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stimulacije. Cilj ovog istrazivanja je odrediti utjecaj indeksa tjelesne mase na ishod trudnoéa u Zena
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POPIS KRATICA
BMI- Indeks tjelesne mase (engl. Body Mass Index)
CCCT- Klomifen citrat test (engl. clomiphene citrate challenge test)

CNS- Sredisnji zivéani sustav (engl. Central neural system)

DNA- Deoksiribonukleinska kiselina ( engl. Deoxyribonucleic acid)
E2- Estradiol

ET- Prijenos zametaka (engl. Embriotransfer)

FSH- Folikulostimuliraju¢i hormon (engl. Follicle-stimulating hormone)

GnRH- hormon koji oslobada gonadotropine (engl. Gonadotropni releasing hormone)
hCG- Humani korionski gonadotropin (engl. Human chorionic gonadotropin)

HIV- Virus humane imunodeifcijencije (engl. Human immunodeficiency virus)

hMH- Ljudski menopauzalni hormon (engl. Human menopausal hormone)

ICSI- Intracitoplazmastska injekcija spremija (engl. Intracytoplasmic sperm injection)
IGF1- Inzulinu sli¢an faktor rasta 1 (engl. insulin-like growth factor 1)

IVF- In vitro oplodnja (engl. in-vitro fertilisation)

LH- Hormon luteinizacije

MPO- Medicinski pomognuta oplodnja (engl. Assisted reproductive technology)

PCOS- Sindrom policisti¢nih jajnika (engl. Polycystic Ovary Syndrome)
PVP- Polivinilpirolidon
recFSH- Rekombinantni folikulo-stimuliraju¢i hormon (engl. Recombinant follicle

stimulating hormone)
SHBG- Globulin koje veze spolne hormone (engl. Sex hormone-binding globulin)
TRH- Hormon koji oslobada tireotropin (engl. Thyrotropin-releasing hormone)

WHO - Svjetska zdravstvena organizacija (engl. World Health Organisation)
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1. UvOoD
Reprodukcijske funkcije u Zene mogu se podijeliti u dvije faze, priprema zenskog tijela za
zacece 1 trudnocu i sama trudnoc¢a. Glavni reprodukcijski organi u Zena su jajnici, jajovodi,
maternica i rodnica. Reprodukcija pocinje razvojem jajne stanice u jajovodu. Tijekom cijelog
reprodukcijskog razdoblja odrasle Zene, koje traje priblizno od 13. do 46. godine zivota, 400
do 500 folikula se razviju da izbace svoja jajasca, po jedno svaki mjesec, a ostali degradiraju
(Guyton i Hall, 2012).

1.1. Sustav Zenskih spolnih hormona
Sustav Zzenskih spolnih hormona sastoji se od triju hijerarhijskih hormonskih razina:
a) HIPOTALAMICKI OSLOBAPAJUCI HORMON: hormon koji oslobada gonadotropine
(engl. Gonadotropni releasing hormone, GnRH)
Zivé&ani signali iz mediobazalnoga dijela hipotalamusa, iz arkuatnih jezgara, uzrokuju valovito
oslobadanje GnRH koji potice valovito oslobadanje folikulostimulacijskog (engl. Follicle-
stimulating hormone, FSH) i hormon luteinizacije (engl. Luteinizing hormone, LH) iz
adenohipofize. Hormon koji oslobada gonadotropine (GnRH) po strukturi je dekapeptid.
b) SPOLNI HORMONI ADENOHIPOFIZE: FSH i LH.
FSH i LH luce se kao odgovor na oslobadaju¢i hormon GnRH iz hipotalamusa.
Folikulostimulacijski i luteinizacijski hormon po strukturi su peptidi (glikoproteini).
c) HORMONI JAJNIKA: estrogeni i progesteron
Estrogeni 1 progesteron jajnici luce na poticaj dvaju gonadotropnih hormona adenohipofize.
Estrogeni i progesteron steroidni su hormoni koji se sintetiziraju iz kolesterola (Guyton i Hall,
2012).



HIPOTALAMUS

Releasing
hormone

HIPOFIZA

Stimulation

Increased estrogen ;
at midcycle stimulates |
LH secretion |

L Estrogen

Increases in progesterone,
estrogen after ovulation
inhibit FSH, LH secretion

Progesterone,
some estrogen

OVULACUA
Slika 1. Sustav zenskih spolnih hormona

(preuzeto sa: http://static.flickr.com/31/56174461 8d71eed31d.jpg?v=0)

Postoje dvije vrste spolnih hormona jajnika, estrogeni i progestini. Estrogeni uglavnom poticu
proliferaciju i rast specificnih tjelesnih stanica, koje su odgovorne za razvoj vedéine
sekundarnih Zenskih spolnih obiljeZja. U plazmi Zene znatnije su koli€ine triju estrogena: j3-
Progestini uglavnom sudjeluju u pripremi maternice za trudno¢u i dojki za laktaciju.
Najvazniji progestin je hormon progesteron koji se luci tijekom druge polovice svakog
ovarijskog ciklusa, a lu¢i ga Zuto tijelo. Velike koli¢ine progesterona Iuci i posteljica za

vrijeme trudnoé¢e (Guyton i Hall, 2012).

Povecana sekrecija LH i pove¢an omjer LH:FSH omjer su pokazali da se nepovoljni u
folikulogenezi. Gubitak tezine dovodi do smanjenje razine LH kod pacijenata s policisticnim
janicima (engl. Polycystic Ovary Syndrome, PCOS). Medutim, u mrSavih Zena s PCOS,
povisena razina LH glavna je patofizioloska znacajka koja vodi do hiperandrogenemije.
Nasuprot tome, u pretilih Zena s PCOS, to povisuje inzulinsku rezistenciju te ima ucinak na

razvoj folikula i ovulaciju (Ozekinci i sur., 2015).



1.2. Utjecaj pretilosti na regulatorne hormone

Masno tkivo i njegove temeljne jedinice, adipociti, energetska su pri¢uva i odgovorni su za
odrzavanje energetske ravnoteze. Dugo vremena se smatralo da je masno tkivo samo pasivni
rezervoar za skladiStenje masti 1 energije te da sluzi kao potporno tkivo i toplinski izolator
(http://zdravlje.eu/2011/04/13/bijelo-masno-tkivo/). Danas se zna da je ono bitan i aktivan,
metaboli¢ki 1 endokrini organ. Osim S$to masno tkivo eksprimira brojne receptore koji
omogucuju da se odgovori na aferentne signale iz tradicionalnih hormonskih sustava kao i
srediSnjeg Ziv€anog sustava (CNS), ono eksprimira i izluCuje razliCite bioaktivne peptide
poznate kao adipokini, koji djeluju na lokalnoj (autokrino/parakrino) i na sistemskoj razini
(endokrino). Medu njih spadaju leptin, adiponektin, komponente komplementa, inhibitor
aktivatora plazminogena-1, proteini renin-angiotenzin sustava, rezistin i drugi. Oni sudjeluju u
regulaciji apetita i energetskog balansa, imunosti, inzulinske osjetljivosti, angiogeneze,
krvnog tlaka, metabolizma lipida i homeostaze. Masno tkivo je takoder jedno od glavnih
mjesta za metabolizam spolnih steroida i glukokortikoida (Galic i sur., 2009). Prema tome,
osim bioloSke potrebe za pohranjivanjem i oslobadanjem energije, adipozno tkivo sadrzi
metabolicku ,,maSineriju® koja omogucuje komunikaciju sa udaljenim organima ukljucujuci
CNS. Kroz ovu interaktivnu mreZu, masno tkivo je integralno uklju€eno u koordinaciju raznih
bioloskih procesa, ukljucujué¢i metabolizam energije, neuroendokrinu funkciju i imunoloske
reakcije (Kasim i Roshdy, 2014). Takoder razli¢iti hormoni utjeCu na menstrualni ciklus,
ovulaciju i razvoj endometrija. Pokazalo se da pretilost moze poremetiti tu ravnotezu preko
izravnih 1 neizravnih mehanizama. Masno tkivo ometa lucenje spolnih hormona i njihovu
bioraspolozivost, a djeluje na razine leptina, inzulina i steroidnih hormona (Brewer i Balen,
2010).

1.3.Steroidni hormoni
Masno tkivo je vazno mjesto proizvodnje i metabolizma steroidnih hormona. Tu se vrsi
pretvorba androgena u estrogen, estradiol i estron. Estrogeni i progestini steroidni su hormoni
koji se sintetiziraju u jajnicima, uglavnom od kolesterola koji potjece iz krvi. U tijeku sinteze
najprije se sintetiziraju progesteron i androgeni (testosteron i androstendion). U granuloznim
stanicama, tijekom folikularne faze ovarijskog ciklusa, enzim aromataza pretvara androgene u
estrogene. Estrogeni i progesteron prenose se krvlju vezani uz bjelan¢evine plazme.

Razgradnja estrogena i progesterona odvija se u jetri (Guyton i Hall, 2012).



Osim toga, masno tkivo sudjeluje u kontroli bioraspolozivosti hormona preko transportnih
proteina i utjece na vezivanje steroidnh hormona u masnom tkivu. To kod pretilih zena dovodi
do promijenjene isporuke androgena i estrogena do ciljnih organa (Leary i sur., 2015).
Serumska koncentracija globulina koji veZze spolne hormone (engl. Sex hormone-binding
globulin, SHBG) niza je u pretilih Zena (Nichols i sur., 2003). Koncentracija serumskog
SHBG se povecava se djelovanjem estrogena i gonadotroprina, a smanjuje djelovanjem
inzulia i androgena. Kod pretilosti dolazi do smanjenja razine SHBG. Raspodjela masnog
tkiva ima znacajan utjecaj na koncentracija SHBG u serumu. Centralna (visceralana) debljina
dovodi do smanjenjene koncentracije u serumu, dok periferna pretilost povecava

koncentracije SHBG u serumu (Brewer i Balen, 2010.).

