NAUCNOM VECU MEDICINSKG FAKULTETA

UNIVERZITETA U BEOGRDU

Na sednici Nauc¢nog veéa Medicinskog fakulteta u Beogradu, odrzanoj dana 22.12.2017.
godine, broj 5940/14, imenovana je komisija za ocenu zavrSene doktorske disertacije pod
naslovom:

,Procena uticaja razli¢itih inkubatora i medijuma u toku postupka vantelesnog

oplodenja na ishod trudnode*

kandidata dr Biljane Arsi¢, zaposlenoj u Ginekolosko - akuserskoj Klinici ,,Narodni Front* u
Beogradu. Mentor je Prof. dr Eliana Garaleji¢.

Komisija za ocenu zavrSene doktorske disertacije imenovana je u sastavu:

1. Prof. dr Mladenko Vailjevi¢, profesor Medicinskog fakulteta u Beogradu
2. Prof. dr Snezana Vidakovi¢, profesor Medicinskog fakulteta u Beogradu
3. Prof. dr Aleksandra Trnini¢ Pjevi¢, profesor Medicinskog fakulteta u Novom Sadu

Na osnovu analize prilozene doktorske disertacije, komisija za ocenu zavrSene
doktorske disertacije jednoglasno podnosi Nauc¢nom vecu Medicnskog fakulteta sledeci

IZVESTAJ
A) Prikaz sadrzaja doktorke disertacije

Doktorska disertacija dr Biljane Arsi¢ napisana je na ukupno 99 strana i podeljena je na
sledec¢a poglavlja: uvod, ciljevi rada, materijal 1 metode, rezultati, diskusija, zakljucci i
literatura. U disertaciji se nalazi ukupno 34 tabele, 19 grafikona. Doktorska disertacija sadrzi
sazetak na srpskom i engleskom jeziku, biografiju kandidata, podatke o komisiji 1 spisak

skraéenica koriS¢enih u tekstu.

U uvodu je istaknut globalni problem infertiliteta i evaluirana je njegova prevalenca.
Definisano Sta je procedura vantelesne oplodnje i dat je pregled istorijata ove procedure.
Detaljno su opisani protokoli kontrolisanih ovarijalnih stimulacija, ultrazvu¢na evaluacija i
procedura aspiracije jajnih Celija. Istaknuto je koja se oprema koristi u IVF laboratoriji, njen
znacaj sa posebnim osvrtom na karakteristike inkubatora i medijuma. Na adekvatan nacin su u

potpunosti opisani nacini oplodjenja jajnih ¢elija kao i procedura embrio transfera. Navedena



je podrska lutealne faze. Opisani su kako obustavljeni ciklusi tako 1 mogu¢i ishodi

vantelesnog oplodjenja.

Takode, je prikazan detaljan osvrt na dosadasnja saznanja o razlikama u telesnoj tezini
novorodjencadi izmedu dece nastale biomedicinski potpomognutim metodama i one nastale
spontanim zaceCem. Prikazana su i dosadaSnja saznanja o karakteristikama 1 uoCenim

patologijama posteljice u trudno¢ama nastalim posle procedure vantelesne oplodnje.

Ciljevi rada su precizno definisani. Sastoje se od ispitivanja da li se razlikuju ishodi
vantelesne oplodnje zavisno od vrste koriS¢enog inkubatora, vrste medijuma 1 njihovih
kombinacija u toku postupka vantelesne oplodnje, da li se razlikuju telesne mase
novorodencadi zavisno od koriS¢enog inkubatora, vrste medijuma i njihovih kombinacija u
toku postupka vantelesnog oplodenja, Takode, kao cilj rada navedena je da ukoliko se pokaze
znacajnost razlike u telesnoj masi novorodencadi 1 u ishodima vantelesne oplodnje u odnosu
na koris¢ene medijume i inkubatore, ispitati koji medijumi, inkubatori ili koja njihova
kombinacija daje najbolji ishod VTO i optimalnu telesnu masu novorodencadi.

