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Oksidativni stres i ravnoteZa bioelemenata kod pacijenata u postupku vantelesnog

oplodenja

SAZETAK

Uvod: Oksidativni stres deSava se usled neuravnotezenog odnosa pro-oksidanata i
antioksidanata u prilog poslednjih. Odnos moze biti poremecen zbog povecane
koncentracije reaktivnih kiseoni¢nih vrsta (ROS) i/ili umanjene antioksidativne odbrane.
Normalne fizioloSke funkcije, uklju¢ujuéi proces signalizacije Celija, proliferacije i
diferencijacije, zavise od prisustva odredenih koncentracija ROS. U reproduktivhom
traktu, fizioloski nivoi ROS neophodni su ne samo za ovulaciju, ve¢ i za interakciju
oocita-spermatozoid, fertilizaciju, implantaciju i rani razvoj embriona. Ipak, poveéana
produkcija ROS mozZe da oSteti prirodnu antioksidativnu odbranu organizma, remeteci
mikrosredinu u reproduktivnom traktu i normalne fizioloSke reakcije. Razumevanje uloge
ROS u Zenskom infertilitetu i dalje je nepotpuno. Cinjenica da su oksidativni i
antioksidativni sistem prisutni u razli¢itim Zenskim reproduktivnim tkivima sugerise da
infertilitet i odredenja reproduktivna oboljenja mogu biti uzrokovana, makar delimi¢no,
oksidativnim stresom. Ve¢ godinama se sve viSe smatra da oksidativni stres (OS) ima
negativan uticaj na reproduktivne sposbnosti i muskaraca i zena. Doprinos OS patogenezi
infertiliteta sve se obimnije ispituje u oblasti muskog infertiliteta, posebno u pogledu

uticaja na razlicite aspekte kvaliteta spermatozoida.

Cilj: Ciljevi ove studije bili su da se kod pacijenata ukljucenih u postupak VTO ispita
uticaj razlicitih protokola kontrolisane ovarijalne stimulacije (KOS), doze gonadotropina,
promene koncetracija parametara OS pre stimulacije 1 posle stimulacije na ishod IVF
postupka. Takode smo ispitivali povezanost promene koncentracije parametara
oksidativnog stresa, poremecaja ravnoteze bioelemenata i1 uticaj toksi¢nih metala kod
Zena na ishod IVF postupka kod Zena, dok smo kod muskih partnera ispitivali povezanosti
promene koncentracija parametara oksidativnhog stresa, poremecaja ravnoteze
bioelemenata i uticaj toksi¢nih metala sa parametrima spermograma i ispitivali uticaj

parametara spermograma na ishod postupka.



Metod: Istrazivanje je obuhvatalo 107 Zena i 52 muskarca, ukljucene u postupak
vantelesnog oplodenja (VTO) na Klinici za ginekologiju i akuSesrtvo Klinikog centra
Srbije u periodu od januara 2014. godine do decembra 2014. godine. Ispitivane
pacijentkinje bile su podeljene u tri grupe. Prvu grupu sacinjavalo je 58 pacijentkinja sa
primenjenim kratkim protokolom KOS. Drugu grupu c¢inilo je 18 pacijentkinja sa
primenjenim kratkim protokolom KOS koje su imale pretretman sa kontraceptivima. U

trecoj grupi bilo je 24 pacijentkinje sa primenjenim dugim protokolom KOS.

Ispitivanje kod muskaraca bilo je spovedeno u androloSkoj laboratoriji Klinike za
Urologiju, Klini¢ckog centra Srbije. Uzorak ejakulata koji se analizirao dobijen je posle
48-72 h apsitnencije, u istoj laboratoriji. Pacijenti su bili podeljeni u dve grupe, grupu sa

normalnim nalazom 1 grupu sa patoloskim nalazom spermograma.

Pacijentkinjama u svakoj grupi je uzimana krv izmedu drugog i ¢etvrtog dana prethodnog
ciklusa, pre ukljucivanja u postupak KOS, kada se inace radi i bazalni hormonski status.
Prvo uzimanje krvi i seruma ujedno je i kontrolna grupa. Drugo uzimanje obavljeno je na
dan administracije HCG, tzv "stop injekcije". Kod muSkaraca je uzimana krv kada je 1

pacijentkijama uzet prvi uzorak krvi,odnosno pre uklju¢ivanja u postupak.

Odredivani su slede¢i parametri oksidativnog stresa: SOD, MDA, -SH grupe, zatim
slede¢i bioelementu bakar (Cu), cink (Zn), selena (Se) 1 magnezijum (Mg), kao 1 toksi¢ni

metali: kadmijum (Cd), arsen (As), ziva (Hg) 1 olovo (Pb).

Za statisticku obradu rezultata koriS¢en je Statistical Package for the Social Sciences

(SPSS) ver. 22 program.

Rezultati: Utvrdeno je da razlika u godinama starosti (p=0,002), koncentracijama FSH
(p=0,041) 1 AMH (p=0,014), kao i u broju jajnih ¢elija (p<0,001), kvalitetu jajnih celija
(p=0.001) i broju fertilisanih jajnih ¢elija (p=0,009) izmedu Zena na razliitim
protokolima stimulacije. Nije uocena statisticki znacajna razlika u stopi porodaja izmedu
7ena sa razli¢itim protokolima stimulacije (p=0,618; %> test). Stopa pobacaja takode je

bila sli¢na.



Dokazana je statisti¢ki znacajna razlika u aktivnosti SOD (p<0,001), koncentracijama
MDA (p<0,001) i -SH grupa (p<0,001) pre i posle stimulacije, ali nije bilo znacajne

razlike u parametrima OS izmedu Zena sa razliCitim protokolima stimulacije.

Kada su poredene pacijentkinje sa nizim i1 viSim primenjenim dozama GT, dokazana je
statisticki znacajna razlika u vrednostima AMH izmedu dve ispitivane grupe (p=0,021).
Zene sa niskim i visokim dozama gonadotropina nisu imale statisti¢ki zna¢ajno razliit
broj jajnih ¢elija, niti razlicitu stopu fertilizacije. Stopa trudnoca, pobacaja i porodaja bila
je sli€na izmedu dve grupe. Nije dokazana razlika u aktivnosti SOD (p=0,286),
vrednostima MDA (p=0,600) i —SH grupa (p=0,061) izmedu ispitivanih grupa.

Utvrdena je je statisticki znacajna razlika u dozi gonadotropina izmedu grupe zena sa OS
1 zena bez OS (p=0,021). Nije bilo razlike u stopi trudno¢aizmedu dve grupe (p=0,701).
Procenat porodaja (p=0.629) bio je slican u obe grupe. Procenat pobacaja i biohemijskih
trudnoca kod zena bez OS bio je skoro identi¢an u odnosu na zene sa OS (p=0,478,
p=0.176; y? test). Medutim, procenat pobacaja bio je znacajno veéi u grupi sa prisutnim
OS posle stimulacije, dok je procenat porodaja je bio znacajno vec¢i u grupi zZena bez OS

u odnosu na Zene sa OS posle stimulacije (p=0,021).

