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1. uvOD

Neplodnost je u najnovije doba veliki zdravstveni problem koji pogada 15-30% populacije
reprodukcijske dobi. Definira se kao izostanak Zeljene trudnoCe uz redovite, nezastiCene spolne
odnose tijekom razdoblja od najmanje godinu dana. Bracni se par ukljuCuje u metode pokusaja
potpomognute oplodnje ako konzervativni i operacijski postupci ne rezultiraju ostvarenjem
trudnoce. U praksi se danas provode postupci intrauterine inseminacije i izvantjelesne oplodnje.
Prva ,,beba iz epruvete”, Louise Brown, rodila se 1978. Ve¢ 1973. australski znanstvenici izvijestili
su o nekoliko biokemijskih trudnoca, a 1976. Steptoe i Edwards izvijestili su o ektopi¢noj trudnodi.
Umjetna oplodnja u Hrvatskoj ima dugu i uspjesnu tradiciju, a danas se postupcima bave, osim u
Zagrebu, i1 centri u Rijeci, Osijeku i Splitu. Indikacije za izvantjelesnu oplodnu su neprohodnost
jajovoda, teza musSka neplodnost, loSiji nalazi spermiograma i idiopatska neplodnost i
endometrioza.

Neplodnost muskaraca je posljedica nedovoljna broja spermija i/ili njihove smanjene pokretljivosti.
Normalni ejakulat ima obujam od 3 do 4mL i sadrzi priblizno 100 milijuna spermija po mL.
Muskarci s 20 milijuna spermija po mL ili s 50 milijuna spermija u cijelom ejakulatu obi¢no su
neplodni. Neplodnost u Zena moze biti posljedica brojnih uzroka kao Sto su neplodni jajovodi
(najceSée zbog upalnih promjena zdjeli¢nih organa), nepovoljan sastav cervikalne sluzi, imunost
prema spermijima, izostajanje ovulacije i dr.

Jedan posto svih trudnoca u Sjedinjenim Americkim Drzavama rezultat je provodenja postupka
izvantjelesne oplodnje (ART, engl. assisted reproductive technology). Ovako zaCeta djeca su Cesto
prerano rodena (<37 tjedana trudnoce), niske su porodajne teZine (<2500 grama) i ¢eS¢e umiru.
Mnogi od takvih pokazatelja posljedica su veceg broja viSeplodnih trudnoca (dvojci, trojci itd.)
primjenom izvantjelesne trudnoce. Medutim, novija istraZivanja pokazuju da su Cak i kod
jednostruke trudnoce ¢eSce niske porodajne teZine i malformirana djeca. Ovaj rad se bavi jednim od
tri postupka izvantjelesne oplodnje, oplodnja in vitro (IVF, engl. in vitro fertilization)

(Sadler, 2008).



2. NEPLODNOST

Neplodnost ili sterilitet je nemogucnost zano3enja. Sterilitet je primarni kad nakon jedne godine
redovitog spolnog Zivota, bez kontracepcije, nije doslo do trudnoce. Sterilitet je sekundarni kad
nakon trudnoce, bez obzira kako je ona zavrSila, ne dolazi ponovno do zanoSenja.

Subfertilnost je umanjena plodnost. Par postize trudnocu tek nakon duzeg vremena ili uz
jednostavnu medicinsku pomoc.

Infertilitet je nesposobnost radanja Zivog i za Zivot sposobnog djeteta. To znaCi da Zena uspije
zanijeti, ali pobacuje ili prijevremeno rada.

Uzroci neplodnosti mogu biti zenski (30 %), muski (30 %), zajednicki (25 %) i u oko 15%
sluCajeva rijec je o idiopatskoj, tj. nerazjasnjenoj neplodnosti (Slika 1).

NajcesCi uzrok neplodnosti u muskaraca jest abnormalnost stvaranja spermija, dok su u Zena
najcesc¢i problemi ovulacijska disfunkcija i neprohodni jajovodi (tzv. tubarni Cimbenik)

(Ljubojevic, 2005).