Kolesterol

1

Pregnenolon — 17-hidroksipregnenolomr——+Dehidroepiandrosteron———p A%-androstendion
1 v l l
Progesteron — 17-hidroksiprogesteron = A'-androstendion =————# Testosteron
1 v 1 l
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1 L ] 1
Kortikosteron Kortizol Estriol

1

aldosteron

Slika 2. Sinteza estrogena i progesterona

(preuzeto sa: https://www.perpetuum-lab.com.hr)

1.4. Inzulin
Inzulin je peptidni hormon koji proizvode beta stanice Langerhansovih otoci¢a gusterace
(Slika 3), a regulira metabolizam ugljikohidrata i masti. Dva su nacina na koji djeluje: (i)
ekcitacijski (npr. poticanje apsorpcije glukoze iz krvi u stanice te sinteze i pohrane masti) i (ii)
inhibitorno, inhibirajuéi lipolizu, proteolizu, glikogenolizu, glukoneogenezu i ketogenezu
(Sonksen i sur., 2000). Molekula inzulina sastoji se od dva polipeptidna lanca, A i B,
povezana disulfidnim mostom. Najprije se sintetizira kao preproinzulin koji se sastoji od samo
jednog lanca 1 sadrzi signalni peptid koji usmjerava nascentni lanac na hrapavi
endoplazmatski retikulum. Kad se otcijepi signalni peptid nastaje proinzulin. U hrapavom

endoplazmatskom retikulumu on se smata u konformaciju s tri disulfidna mosta te zatim

4



prenosi u Golgijev aparat gdje se najprije formiraju nezrele granule (Sonksen i sur., 2000).
Sazrijevanje proinzulina u inzulin kataliziraju stani¢ne endopeptidaze konvertaze prohormona
PC1 1 PC2 te egzoproteaza karboksipeptidaza E. Nakon cijepanja oslobada se fragment
nazvan C-peptid i ostaju lanci A i B povezani disulfidnim mostom. Zreli se inzulin pakira u

vezikule koje se fuzioniraju sa stanicnom membranom nakon aktivacije signalnog puta za

sekreciju inzulina (Steiner, 2008).

Slika 3. Langerhansov otoCi¢ guSterace miSa vizualiziran fluorescencijskom svjetlosnom
mikroskopijom. [-stanice se mogu prepoznati po inzulinu obiljezenom zelenom
fluorescencijom.  Jezgre stanica su obojane plavo, a glukagon  crveno.

(preuzeto sa: Solimena Lab, Med. Fac., University of Technology, Dresden, Germany)

Proizvodnju 1 oslobadanje inzulina poti€u poviSena razina proteina i glukoze u krvi nakon
probave hrane. Jedan do tri milijuna Langerhansovih otoci¢a formira endokrini dio gusSterace
koja je inace primarno egzokrina zlijezda, ¢ine¢i ukupno oko 2% mase gusterace. p-Stanice
unutar njih su odgovorne za proizvodnju inzulina, a za signalni put sekrecije klju¢ni su ionski
kanal za kalcij reguliran naponom i ionski kanal za kalij osjetljiv na ATP (Slika 4). Oni se
nalaze unutar staniéne membrane B-Stanica i u stanju mirovanja ionski kanali za kalij su
otvoreni, a kanali za kalcij zatvoreni. loni kalija difundiraju iz stanice u smjeru

koncentracijskog gradijenta zbog Cega unutraSnjost stanice postaje negativno nabijena u



odnosu na izvanstani¢ni prostor. Razlika potencijala na membrani u mirovanju iznosi -70mV
(Lang i Light, 2010).

Kada razina glukoze u krvi dosegne normalnu fiziolosku vrijednost, otpustanje inzulina iz 3-
stanica se uspori ili stane. Ako razina glukoze padne nize od fizioloSke vrijednosti, otpustanje
hiperglikemickih hormona poput glukagona iz a-stanica Langerhansovih otoc¢i¢a potice
otpustanje glukoze u krv iz stani¢nih zaliha, primarno iz jetrenog glikogena (Rhoades i Bell,
2009). Na taj se nacin sprecava hipoglikemija kako bi stanice srediSnjeg ziv€anog sustava,

koje ovise o glukozi kao primarnom izvoru energije, mogle normalno funkcionirati.
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Slika 4. Sekrecija inzulina u p-stanicama guSterace inducirana  glukozom.
(lijevo). Kada je razina glukoze u krvi niska, smanjen omjer ATP/ADP omogucava otvaranje
ionskog kanala za kalij ovisnog o ATP-u. Kao posljedica, membrana stanice je
hiperpolarizirana i ionski kanali za kalcij ostaju zatvoreni te nema sekrecije inzulina.
(desno) Kada je razina glukoze u krvi visoka, glukoza se prenosi u stanicu preko GLUT?2
transportera olakSanom difuzijom. Metabolizam glukoze povecava koli¢inu ATP-a Sto
uzrokuje zatvaranje ionskih kanala za kalij, depolarizaciju membrane, otvaranje ionskih
kanala za kalcij ovisnih o naponu, ulazak kalcija u stanicu i sekreciju inzulina egzocitozom.
(preuzeto sa: Lang i Light, 2010)

Jajnik je ciljni organ za inzulin, gdje inzulin djeluje putem inzulinskog receptora i preko
inzulinu slicanom faktoru rasta 1 (engl. insulin-like growth factor 1, IGF1) receptora. Ovi

receptori su otkriveni u granulozi i ovarijskom stromalnom tkivu (Comninos i sur., 2014).



Inzulin stimulira steroidogenezu jajnika u teki (theca) i granuloznim stanicama te pojacava
stimulacijski u¢inak LH preko regulacije LH receptora. Inzulin takoder djeluje na razini
hipofize, gdje povecava osjetljivost gonadotropnih stanica na djelovanje GnRH, §to daljnje
povecava steroidogenezu jajnika. Odnosno, inzulin modulira biolosku raspolozivost
steroidnih hormona tako da inhibira sintezu SHBG u jetri (Brewer i Balen 2010). Pretilost,
osobito centralna, inducira hiperinzulinemiju i dovodi do inzulinske rezistencije. Kao odgovor
na inzulinsku rezistenciju, postoji kompenzacijsko povecanje izlu€ivanja inzulina.
Izmijenjenim metabolizmom inzulina (otpornost na inzulin i hiperinzulinemija) dolazi do
smanjenja SHBG, hiperandrogenemije, ¢ime se povecava vjerojatnost menstrualnog i

ovulacijskog poremecaj u pretilih Zena (Brewer i Balen 2010).

1.5. Leptin
Leptin je polipeptid od 16 kD koji sadrzi 167 aminokiselina sa strukturom homolognom
citokinima (Comninos i sur., 2014). Adipociti izluéuju leptin proporcionalno masi masnog
tkiva i nutritivnom statusu, a to izlucivanje je veée kod subkutanog u odnosu na visceralno
masno tkivo. Izlu¢ivanje se povecava s unosom hrane i smanjuje za vrijeme gladi. Ekspresija i
ekskrecija leptina takoder su regulirani razli¢itim drugim ¢imbenicima. Na primjer, povecanje
leptina induciraju inzulin, glukokortikoidi, TNFa, estrogeni 1 protein pojacivac koji se veze na
CCAAT slijed, dok smanjenje razine leptina induciraju f3-adrenergicke aktivnosti, androgeni,
slobodne masne kiseline, GH i agonisti y receptora peroksisoma (Comninos i sur., 2014).
receptori su ¢lanovi superobitelji receptora citokina klase I i izrazeni su i u CNS-u i na
periferiji. lako je identificirano nekoliko inadica receptora za leptin, dugi oblik posreduje

vec¢inu od mnostva ucinaka leptina (Galic, 2009).

Leptin regulira tjelesnu masu, apsorpciju hrane i pohranu masti te ima utjecaj na energetsku
homeostazu (Gayton i Hall, 2012). Mnogi od tih u¢inaka posredovano je hipotalamusom, dok
drugi udinci imaju izravno djelovanje na periferna tkiva ukljucuju¢i misice i P-stanice
gusterace. lako je leptin u po€etku promatran kao hormon protiv pretilosti, primarna uloga mu
je da sluzi kao metabolicki signal energetske dostatnosti (Brewer i Balen, 2010). Razina
leptina naglo opada s kalorijskom restrikcijom i gubitkom tjelesne mase. Ovaj pad je povezan
s adaptivnim fizioloSkim odgovorima na gladovanje, ukljucuju¢i povecanje apetita i
smanjenje potro$nje energije. Smanjenje signalizacije leptinom ili narusavanje receptorske
funkcije povecava unos energije 1 snizuje utroSak energije. Nedostatak leptina je uzrok teSkoj
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ranoj pretilosti, hipogonadizmu, hiperinzulinemiji, hiperfagiji i smanjenoj imunosti koja je
regulirana T limfocitima (Lindenmaier i sur., 2016). Nadalje, ovi odgovori se lako
normaliziraju zamjenom niskim dozama leptina. Nasuprot tome, uobic¢ajene oblike pretilosti
karakterizira povisenje cirkuliraju¢eg leptina. Niti visoke razine endogenog leptina niti
tretman s egzogenim leptinom nisu uc¢inkoviti u smanjenju apetita i ublazavanju pretilosti, §to
je u skladu sa stanjem rezistencije na leptin. Mehanizam otpornosti na leptin je nepoznat, ali
moze biti rezultat osteéenja u signalizaciji, nizvodnih blokada u neuronskim krugovima ili
defekata u prijenosu leptina preko krvno mozdane barijere (Galic, 2009).

Osim svojih ucinaka na energetsku homeostazu, leptin normalizira potisnutu razinu hormona
Stitnjace u leptin-deficijentnih miSeva i ljudi, putem stimulacije ekspresije hormona Koji
oslobada tireotropin (engl. Thyrotropin-releasing hormone, TRH). Leptin ubrzava pubertet
kod normalnih miSeva i obnavlja normalno izlu¢ivanje gonadotropina i reproduktivne
funkcije u leptin-deficijentnih miSeva i ljudi. Zamjena leptina za vrijeme posta sprjecava
promjene inducirane izgladnjivanjem u hipotalamus-hipofiza-gonadaloj i hipotalamus-
hipofiza-tiroidnoj osi u zdravih muskaraca. Leptin preko perifernih receptora leptina ima
izravne uéinke na jajnike, testise, prostatu i placentu (Lindenmaier i sur., 2016).

Nekoliko drugih vaznih endokrinih ucinaka leptina ukljucuju regulaciju imunoloSkog sustava,
hematopoeze, angiogeneze i razvoja kostiju. Leptin normalizira potisnuti imunoloski sustav
povezan s pothranjenoS¢u i nedostatakom leptina. Leptin takoder poti¢e proliferaciju i
diferencijaciju hematopoetskih stanica, mijenja proizvodnju citokina pomocu imunih stanica,
potice rast endotelnih stanica i angiogenezu te ubrzava zacjeljivanje rana (Comninos i sur.,
2014). Leptin ima sinergisticko djelovanje s fibroblasnim faktorom-2 rasta i faktorom rasta
vaskularnog endotela. Povisene koncentracije leptina stvaraju reaktivne vrste kisika te
oStecuju endotel stanice. Lokalizirano djelovanje leptina na krvne zile ometa dostavu kisika i
regulatornih tvari i tako naruSavaju sazrijevanje jajnih stanica (Brewer i Balen, 2010). Pored
svojih djelovanja na energetsku homeostazu, leptin oCito ima 1 raznolike endokrine funkcije.
Kao rezultat toga, leptin je prototip za sve endokrine hormone dobivene iz masnog tkiva
(Galic, 2009).