Ispitivane su koncentracije bioelemenata i toksi¢nih metala kod pacijentinja, kao i1 njihov
uticaj na razli¢ite parametre. Prosecne vrednosti magnezijuma (Mg) bile su nize kod
trudnih pacijentkinja (p=0,009), kao 1 koncentracije arsena (As) (p=0,050) 1 olova (Pb)
(p=0,034) u odnosu na ispitanice sa negativnim ishodom. Pokazana je direktna zna¢ajna
povezanost viSih vrednosti Cu sa viSim dozama GT, zatim obrnuta statisticki znac¢ajna
korelacija nizih vrednosti Pb sa vi§im dozama GT, direktna statisti¢ki znacajna korelacija
visih vrednosti Cu sa ve¢im brojem fertilisanih jajnih celija. Sto se ti¢e stope fertilizacije,
vise stope fertilizacije koreliraju sa nizim vrednostima Mg, Zn, Se Hg i1 Pb, ali ne
statistiCki znacajno. Kada su poredeni bioelemenati i teski metali sa ishodom postupka
dokazana je statisticki znacajna korelacija ishoda i magnezijma - pozitivan ishod povezan
sa nizim vrednostima Mg dok su sa negativnim ishodom povezane vise vrednosti Pb 1 Cd.
Dokazana je statisticki znacajna korelacija ishoda trudno¢e i Mg , Cd i Pb. Porodaji su
bili u korelaciji sa niZim vrednostima Mg i sa nizim vrednostima Cd, dok su pobacaji u

korelaciji sa nizim vrednostima Pb. Multivarijantni prediktori pozitivnog ishoda su starost



ispitanica ispod 35 godina, visa doza gonadotropina, embrioni A i B, kao i nize

koncentracije Mg i Pb.

Ispitivana je promena parametara okidativnog statusa u zavisnosti od nalaza
spermograma 1 vrednosti su uporedene u odnosu na grupu sa normospermiom. Nije
dokazana statisticki znacajna razlika izmedu grupa ni za jedan ispitivani parametar.
Takode smo analizirali vrednosti bioelemenata izmedu musSkraca sa normospermijom i
sa ostalim nalazima spermograma i dokazana je statisticki znaCajna razlika samo u
koncentraciji Mg izmedu NO pacijenata i pacijenata sa oligospermiom. Vrednosti teskih
metala uporedeni su izmedu pacijenata sa razli¢itim nalazima spermograma i nije bilo

statisticki znacajne razlike izmedu ispitivanih grupa.

Nije pronadena statisticki znaCajna razlika u broju fertilisanih jajnih celija i stopi
fertilizacije kod partnerki ispitivanih muSkaraca sa normospermijom i ostalim nalazima
spermograma. Trudnoca je zabelezena kod 40% partnerki ispitanika u grupi sa NO, a u

grupi sa ostalim nalazima spermograma 44,4%. Razlika nije statisticki znacajna p=0,756.

Kod 18 parova je detektovan pozitivan ishod odnosno trudnoca. Kod 83,3% (10/12)
parova gde su muskarci imali dijagnozu NS ishod trudnoce je bio porodaj. Kod 62,5%
(5/8) parova gde su muskarci imali ostale dijagnoze ishod je bio porodaj i to je bilo
znacajno manje u odnosu na prethodnu grupu (p=0,034). Kada smo poredili broj
fertilisanih jajnih ¢elija 1 stopu fertilizacije partnerki muskaraca sa NO 1 ostalim nalazima
spermograma nismo pronasli statisti¢ki znacajna razlika, osim kod partnerki muskaraca
koji su imali nalaz asthenospermije zabeleZena je statisticki znacajno niza stopa
fertilizacije u odnosu na partnerke muskaraca sa normospermijom (p=0,034). Dokazana
je statisticki znacajna razlika u porodajima izmedu ispitivanih grupa sa NO 1

oligospermiojom (p=0,013).

Zakljucak: Nismo nasli razliku izmedu primenjenog protokola stimulacije kao ni izmedu
primenjenih razli¢itith doza gonadotropina u odnosu na kvalitet embriona 1 ishod IVF
postupka. Postoji statisticki znaajna razlika u parametrima oksidativnog stresa i
antioskidativne zaStite pre 1 posle kontrolisane ovarijalne stimulacije. Prisustvo OS pre
pocetka stimulacije ne uti¢e znacajno na ishod IVF postupka, dok prisustvo oksidativnog

stresa posle stimulacije uti¢e na ishod IVF postupka, odnosno, smanjena je stopa



porodaja, a povecane su stope pobacaja i biohemijskih trudnoca. Pacijentkinje kod kojih
je doslo do trudnoce imale su nize koncentracije As i Pb, dok je kod Zena kod kojih nije
doslo do trudnoce bila vec¢a koncentracija Pb i Cd, ukazujuéi na negativan uticaj teskih
metala na IVF postupak. Sto se ti¢e bioelemenata, pacijentkinje kod kojih je doslo do
trudnoce imale su nize koncentracije Mg. Nismo nasi povezanost izmedu parametara OS,
bioelemenata i toksi¢nih metala i nalaza spermograma, ali je stopa porodaja veca je kod
nalaza normospermije u poredenju sa oligospermijom, astenospermijom i

teratospermijom.
Kljuc¢ne reci: oksidativni stres, bioelementi, teski metali, [IVF
Nau¢na oblast: Ginekologija i akuSerstvo

UZa naucna oblast: Humana reprodukcija



Oxidative stress and trace elements balance in patients during in vitro fertilization
cycles

ABSTRACT

Background: Oxidative stress occurs due to the unbalanced relationship pro-oxidants
and antioxidants in favor of the latter. The relationship can be disrupted due to the
increased concentration of reactive oxygen species (ROS) and / or reduced antioxidant
defense. Normal physiological functions, including the process of cell signaling,
proliferation and differentiation, depend on the presence of certain concentrations of
ROS. In the reproductive tract, physiological levels of ROS are essential not only for
ovulation, but also for oocyte-sperm interaction, fertilization, implantation and early
embryo development. However, the increased production of ROS can damage the body's
natural antioxidant defenses, disrupting microenvironment in the reproductive tract and
normal physiological reactions. Understanding the role of ROS in the female and male
infertility is still incomplete. The fact that the oxidative stress and antioxidant system are
present in a different female reproductive tissues suggests that infertility and other
reproductive disorders can be caused, at least in part, by oxidative stress. It is considered
that oxidative stress (OS) has a negative impact on the reproductive abilities of both men
and women. Contribution of OS in pathogenesis of infertility is extensively investigated
in the field of male infertility, particularly in terms of impact on different aspects of sperm

quality.

Objective: The aims of this study were to investigate the effect of different protocols of
controlled ovarian stimulation (COS), doses of gonadotropins, changes in OS parameters
OS prior to stimulation and after stimulation on IVF outcome. We also examined the
association between the changes of OS parameters and trace elements in women on IVF
outcome in women, while on male partners we examined the association between
oxidative stress parameters and trace elements and semen parameters as well as the

influence of semen parameters on IVF outcome.