Causes of infertility in couples having

IVF/ICSI
Data adapted from HFEA 2005-2006
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Slika 1. Najcesc¢i uzroci neplodnosti parova koji se podvrgavaju in vitro fertilizaciji

18.70%

(http://www.ivfgo.com International Infertility Institute).

2.1. ZENSKA NEPLODNOST

Glavni razlozi Zenske neplodnosti su:
1. Neodgovarajuca proizvodnja jajne stanice
Poremecaj u kojem ne dolazi do ovulacije, a nastaje na razini osovine hipotalamus — hipofiza —

jajnik. NajceSCi razlog za izostanak ovulacije je sindrom policisticnih jajnika. Oko 1-2% kronicnih



anovulacija nastaje zbog drugih endokrinopatija, kao Sto su poremecaji funkcije Stitnjace i
nadbubrezne zlijezde.
2. Ostecenja reprodukcijskog sustava Zzene

Ostecenja reprodukcijskog sustava mogu ometati ovulaciju, transport i spajanje spermija i jajne
stanice, transport zametka i implantaciju. Neke od bolesti i stanja koja mogu oStetiti reprodukcijski
sustav zene i uzrokovati neplodnost su: anomalije razvitka maternice, upale spolnog sustava,
ginekoloski kirurski zahvati, endometrioza, miomi, polipi cerviksa i endometrija, te razni ¢imbenici

okoli$a i Stetne Zivotne navike (Ljubojevic, 2005).

2.2. MUSKA NEPLODNOST

Glavni razlozi muske neplodnosti su: abnormalnost sjemena, poremecaj transporta sjemena
(opstrukcije izvodnih kanala testisa), razliCite anatomske anomalije penisa (epispadija, hipospadija,
ozljede), te funkcionalni i psihicki poremecaji. Abnormalnost sjemena moZe biti uzrokovana
hormonskim poremecajem kontrole spermatogeneze (osovina hipotalamus — hipofiza - testis),

imunoloSkim poremecajima, upalom testisa, varikokelom, itd. (Ljubojevic, 2005).

Za sindrom nepokretnih spermija karakteristicna je nepokretnost spermija, a posljedica je
neplodnost. Ona nastaje zbog nedostatka dineina ili drugih bjelanCevina potrebnih za pokretljivost
repa u spermijima bolesnika. Taj poremecaj obicno prate kronic¢ne infekcije diSnog sustava, jer
sliCan manjak postoji i u aksonemama trepetljika epitelnih stanica diSnih putova.

Ta malformacija zbiva se u akrosomskoj fazi spermiogeneze. U akrosomskoj fazi prednji pol jezgre
spermatide, koji sadrZzava akrosom, okrene se prema bazi sjemenskog kanali¢a, a aksonema strsi u
lumen. Jezgra joj se izduZi i zgusne. Istodobno raste jedan od centriola i stvara rep spermija. Oko
proksimalnog dijela repa nakupljaju se mitohondriji i Cine odebljanje nazvano srednji dio repa, koje
je odgovorno za pokretljivost spermija.

Takav raspored mitohondrija jedan je od primjera njihova nakupljanja na mjestima koja su u vezi s
pokretljivosti stanice i velikom potroSnjom energije. Gibanje repa spermija rezultat je uzajamnog
djelovanja mikrotubula, ATP-a i bjelanCevine dineina, koja ima aktivnost ATP-aze (Junqueira i
Carneiro, 2005).



2.3. LIJECENJE NEPLODNOSTI

Neke od naj¢edce primjenjivanih metoda potpomognute oplodnje su:

1. AIH (homologna inseminacija): unos partnerova sjemena u maternicu

2. AID (heterologna inseminacija): unos davaoCeva sjemena u maternicu ili jajovod

3. ITI (intratubarna inseminacija): unos partnerova sjemena u jajovod

4. IVF/ET (in vitro/izvantjelesna fertilizacija/oplodnja i embrio transfer/ transfer zametka u
maternicu)

5. ICSI (izravna mikroinjekcija spermija u citoplazmu jajne stanice): primjenjuje se kad su spermiji
nepokretni ili vrlo slabo pokretni, te kada postoje protutijela na spermije.