1.6. Opis jajne stanice
Zrela jajna stanica okruzena je kumulusom ooforusom veli¢ine 0,5-0,8 cm, dok stanice korone

radijate strSe na sve strane (Slika 5), zbog ¢ega se u svjetlu streomikroskopa jasno vide obrisi

jajne stanice (Macas, 2004).

Slika 5. Zrela jajna stanica uklopljena u rahli kumulus ooforus s koronom radijatom
(preuzeto sa: Magli i sur., 2012)

Kumulus ooforus poluzrelih jajnih stanica je manji od prethodnog, a stanice korone radijate
su tijesno zbijene jedna uz drugu (Slika 6). Poluzrela jajna stanica uklopljena je u polurahli
kumulus ooforus s kompaktnom koronom radijatom i samo 50 % njih ima izbafeno prvo
polarno tjelesce. Nezrela jajna stanica okruzena je s dva kompaktna sloja stanica korone

radijate (Slika 7). Nemaju polarno tjeleSce, a u citoplazmi je prisutan zametni mjehuri¢
(Magli i sur., 2012).

Na kraju, atreti¢na ili degenirirana jajna stanica je smezurana, tamne citoplazme, bez kumulus

ooforusa i korone radijate ( Slika 8).



Slika 6. Poluzrela jajna stanica uklopljena u polurahli kumulus ooforus s kompaktnom
koronom radijatom ( preuzeto sa: (Magli i sur., 2012)

Slika 7. Nezrela jajna stanica s kompaktnim slojem stanica korone radijate i kumulusa

ooforusa (preuzeto sa: Magli i sur., 2012)

Slika 8. Atreti¢na jajna stanica (preuzeto sa: (Magli i sur, 2012)
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Morfoloske karkateristike jajne stanice sagledavamo kada se jajna stanica oslobodni stanica
kumulus ooforusa i korone radijate. To se radi procesom dedundacije, tj. enzimatskom i

mehani¢kom odstranjenju stanica kumulus ooforusa i korone radijate (Macas, 2004).

Buduéi da izlaganje hijaluronidazi izaziva partenogenezu, tj. aktivaciju jajne stanice u
odsutnosti spermija, ona se u otpini toga enzima ne ostavlja duze od 2-3 minute. Jajna stanica
se potom aspirira u kapilare promjera 200 do 150 pm s ciljem da se s njene povrSine odstrani
po mogucénosti Sto viSe stanica korone radijate (Gardner, 2007). Kada se to ucini,
sagledavamo konfiguraciju polarnog tjelesca, te opéi izgled citoplazme jajne stanice. Polarno
tjeleSce trebalo bi biti ovalnog oblika i smjesteno u sredini periviteliong prostora. Polarno

tjeleSce srpastog oblika ukazuje da je jajSce mlado pa su izgledi za oplodnju smanjeni.

Takoder, jajna stanica je prezrela ako je polarno tjeleSce rascjepano u viSe fragemnata (Slika

9) (Macas, 2004).

Slika 9. Cetiri morfoloska oblika polarnog tjelesca: (A) normalno oblikovano polarno
tielesce, (B) polarno tjeleSce srpastog oblika; (C) gigantsko polarno tjelesce; (D)

fragmentirano polarno tjeleSce (preuzeto sa: Macas, 2004)

Temeljnim ispitivanjem jajne stanice uocavaju se razlike u opéem izgledu citoplazme. Na slici
10. pokraj normalnog tipa stanice sa homogenom citoplazmom, postoje jajne stanice s
abnormalnom morfologijom (Slika 10). Za sada se joS malo zna o ucincima tih anomalija na
oplodnju i razvoj embrija, zbog toga ih treba pazljivo evaluirati pri odredivanju kvalitete jajne

stanice (Sehal i sur., 1997.).
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Slika 10. Dismorfizam u jajne stanice ¢ovjeka: (A) normalni tip jajne stanice s homogenom
citoplazmom; (B) jajna stanica s granularnom citoplazmom; (C) jajna stanica nazvana
,»volunjsko oko*; (D) jajna stanica s refraktilim tjeleScem; (E) jajna stanica s glatkim
endoplazmatskim retikulumom; (F) jajna stanica s vakuolarnim tipom citoplazme

(Preuzeto sa: Magli i sur., 2012)
1.7. Pretilost i jajne stanice

Dokazano je da prekomjerna teZina i pretilost imaju utjecaja na kvalitetu i zrelost jajnih
stanica (Brewer i Balen, 2010). Uoceno je da kod Zena kojima je indeks tjelesne mase (engl.
Body Mass Index, BMI) >30 kg/m? potrebna veca doza godnatropina te se smanjuje broj zrelih

jajnih stanica, iako su na pocetku imale isti broj folikula.
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1.8. Osnovna grada spermija
Osnovna grada spermija je glava, vrat, srednji dio i rep. Glava spermija je glatke
konfiguracije i ovalnog oblika, s akrosomom Kkoji se proteze na povrsini od 40 do 70 %

ukupne povrsine glave spermija (Slika 11).

Slika 11. Morfoloski normalno oblikovan spermij (preuzeto sa: Macas, 2004)

Na svakom od tih dijelova mogu biti anomalije (Gardner, 2007). Prva skupina anomalija se
razluCuje na spermije s manjim, 1 spermije s veim promjenama u glavi. U prvu skupinu
spadaju spermiji koji uz normalno oblikovan akrosom imaju popre¢ni dijametar glave 2,0 do
2,5 um, a u drugu spadaju spermiji kojima nedostaje akrosom, ili ako je prisutan proteze se na
povrsini manjoj od 30 %, ili vecoj od 70 % ukupne povrSine glave spermija. Spermiji s
nepravilnostima srednjeg dijela razluuju se na spermije s manjim 1 veéim promjenama. U
prvu skupinu spadaju spermiji €iji je vrat neznatno zadebljao, dok u drugu skupinu spadaju

spermiji s iskrivljenim vratom (Slika 12) (Macas, 2004).
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Slika 12. Oblici morfoloski abnormalnih spermija ¢ovjeka: (A) nepravilnosti u podru¢ju glave
spermija, (B) nepravilnosti u podrucju vrata i srednjeg dijela spermija, (C) nepravilnosti u

podrucju repa spermija (preuzeto sa: Macas, 2004)

Ostali atipi¢ni oblici spermija, kao $to su spermiji s dvije ili viSe glava, ili s dva ili viSe repa.
Takoder postoje spermiji sa malom ili velikom glavom (makro i mikrocefali¢ni spermiji)

(Slika 13)

Slika 13. Spermiji ¢ovjeka s dvije glave, dva repa
(preuzeto sa: https://www.google.hr/search?g=spermiji+dvije+glave)
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1.9. Medicinski pomognuta oplodnja (MPO)

Medicinski pomognuta oplodnja (MPO) je visoko specijalizirana grana medicine kojom se
lijeci nepolodnost u slu¢ajevima kada se uzroci neplodnosti ne mogu otkloniti, ve¢ se moraju
zaobici. In vitro oplodnja (engl. in-vitro fertilisation - IVF) postupak je kojim su jajne stanice
oplodene spermijima izvan maternice, odnosno in vitro (Macas, 2004). To je jedan od
najpoznatijih postupaka medicinski potpomognute oplodnje, kojih ima dvadesetak vrsta.
Ovom postupku lije¢enja neplodnosti pribjegava se kada su ostale metode potpomognute
oplodnje bezuspje$ne. Neplodnost je bolest reproduktivhog sustava, odnosno izostanak
klini¢ke trudnoc¢e nakon 12 ili viSe mjeseci redovitih nezasti¢enih odnosa (WHO). LijeCenje
neplodnosti ukljucuje kontroliranje ovulacije hormonima, vadenje (punkcija) jajnih stanica
iz jajnika Zene i ostavljanje spermija da oplode jajnu stanicu u teku¢em mediju. Zametak se
tada vraca (transferira) u maternicu pacijentice s namjerom da se postigne trudnoca (Gardner,

2007).

Pretilost i prekomjerna tezina jedan su od vodec¢ih zdravstvenih problema u svijetu. Pretilost
ima nekoliko ozbiljnih posljedica za zdravlje, ukljucujuéi hipertenziju, diabetes mellitus,
kardiovaskularne bolesti, karcinom matenice i karcinom dojki (Leary, 2014). Takoder ima
negativan  utjecaj na reproduktivnho zdravlje. Pretjerana tjelesna tezina dovodi do
menstrualnih disfunkcija, odnosno do anovulacije i nepolodnosti. Pretilost dovodi do
hipeinsulinemije $to za posljedicu ima ovariiski hiperandrogenizam, odnosno pretjerano

stvaranje androgena (Ozekinci, 2015).

Pretilost je povezana sa smanjenom plodnosti, smanjenom stopom ovulacije, takoder
povecava se vrijeme do zaceca, a dovodi do povecane stope pobacaja. K tome, povecava se
stopa komplikacija u trudno¢i, ukljucujuéi gestacijsku hipertenziju, gestacijski dijabetes,
postpartum krvarenje i fetalne makrosomije (Ozekinci, 2015). Prekomjerna tezina ima utjecaj
na kvalitetu jajnih stanica, razvoj embrija, broj zrelih jajnih stanica te je potrebna veca doza
gonadotropina tijekom stimulacije i sama stimulacija duze traje (Sathya, 2010). Sve vise se

istrazuje kakav ishod ima povecan indeks tjelesne mase na IVF tretmane.

Prekomjerna tezina kod Zena koje idu na pomognutu oplodnju povezana je nizim s stopama
trudnoce te ima nize Zivih poroda. Osim toga, parovi u kojima su oba partnera pretili imaju
povecani rizik od smanjene plodnosti (Kasim, 2014). Pretilost je takoder povezana s

teSkotama u musSkoj reproduktivnoj funkciji. Istrazivanja su pokazala da je BMI kod
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muskaraca obrnut u odnosu na razine androgena i pozitivno se odnose na razine estrogena.
Vise razine estrogena imaju Stetno djelovanje na sekreciju endogenog gonadotropina, jer
ometaju djelovanje GnRH. Osim toga, prekomjerna tezina i pretilost kod muskaraca pretilost
povezane su s loSijom kvalitetom sjemena, veca oSteCenja DNA sperme i neplodnosti

(McClamrock, 2008).

Prekomjerna tezina i pretilost definiraju se preko indeksa tjelesne mase (eng. Body Mass
Index, BMI) i klasificiraju se u tri grupe: <25 kg/m? (normalna tezina), 25-30 kg/m?
(prekomjerna tezina) i >30 kg/m? (pretilo). Osim utjecaja na reproduktivno zdravlje
prekomjerna tjelesna tezina tijekom trudnoce korelira s pove¢anom tezinom kasnije u Zivotu.
Epidemioloske studije pokazuju kako je tjelesna tezina kod zaceca i debljanje tijekom
trudno¢e povezano s povecanim rizikom od kardiovaskularnih i metabolickih bolesti

potomaka u kasnijem zivotu (Nichols i sur., 2003).