Design and Methods: The study included 107 consecutive women and 52 men involved
in the process of in vitro fertilization (IVF) at the Department of Obstetrics and

Gynecology, Clinical Center of Serbia. Women were divided into three groups. The first



group consisted of 58 patients with short protocol of ovarian stimulation. The second
group consisted of 18 patients with short protocol who had pretreatment with
contraceptives. In the third group there were 24 patients with a long protocol of ovarian

stimulation.

Male patients were divided into two groups, one group with normal and one group with
abnormal semen analysis. Serum samples were obtained before the commencement of

stimulation in their partners.

Serum samples were obtained between second and fourth day of the cycle. The first serum
sample was control. The second samples were obtained on the day of HCG

administration.

The following parameters of oxidative stress were examined: SOD, MDA, -SH groups,
then the trace elements: copper (Cu), zinc (Zn), selenium (Se) and magnesium (Mg), and

heavy metals: cadmium (Cd), mercury (Hg), arsenic (As) and lead (Pb).

For statistical analysis of the results was used Statistical Package for the Social Sciences

(SPSS) ver. 22 program.

Results: We determined significant difference in age (p = 0.002), FSH concentrations (p
=0.041) and AMH (p = 0.014), as well as the number of oocytes (p <0.001), the quality
of oocytes (p = 0.001) and the number fertilized oocytes (p = 0.009) between women in
different protocols of ovarian stimulation. There was no statistically significant difference
in the rate of births among women with different stimulation protocols (p = 0.618).
Miscarriage rate was similar between groups. There was significant difference in SOD
activity (p <0.001) concentrations of MDA (p <0.001) and -SH groups (p <0.001) before
and after stimulation, but there was no significant difference in the parameters of OS

between women with different stimulation protocols.

When we compared patients with lower and higher doses of GT, we demonstrated a
statistically significant difference in the values of AMH between the two groups (p =
0.021). Women with low and high doses of gonadotropins did not have significantly
different number of oocytes and fertilization rate. The rate of pregnancy, miscarriage and

childbirth was similar between the two groups. There was no differences in SOD activity



(p = 0.286), the values of MDA (p = 0.600) and the -SHgroups (p = 0.061) between the
groups. There was a statistically significant difference in the dose of gonadotropin
between the group of women with and without OS (p = 0.021). There was no difference
in the pregnancy rates between two groups (p = 0.701). The percentage of births (p =
0.629) was similar in both groups. Percentage of miscarriage and biochemical pregnancy
in women without OS was almost identical as compared with those having OS (p = 0.478,
p =0.176). However, the percentage of miscarriage was significantly higher in the group
presenting the OS after stimulation, while the percentage of births was significantly

higher in women with no OS compared to women with the OS after stimulation (p =

0.021).

When we compared mean concentrations of toxic metals and trace elements in IVF
patients, with the outcome of IVF procedure, in patients who achieved pregnancy we
found significantly lower mean concentrations of Mg (p=0.009), as well as As (p=0.050)
and Pb (p=0.034). Mean concentrations of Cd were higher in patients who failed to
achieve pregnancy. We found direct significant correlation of higher Cu concentrations
and higher GT dose, but also of lower Pb concentrations and higher GT dose. There was
a significant correlation between higher Cu concentrations and a higher number of
fertilized oocytes. Concerning fertilization rate, there was a correlation with lower
concentrations od Mg, Zn, Se, Hg and Pb, but not significant. There was a significant
correlation between the positive outcome of IVF procedure and the lower concentrations
of Mg and negative outcome and higher concentrations of Pb and Cd. Concerning the
outcome of pregnancy, patients who had delivery had the correlation with lower Mg and
Cd concentrations, while there was a significant correlation between miscarriages and
higher concentrations of Pb. Multivariate predictors of positive outcome were age less
than 35 years, higher gonadotropin dose, A and B quality of embryos, as well as lower

concentrations of Mg i Pb.

The change of OS parameters in men were compare between group with normospermia
and all other findings. There was no significant difference between groups for any test
parameter. We also analyzed the trace element values among men with normospermia
and other findings and demonstrated a statistically significant difference only in the

concentration of Mg between the normospermia patients and patients with oligospermia.



The values of heavy metals were compared between patients with different findings of
semen and there was no statistically significant difference between the two groups. There
was no statistically significant difference in the number of fertilized oocytes and
fertilization rate between groups. Pregnancy was observed in 40% of patients in the group
with NS, while 44.4% in other findings. The difference was not statistically significant p
= 0.756. There was significant difference between normospermia and other findings in
delivery rate (p = 0.034). When we compared the number of fertilized oocytes and
fertilization rate there was no significant difference between men with NS and men with
other findings, except for asthenospermia where there was statistically significantly lower
rate of fertilization in relation to men with NO (p = 0.034). Also there was statistically

significant difference in birth rates between the group with NS and oligospemia (p =

0.013).

Conclusion: We found no difference between the applied stimulation protocols as well
as between the different doses of gonadotropins in relation to the outcome of IVF. There
was a statistically significant difference in the parameters of oxidative stress and
antioxidative parameters before and after stimulation. The presence of the OS before the
start of stimulation does not significantly affect the outcome of IVF, while the presence
of oxidative stress after stimulation affect the outcome of IVF procedure, 1.e. reduced the
rate of childbirth, and increased rates of miscarriages and biochemical pregnancy.
Patients who were pregnant had lower concentrations of As and Pb, while nonpregnant
women had higher concentrations of Pb and Cd, indicating a possible negative impact of
toxic metals on IVF outcome. Concerning trace elements, patients who were pregnant
had lower concentrations of Mg. Association between OS parameters, bioelements and
heavy metals and findings of semen was not found, but the rate of births was higher in

NS compared to oligospermia, asthenospermia and teratospermia.
Key words: oxidative stress, trace elements, toxic metals, [VF
Science Field: Gynecology and Obstetrics

Major in: Human Reproduction
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1. UVOD

1.1. OKSIDATIVNI STRES

Oksidativni stres (OS) definisan je jos 1985. godine, kao poremecaj odnosa
slobodnih radikala 1 antioksidanata usled cega dolazi do oSteCenja celijskih
makromolekula: proteina, lipida, ugljenih hidrata i DNK (1). Odnos mozZe biti poremeéen
zbog povecanog stvaranja slobodnih radikala i/ili umanjene antioksidativne odbrane
(2,3). Svi oblici Zivota odrZavaju redukujuce okruzenje u svojim celijama, pomocu
enzima koji konstantno dovode metabolicku energiju, te tokom metabolickih procesa
dolazi do stvaranja slobodnih radikala, koji se ukljuuju u uobicajene bioloske procese,
signalizaciju ¢elija, proliferaciju i diferencijaciju (4,5). Poremecaji normalnog redoks
stanja mogu da uzrokuju toksicne efekte, odnosno nastanak oksidativnog stresa, putem
povecanog stvaranja ili neadekvatnog uklanjanja slobodnih radikala, koji oStec¢uju sve
klase biomolekula (proteine, lipide, hromatinski materijal) ili pak menjaju signalnu
transdukciju 1 ekspresiju gena (6,7). Efekti OS zavise od razmere ovih promena, od
mogucénosti ¢elije da prevazide manje smetnje 1 ponovo stekne svoje originalno stanje.

Slobodni radikali prema tome mogu imati fiziolosku ili patolosku ulogu u organizmu.