Zahvaljujuci nekoj od metoda potpomognute oplodnje, otprilike 12-35% neplodnih parova dobit ¢e
dijete (Ljubojevic, 2005).

3. UMJETNA OPLODNJA

In vitro oplodnja (engl. in-vitro fertilisation - IVF) postupak je kojim su jajne stanice oplodene
spermijima izvan maternice, odnosno in vitro. LijeCenje ukljuCuje kontroliranje ovulacije
hormonima, vadenje (punkcija) jajnih stanica iz jajnika Zene i ostavljanje spermija da oplode jajnu
stanicu u teku¢em mediju. Oplodena jajna stanica (zigota) se tada vraca (transferira) u maternicu
pacijentice s namjerom da se postigne trudnoca (Slika 2).

Pojam in vitro (lat. u staklu) koristi se jer su rani bioloski eksperimenti kultiviranja tkiva izvan
Zivuéeg organizma od kojeg potjecu, bili provodeni u staklenim posudama — ¢aSama, epruvetama ili
Petrijevim zdjelicama. Danas se pojam in vitro koristi da oznaci biolosku proceduru koja se odvija
izvan organizma u kojem bi se normalno odvijala, da se razlikuje od in vivo procedure, gdje tkivo
ostaje unutar Zivog organizma gdje se normalno nalazi.

Kolokvijalni izraz za djecu zaCetu IVF-om, bebe iz epruvete, se odnosi na plasticne cilindricne
posudice koje se koriste u kemijskim i bioloskim pokusima. Medutim, in vitro oplodnja se obicno
vrsi u plitkim staklenim ili plasticnim posudicama koje se zovu Petrijeve zdjelice.

IVF postupak autologne endometrijalne kokulture se obi¢no izvodi na organskom materijalu, no
unato€ tome naziva se in vitro. IVF se primjenjuje kad roditelji imaju problema s neplodnoScu
(plodni parovi po hrvatskom zakonu ne mogu pristupiti ovim tehnikama)

(Cooper, 2000).



In Vitro Fertilization (IVF) Explained
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3.1. POSTUPAK OPLODNJE IZVAN TIJELA

Postupak tipi¢no pocinje tre¢i dan menstruacije i sastoji se od rezima hormonskih lijekova koji
stimuliraju razvoj viSe od jednog folikula u jajnicima. U mnogih pacijenata koriste se injekcije
gonadotropinima (obicno molekule analogne hormonu FSH) pod pazljivim ultrazvuénim
kontrolama. Takve kontrole Cesto provjeravaju razinu estradiola u krvi i rast folikula ginekoloskim
ultrazvukom. Obic¢no je potrebno oko 10 dana injekcija. Spontana ovulacija tokom ciklusa se
spreCava koristenjem GnRH agonista koji pocinju prije ili oko poCetka stimulacije, ili GnRH
antagonista koji se koriste tokom zadnjih dana stimulacije; oba lijeka blokiraju prirodni iznenadni
rast luteizirajueg hormona (LH) i dozvoljavaju lijeCniku da zapocne proces ovulacije koristenjem
lijekova, obicno ljudskog korionskog gonadotropina (http://en.wikipedia.org/wiki/In_vitro).

Kad se procijeni da su folikuli dovoljno zreli, daje se ljudski korionski gonadotropin (hCG). Ovaj
lijek djeluje kao analog luteneizirajueg hormona (LH) i izaziva ovulaciju oko 42 sata nakon
injekcije. Punkcija se vrsi nesto prije toga da bi se jajne stanice dobile iz jajnika. Jajne stanice vade
se iz pacijentice koristeCi transvaginalnu tehniku i igla probusi zid vagine uz ultrazvu¢no vodstvo
da bi pristupili jajnicima. Folikuli se aspiriraju kroz iglu, potom se folikularna tekucina ispituje u
laboratoriju kako bi se identificirale jajne stanice. MoZe se dobiti do trideset jajnih stanica (Slika 3).

(http://nr.wikipedia.org/wiki/In_vitro_oplodnja).