Folikul jajnika osigurava hranjive tvari za razvoj jajne stanice. Na primjer, glukoza u
folikularnoj Supljini prevodi se u piruvat pomoc¢u kumulus stanica koje okruzuju jajnu stanicu.
Osim toga jajna stanica sisavaca sadrze znacajno spremiste triglicerida, koji sluze kao izvor
metaboli¢ke energije za sazrijevanje jajne stanice. Okolis folikula janika drugaciji je u pretilih
zena. Kod njih su povecane razine triglicerida, glukoze i inzulina, $to dovodi do fenotipskih
promjena jajne stanice. Na primjer, izloZzenost govedih jajnih stanica u okoliSu sa visokim

masno¢ama tijekom dozrijevanja smanjuje se odrzivost embrija nakon oplodnje te se mijenja

metabolic¢ka aktivnost u blastocista (Brewer i Balen, 2010).

Prije IVF postupka potrebno je napraviti evaluaciju infertilnih parova da bi se dobio §to bolji
ishod 1 smanjile komplikacije. Ve¢ina IVF centara imaju protokole za evaluaciju koje koriste

prije samog postupka (Gardner, 2007).

Prijasnja studija su pokazala da je kod starijih zena, folikularno sazrijevanje jako brzo i da je
folikostimulirajuc¢i hormon (FSH) tri dana nakon stimulacije smanjen (Coelho i sur., 2016).
Uz FSH mjeri se i razina estradiola (E2), te se odreduje sekundarni broj folikula sa
transvaginalnim ultrazvukom. Ovo je bitno jer se broj folikula smanjuje s godinama (Brewer i
Balen, 2010). Zena koja ima 5-10 folikula iz svakog jajnika, o¢ekuje se da ¢e imati dobar
odgovor na stimulaciju. Vise od 10 folikula iz svakog jajnika ili manje od 5 folikula dovodi
do loSije prognoze 1 onda se treba sama stimulacija prilagoditi na temelju tezine i koli¢ine
FSH. Sekundarni broj folikula najbolji je pokazatelj ovarijskog odgovora i pomaze u daljnoj
prognozi. Uspjeh IVF postupka je nizi kod Zena iznad 40 godina i koje imaju manje od tri
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folikula nakon stimulacije, stoga se broj folikula kombinira s ostalim parametrima (godine,

trajanje infertilnosti, razine FSH) kako se nasla najbolja opcija za lijecenje (Gardner, 2007).

Klomifen citrat test (engl. clomiphene citrate challenge test, CCCT) Kkoristi se za
idenitifikaciju pacijentica koje imaju normalnu razinu FSH 3 dan, no imaju slabiji ovarijski
odgovor. CCCT se uzima od 5 do 9 dana stimulacije. Kod normalnih zena FSH je stimuliran
CCCT, razina E2 vrac¢a se u normalu. Kod Zena koje imaju slabiji ovarijski odgovor, hipofiza

povisuje razine FSH ali razina E ostaje niska (Gardner, 2007).

Zene koje imaju PCOS proizvede vise folikula sa stimulacijom, dobije se vise jajnih stanica,
ali imaju slabiji fertilizacijski stupanj. Sama prognoza trudnoce ista je kao i1 kod drugih Zena

koje se podvrgavaju IVF postupku (Ku i sur., 2006).

Takoder na ishod IVF postupka utjeCu i spolno prenosive bolesti kao Sto su klamidija,
hepatitis i virus humane imunodeficijencije (engl. Human immunodeficiency virus, HIV). Uz
bolesti 1 osobne navike kao $to je puSenje, stres, anksioznost i depresija smanjuju uspjesnost

IVF postupka (Ku i sur., 2006).

1.10. Opis in vitro fertilizacije

In vitro fertilizacija (IVF) je postupak koji ukljucuje fertilizaciju jajne stanice izvan tijela.
Oplodnja izvan tijela sloZeni je proces koji zahtjeva laboratorij za kulturu tkiva u kojem se
primjenjuju aseptiki uvjeti rada. U njemu se nosi sterilna odjeca 1 obuca, maska 1 kapa, a
ruke se peru u blagoj otopini sredstva za dezinfekciju, nakon ¢ega se stavljaju rukavice.
Radna povrsina Cisti se 70 % alkoholom. Da bi se sprijecila kontaminacija medija bakterijama

i gljivicama koriste se bezprasne komore (Gardner, 2007).

Nakon aspiracije i vremena potrebnog za dozrijevanje (jedan do Cetiri sata) jajne stanice se
inseminiraju koncentratom progresivno pokretnih spermija dobivenim obradom sjemena. Za
inseminaciju je potrebno 50 000 do 100 000 pokretnih spermija po jajnoj stanici, stoga se
prema koncentraciji obradenih progresivno pokretnih spermija odreduje volumen koncentrata
potreban za inseminaciju. U besprasnoj komori sa grijanom plohom koriste¢i propipetu sa
sterilnim nastavkom uzima se to¢no odredeni volumen pokretnih spermija i pod mikroskopom
se inseminiraju jajne stanice, koje se odmah potom odlazu nazad u inkubator na 6,0 % CO i

37°C do ocjene fertilizacije sljedeceg dana (Gardner, 2007).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA

Cilj ovog diplomskog rada je odrediti utjecaj indeksa tjelesne mase na ishod trudnoca u Zena
nakon postupaka izvantjelesne oplodnje. Takoder, odredit ¢emo utjecaj razli¢itog indeksa
tjelesne mase (<25 kg/m?, 25-30 kg/m? i >30 kg/m?) u zena u postupku izvantjelesne oplodnje
na koli¢inu gonadotropina potrebnih za stimulaciju ovulacije. Uz to usporedujemo broj
dobivenih jajnih stanica, utjecaj indeksa tjelesne mase na zrelost dobivenih jajnih stanica,
stupanj oplodnje u odnosu na razli¢iti indeks tjelesne mase, te stupanj razvoja zametaka do

stadija blastociste u odnosu na razliciti indeks tjelesne mase.
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3. MATERIJALI | METODE

3.1. Ispitanici

3.1.1. Klini¢ka obrada ispitanika

Istrazivanje je ukljucivalo ukupno 40 ispitanica. Sve ispitanice koje su sudjelovale u
istrazivanju lijecile su neplodnost u Klinici za za Zenske bolesti i porode Klini¢kog bolnickog

centra Zagreb.

Ispitanice smo podijelili u tri skupine prema BMI, <25 kg/ m? (normalna tezina), 25-30

kg/ m? (prekomjerna tezina) i >30 kg/ m? (pretilo).

3.2. Priprema prije aspiracije folikula

Dan prije aspiracije folikula potrebno je pripremiti Cetverozdenacne plo¢e za in vitro
fertilizaciju za kulturu gameta. Pripremaju se u besprasnoj komori pomocu sterilnih Pasteur-
ovih pipeta tako da se u svaku jazicu dodaje 0,5 ml medija za oplodnju te 0,5 ml ulja za
stani¢nu kulturu. Cetverozdenacne plode se ozna¢e kako bismo znali koji medij za kultivaciju
sadrze. Posudice se odlazu u inkubator s 6,0 % CO», 37°C. Na dan aspiracije u besprasnoj
komori se pripremaju Petrijeve posudice s centralnim bazenom za prikupljanje i ispiranje
jajnih stanica, na nacin da se pomocu sterilne Pasteur-ove pipete dodaje 1 ml medija za

ispiranje gameta. Posudice se odlazu u stolni inkubator na 37°C (Macas, 2004).

3.3. Izolacija jajnih stanica

Postupak zapocinje identifikacijom pacijentice od strane medicinske sestre i lije¢nika, nakon
Cega pacijentica dobiva anesteziju. Transvaginalnim ultrazvukom vr$i se aspiracija oocita.
Danas se koristi ultazvu¢na oprema s vaginalnim kateterom, koja je sigurniji nacin aspiracije
folikula kroz vaginalni kanal. Vaginalni kateter postoji u viSe veli¢ina 1 bitno je odabrati
pravilni kateter kako bi postupak uspio. Na ultrazvuku se nalazi kateter s iglom pomocu kojeg

se vrsi aspiracija (Gardner, 2007).
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Slika 14. Shematska ilustracija aspiracije jajnih stanica. Igla se uvodi na vaginalni kateter.

Ultrazvucna slika pokazuje punkciju folikula. (preuzeto sa: Magli i sur., 2012)

3.4. ldentifikacija jajne stanice

Nakon ultrazvuéne aspracije jajnog folikula, epruveta s folikulskom tekué¢inom prenosi se u
laboratorij koji se nalazi u neposrednoj blizini operacijske dvorane. Folikulaska tekuc¢ina koja
je zuckaste boje ili sukrvava, izlije se u sterilnu posudicu i pretrazuje sterecomikroskopom.
Pomocu sterilnog plasticnog nastavka kanila G20 (1,0 X 32 mm) sa Spricom od 1 ml izoliraju
se jajne stanice, a potom prebacuju u posudice s medijem pripremljenim za ispiranje jajnih
stanica te kratkotrajno pohranjuju u grijani stolni inkubator. Odmah nakon aspiracije jajne
stanice, na temelju morfoloskih svojstava kumulusa ooforusa i korone radijate procjenjuje se

stupanj zrelosti jajne stanice (Gardner, 2007).

Dva sata nakon aspiracije, jajne stanice prenose se u Petrijevu zdjelicu s 10 % otopinom

hijaluronidaze.
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3.5. Obrada sjemena

Sjeme se dobiva masturbacijom u sterilnu posudu otprilike jedan sat prije ispitivanja njegove
kvalitete. Pacijentu se preporucava seksualna apstinencija koja ne smije biti kra¢a od dva
dana, ili duza od pet dana. Za masturbaciju pacijentu se osigurava posebna prostorija u kojoj

se on osjeca opusteno (Macas, 2004).

U prvih trideset minuta nakon ejakulacije, sjeme prelazi u tekuce stanje dodatkom proteaza i
amilaze. Ako je ono u tom vremenu jo$ uvijek u koaguliranom stanju, likvifikacija se ubrzava
uzastopnim pipetiranjem ili dodatkom amilaze. Volumen ejakulata u normalnim prilikama
iznosi od 2 do 6 mL (Macas, 2004).