1.2. REAKTIVNE HEMIJSKE VRSTE - SLOBODNI RADIKALI

Slobodni radikali (SR) definiSu se kao bilo koji atom ili molekul koji sadrzi jedan
ili viSe neuparenih elektrona (8). Usled teznje da spare neuparen elektron, u reakciji sa
donorom elektrona, redukuju se i gube karakter slobodnih radikala, a substrat se oksidiSe
1 postaje SR druge generacije 1 otpoCinje lanac radikalskih reakcija, koji ima osobinu

prostornog 1 vremenskog Sirenja uz pojacavanje efekta (9).

U organizmu se slobodni radikali stvaraju:

- u fizioloskim wuslovima tokom: procesa oksidativne fosforilacije,
oksidoredukcije, autooksidacije brojnih malih molekula;

- uinflamaciji: tokom procesa fagocitoze;

- u nekim bolestima: autoimune bolesti, neurodegenerativne, maligne,
kardiovaskularne, profesionalna oboljenja radnika usled dejstva toksi¢nih

supstanci;



- urazli¢itim nefizioloskim uslovima: ishemija, hipoksija;
- tokom metabolisanja hrane,

- biotransformacijom lekova,

- pri ekspoziciji odredenim toksi¢nim supstancama,

- pri pojacanoj fizickoj aktivnosti (9).

U liteaturi se umesto termina slobodni radikali sve viSe koristi termin reaktivne
vrste (RS) 1 obuhvata sve klase jedinjenja elektrofilnog karaktera visoke reaktivnosti. Po
hemijskoj strukturi reaktivne vrste mogu biti molekuli ili joni. U zavisnosti od toga koji
je atom u aktivnom centru RS, one se dele na: reaktivne vrste sa kiseonikom (ROS),

azotom (RNS), ugljenikom (RCS) i sumporom (RSS).

Slobodni radikali kiseonika nastaju procesom oksidativne fosforilacije u
mitohondrijama. Od ukupno unetog molekularnog kiseonika (02), 90% dospeva u
mitohondrije, te se odvija Cetvoroelektronska redukcija O2 do H20, a oslobodena
energija se koristi za sintezu adenozin trifosfata (ATP). Slobodni radikali se stvaraju od
2% kiseonika koji ne podleze potpunoj redukciji do H2O i nastaju: hidroperoksilni radikal
HO?2-, superoksidni radikal O2 =, vodonik peroksid H202, ¢ijom redukcijom nastaje
hidroskilni radikal HO- itd (10).

Sto se ti¢e slobodnih radikala azota, azot monoksid (NO) nastaje oksidacijom L-
arginina 1 u fizioloSkim uslovima kontroliSe razli¢ite Celijske procese: tonus krvnih
sudova i miSica, adheziju 1 agregaciju trombocita, ucestvuje u neuroendokrinoj regulaciji;
reguliSe glad, bol i san (11-14). Takode uc€estvuje u izvesnim patofizioloSkim procesima
(15). Azot monoksid postoji u nekoliko hemijskih formi (nitroksil anjon (NO-), nitroksil
radikal (NO"), nitrozonijum jon (NO+)). U endotelnim celijama i makrofagima
azotmonoksidni radikal reaguje sa superoksidnim anjonom 1 gradi visoko reaktivno
jedinjenje peroksinitrit. Protonovanjem peroksinitrita nastaje peroksinitritna kiselina
(ONOORH) koja je vrlo nestabilna i njeni degradacioni produkti, OH" 1 NO>" - azot dioksid

radikal, vrlo aktivni radikali, doprinose sveukupnom citotoksicnom efektu (16).



1.3. FIZIOLOSKA ULOGA SLOBODNIH RADIKALA

Delovanje slobodnih radikala ima i odbrambenu i regulacionu ulogu u organizmu.
Osnovne fizioloSke funkcije slobodnih radikala su fagocitoza, signalna transdukcija i

apoptoza.

1.3.1. Fagocitoza

Fagocitoza je proces neutralizacije mikroorganizama u kome stvaranje slobodnih
radikala igra znacajnu ulogu. Kada se mikroorganizam veze za receptore u fagocitima i
zapocne proces ingestije, dolazi do aktivacije nekoliko enzima. Jedan od njih je NADPH
oksidaza, koji prevodi molekularni kiseonik u superoksidni anjon i slobodne radikale,

koji su toksi¢ni za ingestirane mikroorganizme (17).

1.3.2. Signalna transdukcija

Signalna transdukcija predstavlja prevodenje signala sa povrSine ¢elije u njenu
unutrasnjost (18). Tokom prenosa informacija do ciljnih molekula, slobodni radikali
pokrecu, prenose 1/ili modifikuju ¢elijski odgovor i tako su ukljuceni u razlicite signalne
puteve (19). Oksidanti u svojstvu sekundarnih glasnika ostvaruju svoje fizioloSko dejstvo
modifikacijom prenosa signala, prevodenjem sekundarnih u tercijerne glasnike ili
pokretanjem procesa signalne transdukcije (17,19). ROS su idealni unutarcelijski glasnici

jer su visoko reaktivni i veoma difuzibilni molekuli.

1.3.3. Apoptoza

Apoptoza je oblik programirane celijske smrti koja je znacajna u razvoju i
homeostazi viSecelijskih organizama, a ¢iji je krajni cilj razgradnja oStecenih Celija
(20,21). Programiranu celijsku smrt mogu da indukuju fizioloSki aktivatori: faktor
nekroze tumora (TNF), tranformiSuc¢i faktor rasta [, neurotransmiteri, kalcijum,
glukokortikoidi itd; zatim, aktivatori nastali zbog oStecenja: virusna infekcija, bakterijski
toksini, slobodni radikali, tumorski supresori; terapijski agensi kao S§to su
hemioterapeutici, gama i UV zraenje i toksic¢na jedinjenja: etanol i f-amiloid peptid (4).
Takode, ¢elijski receptori mogu da budu ukljuceni u process apoptoze: epidermalni faktor

rast 1 faktor rasta trombocita, receptor faktora nekroze tumora. Jedan od stimulusa

oslobadanja proapoptoticnih faktora je i oksidativni stres.



1.4. TOKSICNI EFEKTI SLOBODNIH RADIKALA

Kada se narusi redoks homeostaza ¢elije, razvija se oksidativni stres, a koji ¢e tip
ostecenja biomolekula prevagnuti pod dejstvom slobodnih radikala, oksidativni ili
nitrozativni, zavisi od vrste slobodnih radikala (ROS ili RNS). Oksidativni i nitrozativni
stres kao mehanizmi toksi¢nosti su predmet interesovanja istrazivaca zbog moguénosti
ostec¢enja tkivnih i ¢elijskih komponenti (22). Prema vrsti molekula koji se oStec¢uju
delovanjem slobodnih radikala definisane su tri osnovne reakcije koje dovode do
strukturnih 1 funkcionalnih promena u ¢elijama: lipidna peroksidacija, oksidacija proteina

1 oksidativna modifikacija DNK.