THE IN VITRO FERTILIZATION PROCESS

Used as a remedy for infertility, a woman’s 8gg cells are combined with a man's sperm cells outside
the uterus. The fertilized egg is then implanted in the woman's uterus and, if successful, begins the

pregnancy cycle. The first baby realized from this fertilization method was born in 1878.
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Slika 3. Postupak in vitro fertilizacije koji se sastoji od nekoliko faza: faza umjetne stimulacije

hormonskom terapijom, aspiracija jajnih stanica, oplodnja jajne stanice i uzorka ejakulata u

Petrijevoj zdjelici i embrio transfer u maternicu (http://www.montereybayivf.com).



3.2. PRUENOS ZAMETAKA U MATERNICU (EMBRIO TRANSFER)

Nakon postupka aspiracije folikula dobiveni se aspirat odmah upucuje u laboratorij za humanu
reprodukciju embriolozima koji u dobivenoj tekucini traZe i izoliraju jajne stanice te ocjenjuju
njihovu kvalitetu.

U meduvremenu, sjeme se priprema za oplodnju tako da se uklone neaktivne stanice i sjemena
tekucina. Ako je sjeme donorsko, pripremit ¢e se za upotrebu prije zamrzavanja i karantene, pa ¢e
biti spremno neposredno nakon odmrzavanja. Spermiji i jajna stanica stave se zajedno u omjeru od
oko 75 000 : 1 u kultivacijskom mediju oko 18 sati. U vecini sluCajeva, jajna stanica bit ¢e tad
oplodena i pokazat ¢e dva pronukleusa (jezgre). U nekim slucajevima (mali broj spermija ili mala
mobilnost), jedan jedini spermij biti ¢e direktno injektiran u jajnu stanicu koristeCi ICSI
(intracitoplazmatska injekcija spermija). Oplodena jajna stanica stavlja se u poseban medij gdje
moZe rasti i ostavlja se oko 48 sati, do kada zametak obi¢no ima 6 do 8 stanica

(Habek i sur. 2009).

Obicno se zameci koji su razvili 6-8 stanica vracaju 3 dana nakon punkcije. U nekim programima,
zameci se dalje kultiviraju i transfer se radi u stadiju blastociste, oko pet dana nakon punkcije.
Cesto se ovoj metodi pribjegava treci dan, kada pacijenti imaju dovoljno zametaka dobre kvalitete.
Transferom zametaka u stadiju blastociste postiZze se veca stopa trudnoce. U Hrvatskoj se rijetko
Ceka stadij blastociste, buduci da je zabranjena oplodnja viSe od 3 jajne stanice pa se najceSce
prakticira transfer trodnevnog predembrija (Odlukom Hrvatskog Sabora 2009. uvedena je ova
restrikcija pokuSaja oplodnje svih jajnih stanica i to je izolirani slucaj u svijetu. SliCan zakon
postojao je u ltaliji, ali je pao na Ustavnom sudu).

U zemljama u kojima je to dopusteno, prije transfera moze se izvrsiti predimplantacijska genetska
dijagnostika (PGD).

Kultiviranje zametaka moZe se odvijati bilo u zamjenskom mediju ili u autolognoj endometrijskoj
kokulturi (na tepihu stanica iz stjenke maternice Zene). Kod zamjenskog medija jedna mogucnost je
upotrijebiti isti medij kroz cijeli period. Druga mogucénost je upotrijebiti sekvencijalni postupak, u
kojem se zametak naknadno stavlja u razliite medije. Primjerice, kada se kultivira zametak do
stadija blastociste, jedan medij moZe se Koristiti za kultiviranje do treeg dana, a drugi medij za
kultiviranje nakon toga. Jedinstven ili sekvencijalni medij je jednako ucinkovit u kultiviranju
zametaka do stadija blastociste (http://en.wikipedia.org/wiki/In_vitro).

Embriolog ocjenjuje zametak po broju stanica, parnosti stanica i stupnju fragmentacija. Broj
zametaka koji Ce se transferirati ovisi o broju dostupnih zametaka, dobi Zene i drugim medicinskim
i dijagnostickim faktorima, a najce$¢e se prenosi 1 do 3 zametka. Zameci koji se ocijene kao

najbolji, vrate se u maternicu zene kroz tanak plastican katerer koji prolazi kroz vaginu i cerviks.