3.5.1. Odredivanje ukupnog broja i broja pokretnih spermija u ejakulatu

Ukupni broj spremija u ejakulatu odreduje se u Maklerovoj komorici za brojanje spermija.
Rezultati oplodnje jajne stanice u in vitro uvijetima ovisi najviSe o pokretljivosti spermija.
Pokretljivost spermija razvrstava se u Cetiri kategorije koje su strogo definirane standardima
WHO. Tipom A pokretljivosti krecu se najbrzi spermiji po putanji koja je ravna crta. Spermiji
tipa B su sporiji, a putanja njihova kretanja je zavinuta krivulja. Tipom C pokretljivosti su
spremiji koji se mi¢u na mjestu, dok su svi nepokretni spermiji tipa pokretljivosti D (Magli i
sur, 2012). Princip metode temelji se da racunarski sustav moze razlikovati spremij od drugih

stanica po njegovoj veli¢ini i obliku njegove glave (Gardner, 2007).

3.5.2. Odredivanje morfoloskih karakteristika spermija

Za odredivanje morfoloskih karakteristika spermija koriste se Krugerovi kriteriji. Ono
zahtjeva da se analiza obavlja od strane dva tehni¢ara sa najmanje dvije stotine stanica na
jednom predmetnom stakalcu. Takoder se koristi mikrometar za odredivanje dimenzija glave

spermija. Popre¢ni promjer glave spermija iznosi 2,5 do 3,5 um, a izduzeni 5 do 6 um.
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3.5.3. Obrada spermija postupkom isplivavanja spermija

Uzimamo 1 ml nativnog uzorka ejakulata i mjeSamo ga s 5 mL medija za inseminaciju, te

centrifugiramo 10 minuta na 300 g. Nakon centifugiranja supernatant odstranimo, a talog je

bogat spermijima. Talog resuspendiramo u mediju za inseminaciju i ponovo centrifugiramo

10 minuta na 300 g. Nakon centrifugiranja tekuc¢i dio opet odstranimo, a u talog dodajemo 1

mL svjezeg medija za inseminaciju, te epruvetu zajedno sa spermijima ostavljamo 60 do 90

minuta u kosom polozaju u inkubatoru. Tijekom inkubacije na dnu epruvete su nepokretne

stanice, a na vrh isplivaju najpokretniji spermiji. Tehnika je poznata pod nazivom swim up

(Slika 15) (Mag&as, 2004).

Medij za Mijesanje
inseminaciju s medijem
—_—

Ejakulat

Centrifugiranje Uklanjanje
supernatanta

<o Drugo Uklanjanje
: e centrlfuglranje supernatanta
a Izdvajanje
C Inkubacija supernatanta
—_—
Nadslojavanje

Resuspendiranje
u mediju
—_—

medijem Inseminacija

Slika 15. Dijagramski prikaz postupka obrade spermija swim

(preuzeto sa: Macas, 2004)

up

tehnikom
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3.6. Priprema za ICSI postupak

Pola sata prije izvodenja ICSI postupka priprema se Petrijeva posudica sa kapljicama
polivinilpirolidona (PVP) i medija. U gornji dio poklopca posudice stavljaju se tri kapi od 10
ul PVP-a ispod kojih su rasporedene kapi od 7 ul HEPES medija. Tako pripremljene kapljice
preliju se uljem za stani¢nu kulturu 1 posudica se odlaze u stolni inkubator na 37°C do
izvodenja ICSI postupka (Gardner, 2007). Grijaca plo¢a invertnog mikroskopa s
mikromanipulatorima uklju¢i se pola sata ranije kako bi postigla temperaturu od 37°C.
Mikromanipulatori mikroskopa moraju biti u centralnom polozaju. Na lijevi nosac
mikropipete pricvrsti se staklena mikropipeta za pridrzavanje jajne stanice (holding
mikropipeta). 1z desnog nosaca mikropipete prvo se istisne odredena koli¢ina ulja kako bi se
eliminirali eventualni mjehuri¢i zraka nakon ¢ega se na nosac postavlja staklena mikropipeta
za intracitoplazmatsku injekciju (mikroinjekcijska pipeta). Pod najmanjim povecanjem
mikropipete se namjesStaju na nacin da se postave u centar vidnog polja u jednakoj ravnini

(Macas, 2004).

3.6.1. ICSI postupak

Intracitoplazmastska injekcija spremija (engl. Intracytoplasmic sperm injection, ICSI) metoda
je koja se koristi kada imamo mali broj, loSu mobilnost i abnormalnu morfologiju spermija.
Danas se ICSI koristi za lijeCenje azoospermije, astenozoospermije, visoki titiar
antispermalnih antitijela, obstrukcija u oba ejakulatorna duktusa, necrozospermiju (Gardner,
2007).

ICSI se bazira na mikromanipulaciji jajnih stanica i sprematozoa, gdje se jedan sprematozoon
sa funkcionalnih genomom direktno injektira u ooplazmu. UspjeSnost ICSI postupka ovisi o
ovarijskoj stimulaciji, koja se sastoji od kombinacije hormon koji oslobada gonadotropine
GnRH agonista i antagonista, ljudskog menopauzalnog hormona (engl. Human menopausal
hormone, hMG) ili rekombinantnog folikulo-stimuliraju¢eg hormona ( recFSH) i humanog
korionskog gonadotropina (engl. Human chorionic gonadotropin, hCG), koji omogucuju
stvarnje kumulus-oocita kompleksa. GnRH agonisti dovode do povecanja FSH i poticu razvoj
folikula. Ovulacija se inducira sa hCG-om koji dovodi do povecanja serumskog estradiola. 36
sati nakon primanja hCG radi se apsiracija jajnih stanica (Gardner, 2007).
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Jajne stanice predodredene za oplodnju ICSI postupkom podvrgavaju se procesu denudacije
(odstranjuju se korona stanice i kumulus koje okruzuju jajnu stanicu). To omoguéuje precizno
injektiranje jajne stanice, ali i procjenu zrelosti jajne stanice, $to je jako bitno za ICSI
postupak (Gardner, 2007). Nakon inkubacije od jedan sat nakon denudacije, jajne stanice s
polarnim tjeleScem (MII — metafaza druge mejotske diobe) u besprasnoj komori s grijanom
plohom stavljaju se u kapi medija u pripremljenoj Petrijevoj posudici. Uzima se 1-4 pnl
obradenog sjemena, ovisno o koncentraciji pokretnih spermija u obradenom uzorku. U
kapljici PVP-a s uzorkom sjemena odabire se odgovarajuci spermij koji se potom imobilizira
udarcem mikroinjekcijske pipete u predjelu vratne regije. Imobilizirani spermij aspirira se u
mikropipetu. Petrijeva posudica sa jajnim stanicama i spermijima stavlja se na grijanu plocu
invertnog mikroskopa s mikromanipulatorima. Pipetom za pridrzavanje jajne stanice se jajna
stanica ucvrsti na nacin da je polarno tjeleSce na poziciji 12 ili 6 sati. Spermij se dovede na
vrh mikropipete te se jajna stanica ubode na poziciji 3 sata. Nakon uboda mikroinjekcijska
pipeta prodire kroz zonu pelucidu i oolemu te ulazi u citoplazmu nakon ¢ega se aspirira mala
koli¢ina citoplazme a zatim injicira i citoplazma i spermij u jajnu stanicu (Slika 16). Nakon
provedenog ICSI postupka jajne stanice se pomoc¢u kapilara promjera 170 um prebacuju u
prethodno oznacene Cetverozdenacne ploce za kulturu zigota i ranih zametaka te se odlazu u
inkubator s 6,0 % CO i 37°C gdje ostaju do ocjene fertilizacije sljedeCeg dana (Macas,
2004).
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Slika 16. Postupak intracitoplazmatske injekcije spermija. (A) Selekcija odgovarajuceg
spermija i imobilizacija udarcem mikroinjekcijske pipete u predjelu vratne regije. (B)
Fiksacija zrele jajne stanice s polarnim tjeleScem koje je na poziciji 6 sati. (C) . Spermij Se
dovede na vrh mikropipete te se jajna stanica ubode na poziciji 3 sata. (D) Jedan spremij se

uvodi u cenar ooplazme (preuzeto sa: Magli i sur., 2012)

3.6.2. Ocjena fertilizacije nakon oplodnje jajnih stanica ICSI metodom

Ocjena morfologije i provjera fertilizacije jajnih stanica/zigota podvrgnutih ICSI metodom
vr$i se na invertnom mikroskopu s grijanom plohom pri pove¢anju od 200x. Na obrascu za
metode asistirane reprodukcije biljeZi se morfologija (nezrela/zrela/atreti¢na/prisustvo
polarnih tjeleSaca, prisustvo pronukleusa, izgled citoplazme) i oplodnja pojedine jajne
stanice/zigote. Normalne oocite se smatraju one koje imaju dva polarna tjelesca sa dva jasno
vidljiva pronukleusa (2-NP) (Slika 17). Kao $to je vidljivo na slici moze do¢i i do abnormalne
fertilizacije, tako da jajna stanica ima jedan pronukleus (1-NP). Razlog tomu su mehanicki ili
kemijski faktori. Takoder moze do¢i i do pojave tri pronukleusa (3NP) uglavnom uzrokovan
neuspjesnim istiskivanjem sekundarnog polarnog tjelesca za vrijeme fertilizacije. Embrio sa

jednim ili tri pronukleusa se ne uzima za transfer (Macas, 2004).
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(A) (B) (C)

Slika 17. Ishod fertilizacije nakon ICSI postupka. (A) oocite sa dva polarna tjeleSca sa dva

jasno vidljiva prenukleusa (2-NP). (B) Jajna stanica sa jednim pronukleusom (1-NP). (C)

Jajna stanica sa tri pronukleusa (3-NP) (preuzeto sa: Magli i sur., 2012)

Nakon analize, oplodene jajne stanice prebacuju se u oznacene Cetverozdenacne ploce sa
medijem za kulturu zigota i ranih zametaka pripremljene prethodnog dana te se odlazu u
inkubator s 6,0% CO2 i 37°C na daljnju kultivaciju (Gardner, 2007).

3.7. Priprema za ocjenu in vitro fertilizacije

Dan ranije pripremaju se Cetverozdenacne ploce za in vitro fertilizaciju za kulturu zigota i
ranih zametaka na nacin da se pomocu sterilnih Pasteur-ovih pipeta doda 0,5 ml medija za
ranu diobu zametaka i 0,5 ml ulja za stani¢nu kulturu. Posudice se odlazu u inkubator sa 6,0
% COg2, 37°C. Prije izvodenja ocjene fertilizacije potrebno je zagrijati plohe besprasne komore

i invertnog mikroskopa kako bi postigle termperaturu od 37°C (Macas, 2004).