U poglavlju materijal i metode je navedeno da se radi o studija preseka sprovedenoj na
Odeljenju za arteficijelne reproduktivne tehnologije (ART) GinekoloSko-akuSerske klinike
“Narodni front”. Detaljno su opisani svi kriterijumi i za uklju¢ivanje i svi kriterijumi za
isklju¢ivanje parova iz procedure vantelesne oplodnje. Detaljno su opisani protokli
kontrolisane ovarijalne stimulacije sa metodologijom hormonske i ultrazvu¢ne evaluacije,
nacini zavr$ne maturacije oocita. Potom je detaljno opisan laboratorijski protokol sa posebnim
osvrtom na karakteristike koriS¢enih medijuma 1 inkubatora. Pored metoda fertilizacije,
na¢ina njenog pracena opisani su 1 kriterijjumi za odredjivanje kvaliteta embriona sa
koris¢enom klasifikacijom. Opisana je podrSka lutealne faze. Analizirani su ishodi
vantelesnog oplodjenja u zavisnosti od vrste koriS¢enih medijuma i vrste koriS¢enih
inkubatora, odnosno njihove kombinacije, kao 1 njihov uticaj na telesnu tezinu novorodencadi.
Studija je sprovedena u skladu sa HelsinSkom deklaracijom i odobrena je od strane Etickog
komiteta Medicinskog fakulteta u Beogradu, odluka broj 29/XI-1 od 09.11.2015. Svi pacijenti
su dali pisani pristanak pre ukljuc¢enja u studiju. U ovoj studiji koriS¢ene su deskriptivne i
analiticke statisticke metode. Testovi razlike koris¢eni u ovoj studiji su parametarski (t-test,
ANOVA) 1 neparametarski (Hi-kvadrat test, Kruskal-Wallis test). Za testiranje razlike izmedu
pojedinih grupa koriS¢ena su naknadna testiranja sa Bonferroni korekcijom. Povezanost

binarne ishodne varijable sa prediktorima je analizirana binarnom logistickom regresionom



analizom, dok je povezanost numericke ishodne varijable sa ostalim prediktorima analizirana

linearnom regresionom analizom.Svi rezultati su prikazani tabelarno i graficki.
U poglavlju rezultati detaljno su opisani i jasno predstavljeni svi dobijeni rezultati.

Diskusija je napisana jasno i pregledno, uz prikaz podataka drugih istrazivanja sa uporednim

pregledom dobijenih rezultata doktorske disertacije.

Zakljucci sazeto prikazuju najvaznije nalaze koji su proistekli iz rezultata rada. KoriS¢ena

literatura sadrzi spisak od 190 referenci.
B) Kratak opis postignutih rezultata

Uporedjivan je ishod vantelesnih oplodnji izmedju grupa pacijentkija koje su koristile
Heracell inkubator + Cook medijum (1134 pacijentkinje - 45,4% od ukupnog broja), grupe sa
Heracell inkubatorom + Medicult medijumom (697 - 27,9%) 1 grupe sa K-Minc inkubatorom
+ Cook medijumom (667 - 26,7%). Postoji zna€ajna razlika u ishodima vantelesnog oplodenja
tj. biohemijskim, klini¢kim i uznapredovalim trudno¢ama izmedu ispitivanih grupa, kao i u
stopi fertilizacije 1 implantacije. Poredenjem medu grupama je utvrdeno da u odnosu na stopu
fertilizacije nema statisticki znacajne razlike izmedu Heracell + Cook vs. Heracell+Medicult
grupe (p=0,647), a postoji imedju Heracell+Cook vs. K-Minc + Cook (p<0,001) i
Heracell+Medicult vs. Kminc+Cook grupe (p<0,001). Takodje je utvrdeno da u odnosu na
stopu biohemijskih trudnoca postoji statisticki znacajna razlika izmedu Heracell + Cook vs.
Heracell + Medicult grupe (p=0,006), a takode, i izmedju Heracell + Cook vs. K-Minc +
Cook (p=0,024) 1 Heracell+Medicult vs. Kminc+Cook grupe (p<0,001). U ovoj studiji je
utvrdeno da u odnosu na stopu klini¢kih trudnoca postoji statisticki znacajna razlika izmedu
Heracell+Cook vs. Heracell+Medicult grupe (p=0,003), a takode, i izmedju Heracell+Cook
vs. K-Minc + Cook (p=0,027) 1 Heracell + Medicult vs. K-Minc +Cook grupe (p<0,001).
Takode je utvrdeno da u odnosu na stopu implantacije nema statisticki znacajne razlike
izmedu Heracell + Cook vs. Heracell+Medicult grupe (p=1,000), a postoji imedju Heracell +
Cook vs. K-Minc + Cook (p<0,001) i Heracell + Medicult vs. Kminc+Cook grupe (p<0,001).
U odnosu na stopu uznapredovalih trudnoca postoji statisticki znacajna razlika izmedu
Heracell+Cook vs. Heracell+Medicult grupe (p=0,033), a takode, i izmedju Heracell+Cook
vs. Kminc+Cook (p=0,036) i Heracell+Medicult vs. Kminct+Cook grupe (p<0,001).
Koris¢enjem logistickih regresionih modela sa klinickom trudnocom kao ishodom dobijeni su

