadu vecuma

	
	Drostalošanās stadijas ET
	Blastocistu ET
	p vērtība


	Drostalošanās stadijas ET
	Blastocistu ET
	p vērtība



	Kopā , n
	4
	6
	
	7
	2
	

	Endometrija biezums, mm (SD)
	11.00 (1.41)
	10.83 (1.17)
	0,58
	10.57 (0.98)
	10.50 (0.70)
	0,92

	Bioķīmiskā grūtniecība, n (%)
	1 (25)
	5 (83)
	0,06
	4 (57) 
	0(0)
	0,15

	Klīniskā grūtniecība, n (%)
	1 (25)
	4 (67)
	0,19
	2 (29)
	0 (0)
	0,34


4. tabula 
Endometrija biezums svaigu un atsaldētu ET grupās

	
	Svaigs drostalošanās stadijas ET 
	Svaigs blastocistas stadijas ET
	p vērtība

	Sievietēm <35 gadu vecumā, mm
	11.37
	10.58
	0,19

	Sievietēm ≥ 35 gadu vecumā, mm
	10.59
	11.0
	0,43

	
	Atsaldēts drostalošanās stadijas ET
	Atsaldēts blastocistas stadijas ET
	p vērtība

	Sievietēm <35 gadu vecumā, mm
	10,0
	10,83
	0,58

	Sievietēm ≥ 35 gadu vecumā, mm
	10,57
	10,5
	0,93
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