3.7.1. Ocjena fertilizacije nakon oplodnje jajnih stanica IVF metodom

U besprasnoj komori na stereo mikroskopu s grijanom plohom sa jajnih stanica/zigota se
odstranjuju ostatci granuloza stanica mehani¢kim putem pomocu kapilara promjera 140 um.
Zatim se ocjena morfologije i provjera fertilizacije vr$i na invertnom mikroskopu S grijanom
plohom pri povecanju od 200x ( Macas, 2004). Na obrascu za metode asistirane reprodukcije
biljezi se morfologija (nezrela/zrela/atreti€na/prisustvo polarnih tjeleSaca, prisustvo
pronukleusa, izgled citoplazme) i oplodnja pojedine jajne stanice/zigote. Nakon analize,
oplodene jajne stanice prebacuju se u oznacene ¢etverozdenacne ploce sa medijem za kulturu
zigota i ranih zametaka pripremljene prethodnog dana te odlazu u inkubator s 6,0% CO> i
37°C na daljnju kultivaciju (Macas, 2004). Rezultat se takoder biljezi u laboratorijskoj Knjizi
postupaka metoda pomognute oplodnje te u elektronsku bazu podataka za postupak
izvantjelesne oplodnje.
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3.8. Kultura i ocjena ranih zametaka

18-20 h nakon in vitro inseminacije standardnim postupkom, s povrSine jajne stanice
odstranjuju se stanice kumulusa i korone radijate. To radimo mikrokapilarma promjera 150-
200 um, gdje naizmjeni¢no aspiramo oocite, dok se ne oslobodi ve¢i dio stanica korone
radijate. Ako je stanica normalno oplodena, u citoplazmi vidimo muski i Zenski pronukleus, a

u perivitelinom prostoru dva polarna tjeleSca (Macas, 2004).

48 i 72 sata od punkcije i aspiracije folikula vr$i se ocjena ranih zametaka na invertnom
mikroskopu s grijanom plohom pri pove¢anju od 200x. Ocjena morfologije zametaka biljezi
se na obrascu za metode asistirane reprodukcije - dinamika razvoja zametaka, stani¢nost
zametaka te prisustvo fragmentacije u zametku. Na temelju morfoloskih karakteristika moze
se predvidjeti kvaliteta buduceg embrija. Na primjer, oplodena jajna stanica tipa A ili B (Slika
18) razvija se u zametak dobre kvalitete, dok se zigote tipa C, D, E, F razvijaju u zametak sa

slabijim razvojnim potencijalom (Macas,2004).

Drugi ¢imbenik pomocu kojeg se predvida kvaliteta buduceg zametka je op¢i izgled
citoplazme oplodene jajne stanice. Na Slici 19. prikazana je zigota koja ima dobar razvojni
potencijal jer su joj stani¢ni organeli nakupljeni u srediStu jajne stanice. Najbolje je kada se
oba parametra, tj. tipovi pronukleusa A i B vide zajedno u zigoti s nehomogenim tipom
citoplazme (Macas, 2004).
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Tip zigote ¢
Tip zigote d
Tip zigote e %
Tip zigote f @

Slika 18. Morfoloske karakteristike pronuklearnog stadija u ¢ovjeka: (A) optimalan tip zigote
gdje jedvadesetak manjih nukleola jednakomjerno rasporedeno unutra muskog i Zenskog
pronukleusa; (B) optimalan tip zigote s 3 do 4 vec¢ih neukleola rasporedenih duz crte spajanja
pronukleusa; (C, D, E, F) zigote ¢iji pronuklearni izgled ne upucuje na optimalnu kvaliteteiu

buduceg spremija (preuzeto sa: Macas, 2004)

Slika 19. Normalno oplodena jajna stanica Covjeka s velikim razvojnim potencijalom
(Preuzeto sa: Magli i sur., 2012)
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72 sata nakon punkcije 1 aspiracije folikula, odnosno tre¢eg dana kultivacije ocjenjujemo
zametke u besprasnoj komori na stereo mikroskopu s grijanom plohom. Najcesée se vide
zametci s 4, a rijede s 2 -i 6, ili 31 5 stanica (Gardner, 2007). Najbolje su kvalitete zameci s
pravilnim blastomerama i bez fragmentacije u perivitelinom prostoru (Slika 20). Slabiji
zametci su s 20% fragmenata, a najslabiji s 50 1 viSe od 50% fragmenata. Uz morfologiju
gledamo i dinamiku razvoja, koja mora biti brza. S druge strane, morfoloski nepravilni zameci
sa sporom dinamikom imaju relativno mali razvojni potencijal. Nakon ocjene morfologije
zametke prebacujemo u obiljezene Cetverozdenacne ploce za kulturu blastocista pripremljene
prethodnog dana. Plo¢e sa zamecima se vracaju u inkubator s 6,0 % CO- i 37°C do prijenosa

zametaka u maternicu Zene istog dana ili do Cetvrtog ili petog dana kultivacije, ovisno o

procjeni embriologa (Macas, 2004).

Slika 20. Cetiri morfoloski osnovna tipa ranog zametka u ¢ovjeka: (A) pravilno oblikovani
embrij; (B) embrij s 20% anuklearnih fragmenata; (C) embrij s 20-50% fragmenata; (D)
nepravilno oblikovan embrij s vise od 50% anuklearnih fragmenata. (preuzeto sa: Magli i sur.,
2012)

Ploce sa zamecima se pohranjuju nazad u inkubator do prijenosa zametaka u maternicu zene
istog dana. Ocjena morfologije svih razvojnih stadija se biljezi u obrazac za metode asistirane
reprodukcije, u laboratorijsku Knjigu postupaka metoda pomognute oplodnje te u elektronsku

bazu podataka za postupak izvantjelesne oplodnje.
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3.9. Kultura i ocjena blastocista

U slucaju kada se kultivacija zametaka nastavlja do cetvrtog ili petog dana kultivacije
odnosno do razvoja zametaka do stadija morule ili blastociste, pracenje i ocjena morfologije
zametaka odvija se 96 i 120 sati nakon aspiracije. 120 sati nakon aspiracije folikula, tj. petog
dana kultivacije, nakon ocjene morfologije zameci se u besprasnoj komori na stereo
mikroskopu s grijanom plohom prebacuju u nove obiljezene Cetverozdenacne ploc€e za kulturu
blastocista pripremljene prethodnog dana (Gardner, 2007). Na Slici 21 prikazana je
morfoloski normalno razvijena blastocista. Ona ima veliku sredis$nju Supljinu ili blastocel, u
kojem se nalazi embrionalni ¢vori¢ ili embrioblast (Macas, 2004). Zona pelucida je tanka i
cjelovita, i nekad se vide stanice trofoblasta. Takve blastociste mogu inducirati trudno¢u. Na

slici 14. prikazana su preostala tipa blastociste koje zbog slabije kvalitete rijetko kada

induciraju trudnoc¢e (Magli i sur., 2012).

Slika 21. Cetiri tipa humane blastociste: (A) normalni tip blastociste sa ekspadiranim
blastocelom; (B) neekspandirani tip blastociste, (C) tip blastociste s rudimentalnim
blastocelom; (D) tip blastociste sa dva do tri manja pseudoblastocela. (Preuzeto sa: Magli i
sur., 2012)
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3.10. Prijenosa zametaka u materiste ili embriotransfer (ET)
Prijenos zametaka moze se izvrSiti u razli¢itim stadijima razvoja zametka:

= prijenos ranih zametaka vrsi se 48-72 sata od punkcije i aspiracije folikula

» prijenos morula vrsi se 96 sati od punkcije i aspiracije folikula

= prijenos blastocista vrsi se 120 sati od punkcije i aspiracije folikula
Nakon identifikacije, pacijentica se smjesta na ginekoloski stol u litotomni polozaj. Ginekolog
uz asistenciju medicinske sestre uvodi instrumente i fizioloSkom otopinom ispire rodnicu i
vrat maternice pomocu sterilne gaze i pincete. Nakon ispiranja, rodnica i vrat maternice se
susi sterilnom gazom. Za prijenos zametaka koristi se meki kateter za transfer embrija s
tvrdim vanjskim kateterom i atraumatskim vrhom minimalne duljine 23 cm (Gardner, 2007).
Vanjski kateter se uvodi kroz kanal vrata maternice do oznake ovisno o prethodno izmjerenoj
duzini vrata maternice. Ukoliko je prolazak otezan, vrat maternice se prihvaca za to
predvidenim hvataljkama i povlaci da bi se os vrata maternice-maternica ispravila. Nakon
uvodenja vanjskog katetera, ginekolog daje znak embriologu da je spreman za uvodenje
mekog katetera sa zamecima. Embriolog tada na unutarnji kateter postavlja inzulinsku $pricu
od 1 ml te pazljivo u vr$ni dio katetera aspirira mediju duzini od 1 mm, zatim 0,5 mm zraka,
zameci/morule/blastociste s medijem u duzini od 1 mm, 0,5 mm zraka, te hraniliSte u duzini
od 1 mm . Unutarnji kateter se tada uvodi u vanjski kateter do grani¢nika te se laganim
pritiskom na klip Sprice injiciraju zameci u materiSte. Nakon prijenosa
zametaka/morula/blastocista uklanjaju se zajedno vanjski i unutarnji kateter te se ispiranjem u
mediju u zdencima cetverozdenacne ploce pregledava njihov sadrzaj ¢ime se provjerava da li
su svi zameci/morule/blastociste preneSeni u materiSte. Nakon postupka pacijentica ostaje
lezati 2 sata. Zahvat se biljeZi u laboratorijskoj Knjizi postupaka metoda pomognute oplodnje,
a podaci o pacijentima biljeze se u obrascu za metode asistirane reprodukcije te u elektronsku

bazu podataka za postupak izvantjelesne oplodnje (Macas, 2004).
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3.11. Statisticka obrada

Podaci su obradeni u racunalnom programu za statisticku obradu R (inacica 3.2.3., www.r-
project.org). Kategorijski podaci prikazani su pomocu apsolutnih i relativnih frekvencija, dok
su numericki podaci kod kojih je izostala normalnost razdiobe, prikazani pomoc¢u medijana,
prve i tre¢e kvartile. Normalnost razdiobe ispitana je pomoc¢u Kolmogorov-Smirnovljevog
testa. Razlike medu kategorijskim podacima ispitane su pomoc¢u binomialnog, Fisherovog
egzaktnog i %2 testa, dok su razlike numerickih varijabli, koje ne prate normalnost distribucije
ispitani pomoc¢u Kruskal Wallisovog testa, nakon Cega je, u slucaju postojanja statisticki
znacajnih razlika ucinjen Tukeyjev post hoc test. Analiza povezanosti varijabli u¢injena je

pomocu Kendallovog tau korelacijskog testa. Razina statistiCke znacajnosti odredena je s
p<0.05.
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4. REZULTATI

Tablica 1. prikazuje opée podatake o ispitanicama. Sve numeri¢ke varijable su prikazane
pomocu medijana i interkvartilnog raspona. Medijan dobi iznosio je 33 godine, a BMI-ja 25.6
kg/m?2. Zastupljenost ispitanica s vrijednostima BMI-ja manjim od 25 jednaka je onima s
vrijednostima izmedu 25 1 30, a iznosila je 37.5 %, dok je ucestalost ispitanica s vrijednostima
BMI ve¢om od 30 iznosila 25 % (p=0.535). Medijan broja dobivenih oocita je iznosio 7.5,
broja MII oocita 6.5, broja oplodenih oocita 5.5, a stupnja oplodnje 95%. Medijan broja
zametaka iznosio je 5.5, broja blastocisti 3, stupnja blastupacije 60 %, a broja ET zametaka 1.
Statisticki znacajna razlika pronadena je u ucestalosti pozitivnih B-HCG vrijednosti, koje su
tek u 32.5 % slucajeva bile pozitivne. Usporedujuci vrstu oplodnje, podjednako je koristena

ICSI (47.5%) i IVF (52.5%) metoda (p=0.875).