1.4.1. Oksidativne i nitrozativne promene na lipidima

Celijska membrana sadrzi do 40% lipida. Polinezasiéene masne kiseline su ciljno
mesto za delovanje SR kada se razvija proces lipidne peroksidacije (LP) bez oslobadanja
energije, Sto dovodi do poremecaja funkcije membrane kao barijere, slabljenja interakcije
lipida i proteina, povecane kataliticke aktivnosti membranskih proteina i smanjenje
njihove termostabilnosti. Interakcije RNS sa lipidima podrazumevaju procese oksidacije
1 nitrovanja. Oba procesa mogu i da inhibiraju i da pospeSe proces LP (23). Produkti
lipidne peroksidacije imaju dug poluzivot, veoma su reaktivni, dovode do inflamacije,
potencijalno su toksi¢ni, mutageni 1 karcinogeni (24-29). Ipak, imaju i1 neke bioloske
funkcije: ucestvuju u intracelularnom prenoSenju signala, regulaciji genske ekspresije,
aktivaciji transkriptora i1 faktora rasta (30-33). Peroksidacija polinezasi¢enih masnih
kiselina (PNMK) proti¢e kroz fazu inicijacije, kada se pokrecu lancane reakcije 1 stvaraju
lipidni radikali, zatim propagacije kada mogu da reaguju sa drugim masnim kiselinama,
proteinima 1 nukleinskim kiselinama, a proizvodi koji mogu nastati su: aldehidi,
konjugovani dieni, ketoni, aktivni radikali, malondialdehid itd. Malondialdehid (MDA),
terminalni produkt oksidativnog oSte¢enja PNMK, unakrsno se vezuje za proteine 1
fosfolipide membrane, ¢ime se povecava oksidativno oStecenje biomolekula 1 priznat je
kao validan marker LP. Merenje malondialdehida kao produkta lipidne peroksidacije
najc¢eS¢e se koristi kao pokazatelj inteziteta oksidativnog stresa (34-36). Istrazivanja
pokazuju da je nivo MDA povisen kod razli¢itih karcinoma- pluca, dojke, Zeluca, grlica
materice, melanoma, zatim kod preeklampsije, kod pacijenata sa aterosklerozom, dijabetesom,

oboljenjima jetre, pacijenata sa Alchajmerovom boles¢u, kao 1 kod pusaca (37-43).



1.4.2. Oksidativne i nitrozativne promene na proteinima

Oksidativna modifikacija proteina podrazumeva kovalentnu modifikaciju koja je
indukovana reaktivnim vrstama (ROS, RNS, RSS i RCS) i menja se primarna struktura,
modifikacijom pojedinih aminokiselina ili njihovim otcepljenjem, a zatim i sekundarna i
tercijarna struktura (44). Oksidativna modifikacija menja funkcionalnu aktivnost
proteina, Sto za posledice moZze imati: gubitak enzimske aktivnosti, proteinske funkcije,
agregaciju proteina, gubitak imunoloSke funkcije, gubitak specificnosti vezivanja za
receptore ili modifikaciju genske transkripcije. Kod nitrozativne modifikacije proteina
dolazi do reakcija nitrovanja ili nitrozovanja razli¢itih funkcionalnih grupa (npr. —SH ili —NH>)

aminokiselina. Promenom strukture aminokiseline, menja se i funkcija proteina (45-47).

1.4.3. Oksidativne i nitrozativne promene na DNK

Oksidativna modifikacija DNK dovodi do promene strukture DNK dovode¢i do
genetskih oSte¢enja 1 praktiéno menjajuéi strukturu dvospiralnog lanca. Moze do¢i do
prekida lanca, interakcija DNK azotnih baza, izmene ili otcepljenja baze, modifikacije
baze. O modifikaciji molekula DNK posredovanoj nitrozativnim stresom postoji vrlo
malo podataka. Azotna baze, riboza 1 fosfat DNK lanca ne ispoljavaju reaktivnost prema
nitrozuju¢im agensima proizvedenim u toku metabolizma azot monoksida (NO). NO
moze oSteti DNK deaminacijom i nitrozilacijom ili nitrovanjem i oksidacijom DNK (22).
Trajno oksidativno oste¢enje DNK predstavlja prvi korak u mutagenezi, karcinogenezi i

starenju (48).

1.5. ANTIOKSIDATIVNA ZASTITA

Sistem antioksidativne zastite (AOS) nastao je zbog mogucénosti stvaranja
slobodnih radikala. Potencijalnu toksi¢nost slobodnih radikala u fiziolo§kim uslovima
spreava veliki broj citoprotektivnih enzima i antioksidanasa. Procenjuje se dnevno
stvaranje od jedne do tri milijarde reaktivnih vrsta, §to ukazuje na znacaj antioksidativne
zaStite ljudi (49). Antioksidanti se definiSu kao supstance koje, u malim koncentracijama,
imaju sposobnost da mehanizmom kompeticije odloze ili inhibiSu oksidaciju drugih

materija (50).



KAKO ANTIOKSIDANTI SMANJUJU SLOBODNE RADIKALE
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Slika 1. Mehanizam dejstva antioksidanata!

Antioksidanti se mogu podeliti prema poreklu (endogeni 1 egzogeni), mestu
delovanja (¢elijski, vancelijski i membranski), prema rastvorljivosti u vodi ili lipidima,
kao 1 na enzimske 1 male molekule. Postoji podela prema nacinu delovanja: preventivni
(spreCavaju nastajanje radikala), Cistaci (engl. Scavenger- Ciste radikale deluju¢i na

lancanu reakciju) 1 enzimi popravke (popravljaju nastala oStecenja).

Postoji viSe nivoa sistema antioksidativne zaStite. Primarni nivo predstavljaju
enzimi (superoksid dismutaza, katalaza, glutation peroksidaza i reduktaza) i neenzimski
antioksidansi (glutation, vitamin C, vitamin E, koenzim Q itd). Sekundarni nivo ¢ine

specificne oksidoreduktaze (tiol-transferaza, ATP 1 Ca —nezavisna transferaza itd) i

! Preuzeto iz Healthline Media



reparativni enzimi (npr. endonukleaze), dok tercijerni nivo ¢ine: proteini koji heliraju
metale sa promenljivom valencom (ceruloplazmin, apoferitin, ferritin) ili koji se generisu

tokom oksidativnog ostec¢enja (npr. metalotioneini) (9).

1.6. MEHANIZMI DEJSTVA ANTIOKSIDANATA

Osnovni mehanizmi delovanja antioksidanata su: prevencija stvaranja slobodnih
radikala, odnosno ROS; neutralizacija slobodnih radikala, odnosno njihovo otklanjanje
pre nego Sto oStete biomolekule i reparacija i de novo sinteza oksidisanih molekula,

odnosno otklanjanje oSte¢enih molekula i povratak izgubljenih funkcija.

1.6.1. Prevencija stvaranja slobodnih radikala

Prevencija stvaranja ili dejstva slobodnih radikala predstavnja prvu liniju odbrane,
a moze se posti¢i: odrzavanjem niskog pritiska kiseonika u tkivima, “zatvaranjem”
enzima koji stvaraju radikale u posebne ¢elijske strukture kao Sto su peroksizomi,
lizozomi, mitohndrije i vezivanjem slobodnih jona gvozda (Fe) i bakra (Cu), hemoglobina
(Hgb) 1 hema u komplekse sa proteinima kao Sto su transferin, feritin, ceruloplazmin,

albumin, haptoglobin, hemopeksin.