sledeci rezultati. Poredenje inkubatora sa Cook medijumom je pokazalo da je Sansa da se dode



do klini¢ke trudnoce za 41% veca ukoliko se radi o K-Minc inkubatoru u odnosu na Heracell.
U narednom modelu uzete su samo pacijentkinje koje su u postupku vantelesnog oplodenja
imale Heracell inkubator a komparirani su medijumi (Cook i Medicult). Pokazano je da je
Sansa da dode do klini¢ke trudnoc¢e je za 52% veca ukoliko se radi o Cook medijumu u
odnosu na Medicult. Na osnovu rezultata finalnog modela, koji je poredi sve tri kombinacije
inkubatora i medijuma, jasno je da je najbolja kombinacija za klini¢ku trudnoc¢u kao ishod K-
Minc + Cook, i da je za 42% veca Sansa da dode do klinicke trudnoc¢e u odnosu na Heracell +
Cook, odnosno skoro dva puta veca Sansa u odnosu na Heracell + Medicult. Takodje su
uradjeni logisticki regresioni modeli sa porodajem kao ishodom. Poredenjem inkubatora sa
Cook medijumom se vidi da je Sansa da se rodi dete za 9.8% veca ukoliko se radi o K-Minc
inkubatoru u odnosu na Heracell i ova Sansa nije statisticki znac¢ajna. U narednom modelu
uzete su samo pacijentkinje koje su u postupku vantelesnog oplodenja imale Heracell
inkubator a komparirani su medijumi (Cook i Medicult). Poredenjem medijuma kod Heracell
inkubatora ustanovljeno je da je Sansa da Zena rodi dete je 42% veca ukoliko se radi o Cook
medijumu u odnosu na Medicult.Poslednji model je model koji poredi sve tri kombinacije
inkubatora i medijuma. Sansa da se rodi dete je manja za 289% ukoliko se radi o
Heracell+Medicult u odnosu na Heracell+Cook i ova Sansa je statisticki znacajna. Nasuprot
tome, Sansa da se rodi zivo dete je 9,8% veca ukoliko se radi o K-Minc+Cook u odnosu na
Heracell+Cook 1 ova Sansa nije statisticki znacajna. Potom su izneti rezultati karakteristika
novorodencadi po ispitivanim grupama koji su pokazali da nema znacajnih razlika izmedu
ispitivanih grupa po telesnoj masi 1 telesnoj duzini kod jednoplodnih trudnoca koje su
zavrSene u terminu porodaja. Generalizovani linearni model sa telesnom tezinom
novorodenceta kao zavisnom i prediktorima koji su se znacajno razlikovali izmedu grupa u
univarijantnoj analizi je pokazao da vrsta medijuma 1 vrsta inkubatora nema statisticki

znacajan uticaj na telesnu masu novorodencadi.
C) Uporedna analiza doktorske disertacije sa rezultatima iz literature