9



MozZe se vratiti i nekoliko zametaka da se poboljSaju Sanse za implantaciju i trudnocu. Zbog
minimiziranja rizika viSeplodnih trudnoca, Europsko udruZenje za humanu reprodukciju i
embriologiju (engl. European Society of Human Reproduction and Embryology, ESHRE) preporuca
prijenos jednog zametka (engl. single embrio transfer, SET), a viSak kvalitetnih embrija se moze
zamrznuti. U Hrvatskoj je od 2009. zamrzavanje zametaka zabranjeno

(http://hr.wikipedia.org/wiki/In_vitro_oplodnja).

3.3. UCINKOVITOST IN VITRO FERTILIZACIJE

Stopa trudnoce IVF-a je udio postupaka koji ¢e dovesti do trudnoce. Statistike koje se odnose na
trudnocu mogu se odnositi na pozitivan test trudnoce, a ne neophodno na ,,klinicku* trudnocu, koja
se definira kao ona gdje su zabiljeZeni srcani otkucaji ploda. Trudnoce koje su iznijete do kraja i
zavrSe rodenjem Zivog djeteta daju stopu Zivog poroda. Sve CeSce se Cini razlika izmedu
jednoplodne i viSeplodnih trudnoéa, jer se viSeplodne trudnocde, a posebno trojke ili viSe, trebaju
izbjegavati zbog rizika za majku i djecu. Posljednjih godina napredak tehnologije znaCajno
pridonosi rastu stope trudnoce. Ona iznosi oko 35%.

Stopa Zivog poroda je udio svih IVF postupaka koji ¢e dovesti do Zivog poroda, odnosno stopa
trudnoCe uz korekciju zbog spontanih pobacaja i mrtvorodenih. Ovaj postotak vrijedi za sve
uspjeSne trudnoée, bez obzira na broj rodene djece (viseplodne trudnoce su ceSée u IVF
postupcima).

Najveca problem IVF-a je rizik viSeplodnih trudnoca. Ovo je direktno povezano s praksom transfera
viSe zametaka. ViSeplodne trudnoée su povezane s povecCanim rizikom gubitka trudnoce,
komplikacija na porodu, prijevremenog poroda i neonatalnog morbiditeta s potencijalom dugotrajne
Stete. Stroga ograniCenja na broj zametaka koji mogu biti transferirani uvedena su u nekim
zemljama (npr. Engleskoj) da se smanji rizik trojki ili viSe, ali se ne provode i ne prihvacaju
svugdje. Moguce je spontano dijeljenje zametaka u maternici nakon transfera. Ipak to se dogada
vrlo rijetko, a rezultira jednojajcanim blizancima. Dvostruko blindirana randomizirana studija
pratila je IVF trudnoCe koje su dale 73 novorodencadi (33 djecCaka i 40 djevojCica). 8,7% djece iz
jednoplodnih trudnoca i 54,2% blizanaca imala su porodajnu teZinu manju od 2500 g. Medutim
zadnje studije sugeriraju da IVF djeca iz jednoplodnih trudnoéa imaju povecani rizik od male
porodajne tezine zbog nepoznatih razloga.

PonaSanje i drustveno-emotivno funkcioniranje IVF djece je sveukupno normalno, po studijama

provedenim na IVF djeci starosti 9 — 18 godina (http://hr.wikipedia.org/wiki/In_vitro_oplodnja).
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5. ZAKLJUCAK

Oplodnja in vitro (IVF, engl. in vitro fertilization) jajnih stanica i prijenos embrija danas se redovito
izvode Sirom svijeta. Rast folikula u jajnicima potiCe se gonadotropinima, a oocite se skupljaju
nakon laparoskopije usisavanjem iz jajnih folikula neposredno prije ovulacije, kada je oocita u
kasnom stadiju 1. mejoti¢ke diobe. Jajna stanica se stavlja u jednostavnu hranjivu tekuéinu i odmah
se dodaju spermiji. Oplodena jajna stanica, zigota prati se do 8-stani¢nog stadija i tada se unosi u
maternicu, gdje se razvija do porodaja. Buduci da je preimplantacijski embrio vrlo otporan na
teratogene Cimbenike, vrlo je malena opasnost da se oplodnjom in vitro uzrokuju malformacije
djeteta.