1.6.2. Neutralizacija stvorenih slobodnih radikala

Drugi nivo antioksidativne zaStite aktivira se u uslovima normalnog ili pojaanog

stvaranja slobodnih radikala. Antioksidatni ove grupe se mogu biti enzimski i neenzimski (51).

1.6.2.1. Enzimski mehanizmi antioksidativne zastite

Najvazniji enzimski antioksidanti su: superoksid dismutaza (SOD), katalaza
(CAT), glutation peroksidaza (GSH-Px), glutation reduktaza (GR) i1 glutation-S-
transferaza (GST) (26). Ovi enzimi uklanjaju slobodne radikale tako S§to ucestvuju u
njihovom metabolizmu, dok druga grupa enzima AOS ucestvuje u reparaciji vec
stvorenih oStecenja, u slucaju da je antioksidativnha odbrana u odredenoj meri bila
nedovoljna da kompenzuje stvaranje slobodnih radikala i oskidativnog stresa. Enzimsku
aktivnost superoksid dismutase dokazali su 1969. godine Mc. Cord i Fridovich, ali je
izolovana mnogo ranije, 1938.godine, od strane Mann i Keilis (52,53). SOD je enzim koji

katalizuje transformaciju superoksid anjon radikala do vodonik peroksida i kiseonika.



Kod ljudi postoje tri forme SOD-a: citosolna (Cu/Zn SOD1), mitohondrijalna (MnSOD2)
1 ekstracelularna SOD (EC-SOD3). Sva tri izoenzima kataliSu istu reakciju, ali imaju
svoje specificne uloge, mesto dejstva, aktivatore i deaktivatore. Superoksid dismutaza
prisutna je u svim tkivima: mozgu, jetri, bubrezima itd, a aktivna je i u telesnim
teCnostima (54). Smanjena aktivnost superoksid dismutaze primecéena je u nizu oboljenja,

ali sa druge strane i povecanje njene aktivnosti (55,56).

1.6.2.2. Neenzimski mehanizmi antioksidativne zastite

Neenzimski antioksidanti blokiraju, usporavaju ili menjaju oksidativne promene
u ¢elijama, tako $to neutraliSu SR pre nego Sto dode do osStecenja bioloski aktivnog
molekula. Ovo se postize preuzimanjem ili vodonikovog jona ili prvo elektrona, a potom
protona od molekula slobodnog radikala, a brzina i1 ucestalost ovih reakcija zavisi od
uticaja sredine u kojoj se reakcija odvija (57). Ako je sredina hidrofilna, reagovaée na
primer, vitamin C, GSH, mokraéna kiselina, albumin, transferini, ceruloplazmin itd,
ukoliko je lipofilna onda mogu delovati vitamin E, vitamin A, koenzim Q ili § karoten,

dok antioksidanti kao §to su selen 1 lipoi¢na kiselina reaguju u svim sredinama (58).

1.6.3. Popravka i de novo sinteza oksdisanih molekula

Tre¢i nivo antioksidativne zatite podrazumeva popravku nastalog oksidativnog
ostecenja lipida, proteina, ugljenih hidrata i nukleinskih kiselina. Enzimski antioksidanti
koji omogucavaju reparaciju i remodelovanje oksidisanih supstrata su: klasicna i
fosfolipid-zavisna glutation peroksidaza, fosfolipaza A2, proteoliticki enzimi, nuleaze,
DNK-ligaze 1 polimeraze, specificne oksidoreduktaze (9). Ovi enzimi imaju ulogu u
biotransformaciji primarnih i sekundarnih slobodnih radikala u manje aktivna jedinjenja

.....

razvoj oksidativnog stresa.

1.7. OKSIDATIVNI STRES I REPRODUKCIJA

U reproduktivnom traktu, fizioloSki nivoi ROS neophodni su ne samo za ovulaciju
(59,60), ve¢ 1 za interakciju oocit-spermatozoid, fertilizaciju (61), implantaciju i rani
razvoj embriona. Ipak, povecana produkcija ROS moZe da osteti prirodnu antioksidativnu

odbranu organizma, remete¢i mikrosredinu u reproduktivnom traktu i1 normalne



fizioloske reakcije (62), Sto na kraju deluje na tok i ishod trudnoce (63-65). Moguce je da
oskidativni stres dovodi do infertiliteta direktnim dejstvom na oocite u folikulima, zatim
u peritonealnoj te¢nosti, na spermatozoide u peritonealnoj te¢nosti, oSte¢enjem embriona
u tubama, poremecajem receptivnoti endometrijuma ili dovodi do prevremene regresije

zutog tela i nedostatka lutealne hormonske podrske za nastavak trudnoce.

1.7.1 Uloga ROS u Zenskom reproduktivnom traktu

Reaktivne oksidativne vrste imaju i fizioloSku 1 patolosku ulogu u funkcionisanju
zenskog reproduktivnog trakta. Kada su u ravnotezi sa antioksidativnim sistemom imaju
ulogu u sazrevanju oocita, folikulogenezi, ovarijalnoj sterodigenezi, ovulaciji,
fertilizaciji, lutealnoj regresiji i lutealnom odrzavanju trudnoce (66). Medutim, ukoliko
antioksidativni mehanizam koji otlanja slobodne radikale, ne funkcioniSe adekvatno,
povecan metabolizam zbog visokih energetskih prohteva usled razvoja moze dovesti do
oksidativnog stresa, po¢etak mejoze moze da uzrokuje OS. Razli¢ite studije su povezale
mnogo oboljenja sa oksidativnim stresom: endometriozu, sindrom policisti¢nih jajnika,
spontane pobacaje, preeklampsiju, embriopatije, prevremeni porodaj, intrauterine zastoj
u rastu ploda 1 idiopatski infertilitet (66-68). Mogu¢i mehanizmi infertiliteta Zena
uzrokovanog oksidativnim stresom su: direktno oSte¢enje oocita u ovarijalnim folikulima,
direktno oSte¢enje oocita i spermatozoida zbog oksidativnog stresa u peritonealnoj
Supljini, direktno oSte¢enje embriona zbog oksidativnog stresa u tubama, poremecaj
receptivnosti endometrijuma i potpore embrionu tokom nidacije, zatim lutealne regresije

1 nedostatka lutealne hormonske podrSke za nastavak trudnoce.



Metabolicki procesi ROS Alkohol
Infekcija Pusenje
Fizi¢ka aktivnost Slobodni radikali Nepoznat faktor
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Smanjena fertilizacija pokretljivost
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Smanjena implantacija formi

~

ISHOD
TRUDNOCE

Slika 2. Uloga oksidativnog stresa u reprodukeiji

1.7.2. Poreklo ROS u Zenskom reporoduktivnom traktu

Prisustvo ROS 1 antioksidanata u zenskom reproduktivnom traktu potvrdeno je
brojim humanim i animalnim studijama, ali odakle oni poti¢u jo§ uvek nije poznato.
Reaktivne kiseonicne vrste i antioksidanti otkriveni su u folikularnoj te¢nosti (66, 69,70),
tubarnoj te¢nosti, oocitima 1 embrionima (64). Takode su pronadeni u endometrijumu, a

neki antioksidanti prisutni su tokom celog menstrualnog ciklusa i tokom rane trudnoce (71).