Do danas, nije publikovan nijedan rad koji je analizirao ove dve vrste medijuma i inkubatora
kao 1 njihove kombinacije (Heracell + Cook, Heracell + Medicult 1 K-Minc + Cook) i njihov
uticaj na ishod vantelesnog oplodenja, na telesnu tezinu i duzinu terminske dece iz
jednoplodnih trudnoca. Ishod procedure vantelesnog oplodenja visoko je zavisna od mnogih
faktora. Pod tim faktorima se podrazumevaju karakteristike pacijenata, vreste protokola i
medikamenata za kontrolisanu ovarijalnu hiperstimulaciju, kakteristike opreme za IVF

laboratoriju, uslovi za kulturu tkiva, vrste medijuma i vrste kulture embriona. Ne postoji



jedinstven stav o efikasnosti razli¢itih komercijalno dostupnih medijuma na ishod VTO,
odnosno njihov uticaj na kvalitet embriona, stopu trudnoca i implantacije. I dok jedni
smatraju da te razlike ne postoje (Staessen i sar.,1994, Mauri i sar., 2001, Zollner i sar., 2014),
drugi pak smatraju da postoje razlike medju razli¢itim komercijalno dostupnim medijumima
kada je u pitanju kvalitet embriona (Van Langendonckt 1 sar., 2001, Aoki i sar., 2005, Sifer i
sar., 2009). U ovoj disertaciji poredeci ishode trudnoca kada su koriS¢ena dva razlicita
medijuma za kulturu embriona u istoj vrsti inkubatora (Heracell) od kojih je Cook medijum
bio sekvencijalni, a Medicult nije sekvencijalni utvrdeno je da ne postoji statisticki znacajna
razlika u stopi fertilizacije 1 stopi implantacije, dok postoji znacajna razlika u stopi klinickih
trudnoca, stopi uznapredovalih trudnoca i u stopi zivorodene dece, te da se sekvencijalni
medijum pokazao kao bolji. Nekoliko studija je ispitivalo efekte ISM1 1 G-1TM v5 medijuma
na kvalitet embriona 1 stopu implantacije. Morfologija embriona drugog i tre¢eg dana je bila
signifikantno bolja kada su kultivisani u GIII medijumu, nego u ISM1 (Mauri AL 1 sar.,
2001). Druga studija je pokazala da G1.2/G2.2 medijum bolji od Sydney IVF medijuma kada
su embrioni transferisani 3. dan, dok su bili podjednako efikasni kada su embrioni
transferisani u stadijumu blastociste (Van Langendonckt A i sar., 2001). Ranija studija je
pokazala statistiCki znaCajno vecu stopu trudnoca i stopu klini¢kih trudno¢a u Vitrolife
medijumu u odnosu na Cook medijum (Dumoulin JC i sar., 2010). Nasuprot tome druge
studije su pokazale da ne postoji signifikantna razlika u kvalitetu embriona, stopi trudnoca 1
implantacionoj stopi izmedu Irvine Scientific 1 IVF-50 Scandinavian IVF Science medijuma
(Mauri AL 1 sar., 2001), Vitrolife 1 Medicult medijuma (Zollner K-P 1 sar., 2004), kao 1
Earle's medijuma i komercijalno dostupnog Menezo B2 medijuma (Staessen C i sar., 1994).
U ovoj disertaciji nije dobijena statistcki znacajnu razliku u stopi vanmateri¢nih trudnoda,
stopi pobacaja, prevremenih porodaja i1 terminskih porodaja izmedu poredenih grupa.
Medutim, Lin S i sar. (2015) su utvrdili da je ucestalost vanmateri¢nih trudnoca povezana sa

vrstom kori$¢enog medijuma (Lin S i sar., 2015).

Kada su u ovoj disertaciji poredeni ishodi trudnoc¢a koriste¢i isti medijum (Cook) a dve
razli¢ite vrste inkubatora utvrdeno je da postoji statisticki znacajna razlika kako u stopi
fertilizacije, tako 1 u stopi klini¢kih trudnoca, implantacionoj stopi, stopi uznapredovalih
trudnoc¢a i u stopi zZivorodene dece, te da se K-Minc inkubator pokazao kao superiorniji.
Razlika izmedu dva kori$¢ena inkubatora je zapravo u koncentraciji kiseonika koja se koristi
za kulturu embriona pri ¢emu Heracell inkubator radi sa 20% O,, dok K-Minc koristi gotovu