Nedostatak postupka jest slaba ucinkovitost jer se samo 20% oplodenih jajnih stanica implantira i
razvije do porodaja. Zato se radi povecanja izgleda za uspjeSnu trudnocCu skupljaju, oploduju i

unose 4-5 jajasca. To, dakako, povecava izglede za blizanacku trudnocu, Sto se i dogada.
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7. SAZETAK

Uzrok neplodnosti moze biti rezultat mnogih Cimbenika koji mogu pogadati i zenske i muske
partnere. Cesti sluajevi su zbog anatomskih devijacija jajovoda, kroz koje oocite moraju putovati
od jajnika do maternice. Neke Zene su neplodne zbog hormonalnih poremecaja koji rezultiraju
nemoguc¢noS¢u produciranja normalnih jajasSca Il metafaze. Drugi slu€ajevi neplodnosti se dogadaju
zbog nemoguénosti muskog partnera da ejakulira adekvatni broj normalnih spermija.

Oplodnja in vitro (IVF), koja je razvijena u pocCetku kako bi se rijeSili odredeni defekti jajovoda, se
danas Koristi u Sirokoj primjeni kod Zenskih i muskih reproduktivnih poremecaja.

Jednostavni proces in vitro oplodnje je da se uzmu jajne stanice Il metafaze iz jajnika i stave u
kulturu sa spermijima. Oplodnja se onda provjerava 12 do 18 sati kasnije, mikroskopiranjem, kako
bi se uoCile dvije oplodene jajne stanice. Oplodena jajaSca se onda vracaju ili u jajovod ili u
maternicu. Takoder, mogu se ostaviti u kulturi kroz jo$ nekoliko dana kako bi doslo do rane diobe
stanica embrija. Oplodnja in vitro je osmisljena kako bi se zaobisli defekti jajovoda koji
predstavljaju anatomsku prepreku trudnocCe. Takoder, IVF je uspjeSna metoda za druge
reproduktivne poremecaje. Na primjer, hormonalni poremecaji koji onemogucavaju nastanak jajnih
stanica Il metafaze se mogu rjeSavati davanjem hormona Zenskom partneru. Kao rezultat tog
tretmana je nastajanje vise jajnih stanica, koje se potom mogu oploditi in vitro, a uspjeSno oplodene

jajne stanice mogu se vratiti u maternicu.

8. SUMMARY

Infertility can result from a variety of causes, which can affect either the female or the male partner.
Many cases are due to anatomical defects in the Fallopian tubes, through which oocytes must travel
from the ovary to the uterus. Some women are infertile (or subfertile) because of hormonal
disorders that result in the failure to produce normal metaphase Il eggs. Other cases of infertility or
subfertility result from a failure of the male partner to produce or ejaculate adequate numbers of
normal sperm. In vitro fertilization (IVF), which was originally developed as a treatment for tubal
defects, is now widely used in the treatment of both male and female reproductive disorders.

The basic procedure of in vitro fertilization is to recover metaphase Il eggs from the ovary and
culture them together with sperm. Fertilization is assessed 12 to 18 hours later by microscopic
observation to detect the formation of two pronuclei. Fertilized eggs can then be returned to the
Fallopian tube or uterus. Alternatively, they can be maintained in culture for a few additional days,

during wich the early embryonic cell divisions take place.
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In vitro fertilization was initially developed to bypass defects in the Fallopian tube, which present
an obvious anatomical block to a natural pregnancy. IVF is also effective for other reproductive
disorders. For example, hormonal defects resulting in the failure to produce metaphase Il eggs can
be treated by administration of appropriate hormones to the female partner. This treatment results in
the production of multiple eggs, which can then be fertilized in vitro, followed by the return of

successfully fertilized eggs to the uterus.
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