Ciklicne promene u endometrijumu praene su promenama u nivou
antioksidanata. Smanjena SOD, povisene ROS 1 poviseni lipidni peroksidi zapaZeni su u
kasnoj sekretornoj fazi ciklusa, pre pocetka menstruacije, Sto upucuje na ulogu

oksidativnog stresa u odlubljivanju endometrijuma (72). Hormonske promene tokom
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menstrualnog ciklusa povezane su sa nivoom GSH i njegovim metabolizmom i tako

ukljucene u odrzavanje redoks ravnoteze (73).

Peritonealna teCnost je vazna za normalnu fertilizaciju i rani razvoj embriona.
Peritonealna tecnost sadrzi makrofage koji mogu da produkuju ROS. Normalno,
antioksidanti u peritonealnoj tecnosti odrzavaju koncentracije ROS u fizioloSkom
rasponu. PoviSene koncentracije ROS mogu da oStete oocitu posle oslobadanja iz
ovarijuma, zigot/embrion u tubama jer je tubarna te¢nost u kontinuiranom kontaktu sa
peritonealnom te¢nos¢u i §to je najvaznije, spermatozoide (74). Peritonealna tecnost kod
zena sa endometriozom i neobjas$njenim infertilitetom negativno deluje na funkciju
spermatozoida (75). Moguce je da su poviseni ROS i toksi¢ni produkti peroksidacije

odgovorni za ovaj negativni efekat.

Smanjena koli¢ina azot monoksida u tubama moZze dovesti do poremecaja
motiliteta, Sto dovodi do zadrzavanja jajne Celije, usporenog transporta spermatozoida i
infertiliteta. PoviSeni nivoi NO u tubama su citotoksi¢ni za mikrobe, ali takode 1 za

spermatozoide (76).

Kako folikul raste u antralni, ispunjava se folikularnom te¢no$¢u (Follicular fluid-
FF) koju sekretuju slojevi teka 1 granuloza ¢elija. Redoks okruZenje u folikularnoj te¢nosti
ima najveci uticaj na kvalitet oocite 1 sledstveno stvaranje embriona. ROS je ukljuc¢en u
fizioloSke procese: razvoj folikula, ovuaciju 1 funkciju Zutog tela (71,77). lako folikularna
teCnost sadrzi visoke koncentracije antioksidanata, neravnoteza u  pro-
oksidant/antioksidant sistemima moze da dovede do abnormalnog razvoja oocita i

poremecaja fertilizacione sposobnosti, kao 1 do oSte¢enja oocitne DNK (66, 69, 70, 78).

U ovarijjumima ROS stvaraju fagocitni makrofagi, parenhimalne steroidogene
¢elije 1 endotelne celije (79). Umereno poveéanje ROS moze da stimuliSe rast i
proliferaciju ¢elija i neophodno je za proces celijske signalizacije. Takode je povecano
tokom rasta 1 razvoja dominantnog folikula 1 mejoze 1. Suprotno, progresiju mejoze 11
pomaZzu antioksidanti, $to sugeriSe na kompleksan odnos izmedu ROS 1 antioksidanata u
ovarijumu. Celije ukljuéene u steroidogenezu kao $to su teka éelije, granuloza luteinske

¢elije 1 hilusne ¢elije, pokazuju jacu aktivnost oksidativnih enzima (78). Reaktivne
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kiseoni¢ne vrste koje stvaraju preovulatorni folikuli smatraju se vaznim faktorima za
nastanak ovulacije. Smatra se da je ovulacija rezultat vaskularnih promena i proteoliticke
kaskade. Komunikaciju izmedu dve kaskade posreduju citokini, vaskularni endotelni
faktor rasta (VEGF) i ROS (i nitrogeni 1 oksigeni radikali). OS i citokini su povezani
medusobno i deluju kao inter i intracelijski glasnici u ovarijumu (80). Ovo zapazanje
podrzava nalaz da supresija ROS od strane SOD 1i/ili katalaze u in vitro preparatu
ovarijuma zeca sprecava ovulaciju (81). U ovarijumu, zuto telo nastaje posle ovulacije.
ROS se takode stvaraju 1 u Zutom telu 1 klju¢ni su faktori u reprodukciji. Kada ne dode
do trudnoce, dolazi do regresije zutog tela. Tokom regresije zutog tela, nivoi ROS se
povecavaju, inhibirajué¢i produkciju progesterona. Brzo opadanje progesterona

neophodno je za adekvatan razvoj folikula u slede¢em ciklusu.

Ekscesivni nivoi ROS mogu biti Stetni za oocite na viSe nacina. PoviSena
produkcije ROS u oocitima dovodi do manje sposobnosti oocita za fertilizaciju, loSijeg
kvaliteta embriona i smanjene stope implantacija. A desjtvo na citoskelet oocita, moze da
rezultuje disperzijom hromozoma, neuspehom normalne fertilizacije 1 zastojem razvoja
(82,83). Starenje oocita udruZeno je sa kongenitalnim abnormalnostima kod dece,
verovatno jer ROS oste¢uju oocite (84). Proces starenja moze da ukljucuje oksidativno
oStec¢enje mitohondrijalne DNA, proteina 1 lipida. Ove promene mogu da oStete vlakna
citoskeleta 1 utiCu na process fertilizacije 1 razvoj emrbiona, §to se sve ¢eS¢e deSava u

trudno¢ama kod starijih Zena (84).
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Slika 3. Stvaranje ROS tokom ovulacije i steroidogeneze u Zutom telu?

Embrion je organizam sa visokom energetskim potrebama koji se brzo razvija, a
njegovo redoks stanje modulisano je njegovim stalno promenljivim potrebama i
metabolizmom. Reaktivne kiseoni¢ne vrste mogu da poticu iz embrionalnih ¢elija ili iz
spoljasnje okoline (85), a deluju¢i na ¢elijske molekule i organele embriona mogu da
blokiraju ili uspore embrionalni razvoj (64). Apoptoza je drugi proces kojim ROS deluje
na embrione, §to Sto je primeceno kod fragmentisanih embriona (86). Embrioni koriste
razli¢ite mehanizme da bi se zastitili od oksidativnog stresa u sebi samima i od onog iz
okruZenja (87). Okruzenje oocita i embriona sadrzi neenzimatske antioksidante (vitamin
C, glutation, hipotaurin i taurin), koji Stite embrion od spoljasnjih izvora ROS, kao i
razli¢ite enzimatske antioksidante za zastitu od ROS (SOD, katalaza i glutation

peroskidaza) (88).

2 Preuzeto od Fuji J. et al. Fundamental roles of reactive oxygen species and protective mechanisms in
the female reproductive system. Reproductive Biology and Endocrinology; 2005;3:43
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Uspesna  implantacija  zahteva adekvatnu  endometrijalno-embrionalnu
komunikaciju. Kao prvo, embrion treba da bude dobrog kvaliteta, a endometrijum treba
da bude receptivan. Bilo kakav uticaj na neki od tih faktora moze dovesti do neuspesne
implantacije. Iako postoji veliki broj radova koji sugeriSu da oksidativni stres moze
negativno da deluje na razvoj embriona, i dalje nije jasno da li OS ima ulogu u poremecaju

receptivnosti endometrijuma (89).