smeSu gasova u kojoj je koncentracija O, 5%. Kada su u pitanju klinicki ishodi nakon



primene niskih koncentracija kiseonika u poredenju sa konvencionalnim inkubatorima koji
rade na atmosferskim koncentracijama kiseonika neke studije su utvrdile vecu stopu
implantacije, trudnoca, porodaja i Zivorodene dece (Waldenstrom U i sar., 2009, Catt JW i
sar., 2000, Meintjes M 1 sar., 2009), dok druge studije nisu utvrdile postojanje pozitivnih
efekata primene niskih koncentracija kiseonika na implantacionu stopu i stopu trudnoca
(Kovacic B i sar., 2010, Dumoulin JC i sar., 1999, Kea B i sar., 2007, Bahceci M i sar., 2005).
Sem koncentracija kiseonika kao mogucéeg uzroka za bolje rezultate uocene u ovoj disertaciji i
sama konstrukcija inkubatora moze imati uticaj na ishod IVF-a, S§to je i pokazala studija
Fujiwara M i1 sar. (2007) ¢ija studija je pokazala da je u mini inkubatorima sa vratima na gore,
nakon otvaranja vrata u trajanju od 5 sekundi, vreme neophodno za oporavak temperature i u
komori i u posudi bilo 5 min, dok je kod konvencionalnih inkubatora sa vratima napred,
nakon otvaranja vrata u trajanju od 5 sekundi, bilo potrebno 20 min da se oporavi temperatura
u komori koja je nakon otvaranja vrata brzo pala na 36.4°C, a u posudi je bilo potrebno 30
min da se oporavi temperatura koja je bila pala na 36.7°C ( Fujiwara Mi sar., 2007). Razlika,
u vremenu potrebnom da se oporavi koncentracija kiseonika posle otvaranja vrata izmedju
mini 1 konvencionalnih inkubatora, takodje je bila velika. Klinicki rezultati su pokazali da je
stopa dobrih embriona stataisticki znacajno bila ve¢a u mini inkubatorima. Cinjenica da je
veca stopa zivorodene dece ukoliko su transferisani embrioni na dan 5 nakon kulture pri
niskim koncentracijama kiseonika nego kada su transferisani embrioni iste starosti koji su
kultivisani na atmosferskim koncentracijama kiseonika u konvencionalnim inkubatorima,
govori u prilog stanovistu da atmosferske koncentracije kiseonika negativno uticu na kasnije

stadijume razvoja embriona, tako $to uticu na metabolizam embriona i razvoj blastociste.

Trudnoce iz IVF-a su povezane sa povecanim rizikom od prevremenog porodaja, radanja dece
sa niskom telesnom tezinom, kongenitalnim anomalijama, perinatalnim mortalitetom, kao 1
drugih komplikacija vezanih za trudno¢u ( Fernando D i sar., 2012, Hayashi M i sar., 2012,
D’Angelo D V i sar., 2012, Shih W 1 sar., 2008, Messerlian C 1 sar., 2103, Kalra SK 1 sar.,
2012). Glavni razlog loSijeg neonatalnog ishoda trudnoc¢a iz ART procedura je uglavnom
nepoznat i najverovatnije je potencijalno multifaktorijalno uslovljen. Do sada je ograni¢en
broj komercijalno dostupnih medijuma u tom smislu ispitivan, a dobijeni rezultati su
kontraverzni. U ovoj studiji je pokazano da vrsta koriS¢enog medijuma, vrsta koriS¢enog
inkubatora, kao 1 njihove kombinacije nisu imale uticaja na telesnu tezinu 1 telesnu duzinu
terminske novorodencadi. Dumoulin i sar., (2010), Nelissen i sar., (2012), Wuder i sar.,