Tablica 1. Prikaz op¢ih podataka o ispitanicama

mdn (25%-75%)
Dob 33 (30-35)

BMI 25.6 (21.5-29.4)

Broj dobivenih oocita 7.5 (5-10)
Broj MII oocita 6.5 (4-8)
Broj oplodenih oocita 5.5 (3.5-7)
Stupanj oplodnje (%) 95 (80.5-100)

Broj zametaka 5.5(3-7)
Broj blastocisti 3 (2-5)
Stupanj blastulacije (%) 60 (45-80)
br. ET zametaka 1(1-2)
n (%) p*
B-HCG poz 13 (32.5%) 0.038

neg 27 (67.5%)

Vrstaoplodnje  ICSI 19 (47.5%) 0.875
IVF 21 (52.5%)

BMI skupina <25 15 (37.5%) 0.535%
25-30 15 (37.5%)
>30 10 (25%)
*Binomialni test, T2 test
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U Tablici 2. se nalazi prikaz usporedbe najznacajnijih varijabli prema kategorijama BMI.

Statisticki znacajna razlika pronadena je u broju dobivenih oocita (p=0.015), broju MII oocita

(p=0.004), broju oplodenih oocita (p=0.008), broju zametaka (p=0.008) te broju ET zametaka

(p<0.001). U svim varijablama statisticki su znafajno niZe vrijednosti brojeva oocita i

zametaka bile u ispitanica s BMI vrijednostima ve¢im od 30, dok je broj ET zametaka bio

statistiCki zna¢ajno nizi u osoba s BMI vrijednostima nizim od 25 (Slika 22,23,24,25).

Tablica 2. Usporedba najznacajnijih varijabli prema stupnju BMI

BMI p
<25 25-30 >30
Dob 33.13+3.09 33.133+3.87 32.3+4.66 0.96
B-HCG Poz 6 (40%) 4 (26.67%) 3 (30%) 0.767%
Neg 9 (60%) 11 (73.33%) 7 (70%)
Broj dobivenih oocita 8 (7-11) 9 (6-11) 5.5 (3-6) 0.015
Broj MII oocita 7 (5-9) 7 (4-9) 3.5 (3-6) 0.004
Broj oplodenih oocita 6 (5-9) 6 (4-8) 3(2-5) 0.008
Stupanj oplodnje (%) 100 (86-100) 87 (75-100) 100 (67-100) 0.254
Broj zametaka 6 (5-9) 6 (4-8) 2.5 (2-5) 0.008
Broj blastocisti 3(3-5) 3 (2-5) 2.5(1.5-4.5) 0.675
Stupanj blastulacije (%) 50 (50-71) 62 (43-100) 75 (33.5-100) 0.953
br. ET zametaka 1(1-1) 2 (1-2) 2 (2-2) <0.001

*Kruskal Wallisov test, tFisherov egzaktni test
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Broj dobivenih oocita prema BMI
12

11}

10

broj dobivenih oocita

<25 25-30 >30
BMI
Slika 22. Broj dobivenih oocita prema BMI. Vidimo da je u srednjoj skupini (BMI 25-30)

dobiveno najvise jajnih stanica, dok smo u skupini gdje je BMI >30 dobili najmanje jajnih

stanica.
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Broj MIl oocita prema BMI

broj Ml oocita

<25 25-30 >30
BMI
Slika 23. Broj MII oocita prema BMI. U skupini gdje je BMI< 25 najvise jajnih stanica je

doslo do MlII, dok je u skupini gdje je BMI >30 najmanje jajnih stanica doslo do MIL.
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Broj oplodenih oocita prema BMI

broj oplodenih oocita

<25 25-30 >30
BMI
Slika 24. Broj oplodenih oocita prema BMI. Najvise oplodenih jajnih stanica imamo u

skupini gdje je BMI <25, a najmanje u skupini gdje je BMI >30.
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Broj zametaka prema BMI

broj zametaka
(62}
|
|

4t
1
3t
2t S
1 1 1 1
<25 25-30 >30
BMI

Slika 25. Broj zametaka prema BMI. Najvise zametaka dobili smo u skupini gdje je BMI <25,
a najmanje u skupini gdje je BMI>30.

Tablica 3. sadrzi prikaz korelacijske analize. Pozitivne korelacije su pronadene izmedu broja
dobivenih oocita i MII oocita (1=0.795), oplodenih oocita (1=0.721), broja zametaka
(t=0.731), broja blastocisti (1=0.45). Pozitivna korelacija je pronadena izmedu broja MII
oocita 1 oplodenih oocita (1=0.888), broja zametaka (1=0.883), broja blastocisti (1=0.521), kao
1 izmedu broja oplodenih oocita 1 broja zametaka (t=0.982), broja blastocisti (1=0.562).
Pozitivne su korelacije pronadene i izmedu broja zametaka i broja blastocisti (t=0.534) te

broja blastocisti 1 stupnja blastulacije (t=0.376).

Statisticki znaCajne negativne slabe korelacije pronadene si izmedu BMI 1 broja dobivenih
oocita (1=-0.261), broja MII oocita (1=-0.315), broja oplodenih oocita (t=-0.333), broja
zametaka (t=-0.334).
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Tablica 3. Prikaz korelacijske analize najznacajnijih varijabli

N N N Stupanj | N N Stupanj BMI
dobivenih | Ml oplodenih | oplodnje | zametaka | blastocisti | blastulacije
oocita oocita | oocita

N 1.000

dobivenih

oocita

N MII 0.795 1.000

oocita

N 0.721 0.888 | 1.000

oplodenih

oocita

Stupanj -0.117 -0.028 | 0.162 1.000

oplodnje

N 0.731 0.883 | 0.982 0.148 1.000

zametaka

N 0.450 0.521 | 0.562 0.027 0.534 1.000

blastocisti

Stupanj -0.185 -0.163 | -0.173 -0.022 -0.204 0.376 1.000

blastulacije

BMI -0.261 -0.315 | -0.333 -0.132 -0.334 -0.039 0.122 1.000
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5. RASPRAVA

Do danas su provedena brojna istrazivanja o utjecaju indeksa tjelesne mase na
reprodukciju u ljudi (Kasim i Roshdy, 2014; Nichols i sur., 2003). Ovo istrazivanje pokusalo
je objasniti utjecaj indeksa tjelesne mase na ishod postupka izvantjelesne oplodnje u Zena.
Kao i odrediti utjecaj BMI na koli¢inu gonadotropina potrebnih za stimulaciju ovulacije, broj
dobiveinih jajnih stanica, zrelost jajnih stanica, stupanj oplodnje te stupanj razvoja zametka. U
ovom istrazivanju kao i kod autora (Kasim and Roshdy, 2014) potvrdena je smanjena

mogucnost trudnoce u Zena s prekomjernom tezinom.

Brojna istrazivanja upucuju na brojne dokaze da prekomjerna tezina u zena povecava
rizik za menstrualnu disfunkciju i anovulaciju, te dovodi do slabijeg razvoja folikula, manji
broj jajnih stanica i slabiju stopu trudno¢a (McClamrock i Howard, 2008). Nadalje, postoje
istrazivanja gdje nema statisticki znacajne razlike izmedu BMI i trudnoc¢e (Green i sur., 1988,
Wittemer i sur., 2000). Medutim, na taj rezultat moze utjecati i mrSavljenje Zena s
prekomjernom tezinom. Brewer i Balen (2010) su to potvrdili. U njihovom istrazivanju
uoceno je da gubitak tezine kod zena s prekomjernom tezinom poboljSava reproduktivne

funkcije.

Brojna istrazivanja pokazuju kako Zene s prekomjernom tezinom trebaju veée doze
gonadotropina, sama stimulacija duze traje, manji je broj zrelih jajnih stanica i smanjena je
kvaliteta embrija u usporedbi sa Zenama s normalnom tjelesnom tezinom (Ozekinci i sur.,
2015). Razli¢iti parametri dovode to toga da je optimalni odgovor na stimulaciju teze postici
kod pretilih Zena. Primjerice, kod Zena s prekomjernom teZinom jajne stanice su znacajno
manje, nego kod Zena ¢ija je tezina normalna (Leary i sur., 2015). Wittemer i sur. (2000) su
dokazali da se broj gonadotropinskih ampula pove¢ava s BMI, odnosno da postoji statisticki
znacajna razlika izmedu broja gonadotrpoinskih ampula u razli¢itim BMI grupama (p< 0.01).
Ovaj fenomen je opisan kod tretmana sa klomifen citratom, gdje se povecava koli¢ina
klomifen citrata povecanjem tjelesne tezine. Farhi i sur. (2014) su pokazali kako nema
statisticki znacajne razlike u dozama gonadotropina kod Zena kojima je BMI > 25 kg/m? u
usporedbi sa zenama kojima je BMI < 25 kg/m?. U nasem istrazivanju je uo¢ena pozitivna
korelacija izmedu Menopurana (75 IU) i BMI (1=0.248), a negativna izmedu Puregona (50
IU) i BMI (1=-0.2). Medutim, nije utvrdena statisticki znacajna pozitivna korelacija,
najvjerojatnije zbog male veli¢ine uzorka. Buduc¢i da vrijednosti nisu statisticki znacajne,

takav ishod je mogu¢ na temelju slucajnosti.
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Iako su neke studije uspjele dokazati da je u pretilih Zena manji broj jajnih stanica
(Leary i sur., 2015), drugi nisu uspjeli dokazati statisticki znacajnu razliku broja prikupljenih
jajnih stanica kod razli¢itth BMI grupa (Ozekinci i sur., 2015). Wittmer i sur. (2000) su
pokazali da se broj prikupljenih jajnih stanica smanjuje kako se indeks tjelesne mase
povecava. U naSem istrazivanju od ukupno 40 pacijentica prikupljeno je 285 jajnih stanica.
Nadalje, mozemo uociti nize vrijednosti brojeva jajnih stanica kod ispitanica S BMI

vrijednostima ve¢im od 30.

Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji jajne stanice Klasificiramo u pet grupa:
germinala faza, metafaza I, metafaza II, zrela faza i frakturirana jajna stanica. Radi lakse
analize rezultata, jajne stanice koje dodu do metafaze | i metafaze Il klasificiramo kao jajne
stanice ,,dobre kvalitete®, dok jajne stanice koje su u ostale tri faze klasificiramo kao jajne
stanice ,,loSe kvalitete®. Wittmar i1 sur. (2000) su pokazali da je kod pretilih Zena loSija
kvaliteta jajnih stanica nego kod Zena s normalnom tjelesnom tezinom. Takoder, dokazali su
da ne postoji statisticki znacajna razlika u kvaliteti jajnih stanica kod debelih i pretilih Zena.
Kao i u prethodnim istrazivanjima (Wittemer i sur., 200; Nichols i sur., 2003), i u nasem
istazivanju smo takoder utvrdili statisticki znacajnu razliku u broju MII oocita (p=0.004) i
broju oplodenih oocita (p=0.008) u razli¢itim skupinama. Takoder, pronadena je pozitivna
korelacija izmedu broja MII oocita i oplodenih oocita (t=0.888). U prvoj skupini dobili smo
98 MII jajnih stanica, u drugoj 94, a u tre¢oj skupini 38 MII jajnih stanica. lako je broj
oplodenih jajnih stanica manji od broja MII jajnih stanica, sam stupanj oplodnje je dosta visok
(70-100%) u svim grupama. lako je naSe istrazivanje pokazalo kako je stupanj oplodnje nizi
kod pretilih Zena, ve¢ina drugih studija nije dokazala znacajnu razliku u stupnju oplodnje

izmedu pretilih i debelih Zena (Ozekinci i sur., 2015).

Usporedujuci vrstu oplodnje, podjednako je koriStena je bila koriStena ICSI (47.5%) 1
IVF (52.5%) metoda (p=0.875). Nakon oplodnje postoji statisticki znacajna razlika u broju
zametaka (p=0.008) u razli¢itim skupinama. Takoder u skupini gdje je BMI < 25 kg/m? i 25-
30 kg/m? veéi je stupanj blastulacije. U tre¢oj skupini imamo slucajeva gdje zametci nisu
dosli do stadija blastociste. To je u skladu s ostalim istrazivanjima koja su dokazala da

povecanjem BMI smanjuje se stupanj blastulacije (McClamrock, 2008; Nichols i sur., 2003).

lako je nekoliko embrija kod pretilih Zena doSlo do stadija blastociste, njihovo
sazrijevanje bilo je brZze nego kod Zena sa normalnim BMI. Embriji pretilih Zena dosli su do
faze morule 17 sati prije nego kod Zena sa normalnom tjelesnom tezinom (Leary i sur,. 2015).
Tu moZemo zakljuciti da se blastocista fomira ranije kod pretilih Zena, iako se sazrijevanje do
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faze morule ne razlikuje. Razlog tomu je nepoznat, no Bellver i sur. (2010) su izvijestili da
embriji od pretilih Zena imaju isto vrijeme stani¢nog dijeljenja kao i kod Zena sa normalnom
tjelesnom tezinom, i utvrdili da pretilost ima ulogu u kasnijim fazama razvitka embrija. Leary
1 sur. (2015) prvi su dokazali razli¢ito vremensko razvijanje embrija izmedu pretilih 1 Zena
normalne tjelesne tezine. U naSem istrazivanju potkrijepili smo ovu tezu gdje je tansfer

zametak u prvoj i drugoj skupini bio peti dan, dok je u trecoj skupini bio tre¢i dan.

Brojna istrazivanja proucavala su i u¢inak prekomjerne tezine kod muskaraca, koji su
sudjelovali u izvantjelesnoj oplodnji. Uo¢eno je da BMI kod muskaraca nema utjecaja medu
parovima koji pristupaju IVF metodi. Medutim, kod parova koji pristupaju ICSI metodi,
prekomjerna tezina kod muskaraca je povezana sa smanjenim izgledima za trudnocom.
Takoder, potrebna su jo$ brojna istrazivanja kako bi se povezanost pretilosti kod muskaraca i
izvantjelesne oplodnje potvrdila (Colaci i sur., 2012). Nadalje, osim pretilosti kod Zena na
ucinak IVF metode ima i smanjena tjelesna tezina, koja takoder otezava izvantjelesnu
oplodnju. Pokazano je da je smanjeni broj trudnoca prisutan kod ispitanica koje imaju BMI
<18 kg/m? (Ku i sur., 2006). MozZe se uo¢iti da na izvantjelesnu oplodnju i uspjesnu trudnocu
velik u¢inak ima indeks tjelesne mase. Premali ili preveliki BMI povezuje se sa smanjenom

stopom pozitivne trudnoce.

Prekomjerna tjelesna tezina utjeCe na ovulaciju, sazrijevanje oocita, razvoj endometrija,
prijemc¢ivost maternice, implantaciju i pobacaj. Stoga, uspostavljanje normalne tjelesne teZine
poboljSava ne samo zdravlje Zene, nego poboljSava 1 izvantjelesnu oplodnju, kao i stopu
pozitivne trudnoce (Brewer i Balen, 2010; McClamrock i Howard, 2008). Potrebna su brojna

daljnja istraZivanja koja ¢e ukljucivati ve¢i broj ispitanika.
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6. ZAKLJUCAK

. Utvrdena je statisticki znacajna razlika u broju dobivenih jajnih stanica, broju MII
jajnih stanica, broju oplodenih jajnih stanica, broju zametaka te broju ET zametaka u
ispitanica s razli¢itim BMI.

Utvrdene su statisticki niZe vrijednosti brojeva jajnih stanica i zametaka u ispitanica s
BMI vrijednostima ve¢im od 30, dok je broj ET zametaka bio statisticki znacajno nizi
u osoba s BMI vrijednostima nizim od 25.

Pozitivne korelacije su pronadene izmedu broja dobivenih jajnih stanica i MII jajnih
stanica, oplodenih jajnih stanica, broja zametaka, broja blastocisti te stupnja
blastulacije u zena ¢iji je BMI nizi od 25.

Statisti¢ki znacajne negativne korelacije pronadene si izmedu BMI i broja dobivenih
jajnih stanica, broja MII jajnih stanica, broja oplodenih jajnih stanica, broja zametaka

U Zena s visSim BMI
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8. ZIVOTOPIS

Osobni podaci
Ime / Prezime
Adresa(e)
Telefonski broj(evi)

E-mail

Drzavljanstvo
Datum rodenja
Spol

Radno iskustvo

Datumi
Zanimanje ili radno mjesto
Glavni poslovi i odgovornosti

Naziv i adresa poslodavca

Datumi
Zanimanje ili radno mjesto

Glavni poslovi i odgovornosti

Naziv i adresa poslodavca

Datumi

Zanimanje ili radno mjesto

Glavni poslovi i odgovornosti

Naziv i adresa poslodavca

Tea Petrovi¢
Hvarska 5, 31 400 Dakovo (Hrvatska)
(+385) 981760339

tea.petrovic20@agmail.com

Hrvatsko
01.09.1992.
7

2016.
Pomoéni radnik u tiskari

-slaganje novina
-umetanje razli¢itih reklamnih proizvoda

Tiskara Vjesnik, Zagreb (Hrvatska)

2016.
Studentski posao

-rad s ljudima

Zara, Zagreb (Hrvatska)

2015.
Studentski posao

-rad s ljudima

H&M, Zagreb (Hrvatska)
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Obrazovanje i osposobljavanje

Datumi

Naziv dodijeljene kvalifikacije /
zvanje

SteCene profesionalne vjestine

Naziv i vrsta ustanove pruzatelja
obrazovanja i osposobljavanja

Datumi

Naziv dodijeljene kvalifikacije /
zvanje

Glavni predmeti / steéene
profesionalne vjestine

Naziv i vrsta ustanove pruzatelja
obrazovanja i osposobljavanja

Osobne vjestine i
kompetencije

Materinski jezik
Drugi jezik(ci)

Samoprocjena

Europska razina (*)

Engleski jezik
Njemacki jezik

Preddiplomski studij medicinsko laboratorijske dijagnostike

04/07/2011-14/07/2014
Prvostupnik medcinsko laboratorijske dijagnostike

kvalitetno analiziranje razlicitih bioloSkih
uzorka, koriste¢i kemijske, biokemijske, molekularno bioloske, imunoloske,
citoloske i histoloske metode.

Sveuciliste u Splitu, Sveucilisni odjel zdravstvenih studija

Diplomski studij molekularne biologije
29/09/2014—danas

- glavni predmeti: Mutageneza i karcinogeneza, Neurofiziologija, Molekularna
genetika, Molekularna biologija stanice, Geneti¢ko inZenjerstvo u
biotehnologiji, Metode istraZivanja u molekularnoj biologiji, Molekularna biljna
patologija, Ekofiziologija zivotinja, BioloSka antropologija, Fizioloski
mehanizmi u toksikologiji, Fiziologija endokrinog sustava, Transplatacijska
imunologija, Op¢a onkologija itd.

Prirodoslovno-matematicki fakultet, Zagreb (Hrvatska)

Hrvatski
Engleski, Njemacki

Razumijevanje Govor Pisanje
Slusanje Citanje Govorna Govorna
interakcija produkcija
C1 C1 C1 C1 C1
B1 B2 B1 B1 B2
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(*) Zajednicki europski referentni okvir za jezike

Komunikacijske vjestine = Prilagodavanje timskom radu, takoder moguc¢nost samostalnog rada. Dobre
komunikacijske vjestine te pouzdanost i to¢nost u radu. Vjestine ste¢ene
tijekom fakultetskog obrazovanja, izlaganjem razli¢itih seminara, prijedloga
istrazivanja i slicno.

Organizacijske / = Organizacijske vjestine steCene na fakultetu, vodenjem i sudjelovanjem na
rukovoditeljske vjestine ~ odredenim projektima. Sposobnost preuzimanja uloge vode tima i upravljanje
ljudima. Upoznata s takvim nacinom rada.

Poslovne vjestine = Upoznata s radom u laboratorijima, opremom i strojevima koja se u njima
nalaze. Znanje steCeno kroz brojne praktikumske zadatke i izradu
diplomskoga rada.

Racunalne vjestinei SAMOPROCJENA

kompetencije | Obrada informacija Iskusni korisnik
Komunikacija Iskusni korisnik
Stvaranje sadrzaja Temeljni korisnik
Sigurnost Samostalni korisnik
RjeSavanje problema | Samostalni korisnik

Dovoljno dobro znanje za izradu MS Word i Excel dokumenata te
PowerPoint prezentacija. Vrlo dobro se sluZim radom na racunalu,
ukljuCujuci koristenje brojnih programa i interneta te uklanjanja pogreSaka
ukoliko se pojave.

Datum popunjavanja ili
zadnjeg azuriranja zivotopisa  30.8.2016.
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