(2014) 1 Kleijkers i sar., (2014) su poredili Vitrolife i Cook medijum. Hassani i sar., (2013),



su sproveli studiju porede¢i Medicult and Vitrolife medium, dok su Eskild 1 sar., (2013),
poredili Medicult Universal IVF, Medicult ISM1 i Vitrolife G-I PLUS. Ove studije su
pokazale da vrsta koriS¢enog medijuma ima statisticki znacajan efekat na rani razvoj
embriona, fetalni razvoj, kao i na telesnu tezinu na rodenju. Medutim, Eaton 1 sar., (2012), su
poredili GI.3, Global 1 GI.5 medium, Vergouw i sar., (2012) HTV 1 Sage, Lin 1 sar., (2013)
GS ™, Global i Quinn’s advantage, Carrasco i sar., (2013) MediCult, Cook i Vitrolife, Zhu i
sar., (2014) Vitrolife, Global i Quinns, Lemmen i sar., (2014) su poredili Cook and Medicult
1 konacno Gu i sar. (2015) sproveli poredenje izmedu SAGE i Vitrolife i nasuprot prethodnoj
grupi ove studije su pokazale da nema signifikantne povezanosti izmedu vrste koriS¢enog

medijuma i telesne tezine na rodenju.

D) Objavljeni radovi koji ¢ine deo doktorske disertacije

Arsic B, Perovic M, Medjo B, Macanovic B. Soldatovic I, Garalejic E.: Embryo Culture
Medium Has No Significant Effect on Birth Weight and Length of in Vitro Fertilization
Singletons. The Journal of Reproductive Medicine, 2017;62:598-604.

E) Zakljucak (obrazloZenje nau¢nog doprinosa)

Doktorska disertacija ,,Procena uticaja razli¢itih inkubatora i medijuma u toku postupka
vantelesnog oplodenja na ishod trudnoce® dr Biljane Arsi¢, kao prvi ovakav rad u naSoj
populaciji, a ujedno i prvi rad uopste koji je uporedjivao koriS¢ene kombinacije inkubatora i
medijuma, predstavlja originalni nau¢ni doprinos u razumevanju uticaja vrste koriS¢enih
inkubatora i medijuma na ishod vantelesnog oplodenja. Pokazano je da vrsta koriS¢enog
medijuma nema uticaj na fertilizacionu i implantacionu stopu, ali ima uticaj na stopu
biohemijskih, klini¢kih, uznapredovalih trudno¢a i stopu zivorodene dece. Od velikog
klini¢kog znacaja je saznanje da je Sansa da dode do klinicke trudnoce za 52% veca ukoliko
se koristi Cook medijum u odnosu na Medicult, a da je Sansa da pacijentkinje rode Zivo dete
za 42% vedéa kada se koristi Cook medijum u odnosu na Medicult medijum. Sansa da dode do
klinicke trudnoce za 41% veca, a Sansa da pacijentkinje rode Zivo dete je za 9,8% veca
ukoliko se koristi K-Minc inkubator u odnosu na Haracell inkubator. Najbolja kombinacija za

klini¢ku trudnoéu je K-Minc + Cook, i ona daje za 42% vecu Sansu da dode do klinicke



trudnoce u odnosu na Heracell + Cook, a skoro dva puta vecu Sansu u odnosu na Heracell +
Medicult. Takodje je znaCajan doprinos za poboljSanje uspeha vantelesnog oplodenja i
saznanje da je Sansa da se rodi Zivo dete manja za 28,9% ukoliko se radi o Heracell+Medicult
u odnosu na Heracell + Cook kombinaciju, a za 9,8% veca ukoliko se radi o K-Minc + Cook u
odnosu na Heracell + Cook 1 ova Sansa nije statisticki znacajna.

Ova doktorska disertacija je uradena prema svim principima naucnog istrazivanja. Ciljevi su
bili precizno definisani, nau¢ni pristup je bio originalan i pazljivo izabran, a metodologija
rada je bila savremena. Rezultati su pregledno i sistemati¢no prikazani 1 diskutovani, a iz njih

su izvedeni odgovarajuci zakljucci.

Na osnovu svega navedenog, i imaju¢i u vidu dosadasSnji naucni rad kandidata,
komisija predlaze Nau¢nom veéu Medicinskog fakulteta Univerziteta u Beogradu da prihvati
doktorsku disertaciju dr Biljane Arsi¢ i odobri njenu javnu odbranu radi sticanja akademske

titule doktora medicinskih nauka.

U Beogradu, 25.01.2018.
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