Studije koje su ispitivale OS odredivale su markere OS iz folikularne tecnosti 1/ili
iz seruma krvi. Metabolicke promene u serumu krvi mogu da se odrazavaju na
biohemijski sastav folikularne tecnosti i mogu indirektno da uticu na kvalitet oocita, Sto
su pokazali Leroy i saradnici u ispitivanju sadrzaja metabolita i jona u krvi i folikularnoj
teCnosti kod goveda. Znacajna korelacija u sastavu seruma i folikularne tecnosti
ispitivanih metabolita sugeriSe da ¢e se nivoi metabolickih promena u serumu odraziti na
sastav folikularne teCnosti, te stoga mogu da uti¢u na kvalitet i oocita i granuloza ¢elija
(90). Primena razli¢itih protokola KOS u postupku IVF moze dovesti do poremecaja
oksidant-antioksidant ravnoteze, Sto ¢ini serum manje zaSticenim od oksidacije.
Vrednosti antioskidanata u folikularnoj tecnosti bile su u korelaciji sa odgovarajué¢im
koncentracijama u plazmi (91). I u drugim studijama nadena je pozitivna korelacija
(92,93), sto ukazuje da sistemski oksidacioni profil moze da utice na folikularni

oskidacioni profil.

1.8. ROS I MUSKI INFERTILITET

U ispitivanju muSkog uzroka infertiliteta poc¢inje se analizom spermograma, a
pored toga mogu se uraditi dodatni testovi medu njima su 1 biohemija ejakulata, procena
nivoa ROS, ukupni antioksidativni kapacitet, nivo fragmentacije DNK, kompakcija i
apoptoza DNK kao i prisustvo antispermatozoidnih antitela i genetski testovi. Ipak,
rezultati ovih testova su ili izvan referentnih vrednosti ili ne pomaZu u odredivanju tacne

etiologije infertiliteta, dovodeci do klasifikacije u idiopatski infertilitet (94).

ROS su prirodni produkti celijskog metabolizma, koji su, u fizioloSkim
koncentracijama, vazni kod spermatozoida u procesima koji dovode do uspesne

fertilizacije. ROS je okida¢ za hiperaktivaciju i kapacitaciju spermatozoida (95,96), za
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sazrevanje spermatozoida, hemotaksu, vezivanje za zonu pelucidu, akrozomsku reakciju
u sledstvenu fuziju spermatozoida i oocite (97-99), sto ukazuje da ROS ukoliko nije
poviSen, sam po sebi nema toksian efekat. ROS se stvara u mitohondrijama
spermatozoida, a mitohondrijalna DNK podloznija je mutacijama od nuklearne, te je tako
unutrasnja produkcija ROS povezana sa DNK fragmentacijom, loSom fertilizacijom,
zastojem u razvoju embriona, spontanim pobacajima, defektima na rodenju, kao i
manifestacijom razli¢itih oboljenja kod potomaka, ukljuuju¢i autizam 1 kancer
(100,101). Spermatozoidi su bile prve celije za koje je objavljeno da su podlozne
oksidativnom oste¢enju. MacLeod je jos 1943. godine potvrdio brzi gubitak pokretljivosti
spermatozoida kada koji su bili inkubirani u sredini sa povecanom koncentracijom
kiseonika (102). Verujuci da je gubitak pokretljivosti nastao zbog prekomerne produkcije
oksidanata, dodao je antioksidant, katalazu, medijumu 1 povratio pokretljivost, ¢ime je
potvrdio svoju hipotezu. Plazma membrana spermatozoida sadrzi velike kolicine
nezasi¢enih masnih kiselina koje obezbeduju fluidnost, neophodnu za membransku fuziju
(100). Visok nivo polinezasi¢enih masnih kiselina i nedostatak protamina ¢ini je
osetljivim na ROS. Povecana lipidna peroksdiacija membrane dovodi do gubitka njene
fluidnosti 1 funkcije 1 do mutagenih 1 citototoksi¢nih efekata kao krajnjih produkata
lipidne peroskidacije (103). Posledi¢no, spermatozoidi gube pokretljivost, a dolazi 1 do
oStecenja akrozomske rekacije 1 poremecaja procesa fuzije spermatozoid-oocita (104).
Funkcionalno oSte¢eni spermatozoidi su drugi veliki izvor produkcije ROS. Ukoliko dode
do poremecaja procesa remodeliranja membrane spermatozoida u spermatogenezi, moze
do¢i do stvaranja ROS 1 abnormalne morfologije spermatozoida (105-108). Smatra se da
na DNA spermatozoida uti¢u mitohondrijalni ROS porekla iz funkcionalno poremecenih
spermatozoida (101), koji mogu dovesti do delecije, promene DNA veza, promene na
hormozomima 1 singl i dvostruke rascepe DNA. Ova ROS oSte¢enja DNA smatraju se
jednim od uzroka, ako ne i najvaznijim, razli¢itih loSih ishoda, ukljucujuéi povecanu
incidencu pobacaja, kancere u detinjstvu i dominantna genetska oboljenja kao Sto je

ahondroplazija (89).

Ejakulat muskarca sadrzi razlicite vrste Celija: zrele spermatozoide, nezrele
germinativne celije, leukocite 1 rasute Sertolijeve celije. Medu njima, leukociti 1

abnormalni spermatozoidi smatraju se glavnim izvorom stvaranja ROS (109), a brojne
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studije pokuSale su da opiSu vezu izmedu pristusva leukocita u ejakulatu i muskog
infertiliteta (110,111). Objavljeno je da su wu ejakulatu najdominantniji
polimorfonuklearni granulociti (PNM) (50-60%) 1 makrofagi/monociti (20-30%) (112).
Perokisidaza pozitivni PNM granulociti dominantan su izvor ROS, nedavno je
dokumentovano da neutrofili i makrofagi imaju sposobnost da ostete DNK i doprinesu

ostecenju spermatozoida produkujuc¢i ROS (113).

Godine starosti muskarca . Infertilitet u F3
Zloupotreba alkohola Elektromagnetno zratenje

Opadanje antioksidanata Infekcija
Puienje Oitecena mejozau F2
Izlaganje toksikantima : ’

Spontani pobaéaji, dominantna
genetska oboljenja, neuroloska
oboljenja, kancer, metabolitka

oboljenja

Povecano mutaciono opterecenje u embrionu

OKSIDATIVNI STRES

ﬂ Aberantna reparacija DNK
NSO
s

NG icsi
DNK oitecenje u
germinativnoj liniji
/‘\/- a IVF ili prirodna |
fertilizacija
A Va® |
A\ O —

Slika 4. Uticaj osteéenja DNK spermatozoida na ishod fertilizacije?

Procena oksidativnog stresa kod infertilnih muskaraca se moze se pratiti pomocu
razli¢itih indikatora. Skorasnja studija pokazala je da vrednosti ROS imaju senzitivnost
68.8% 1 specificnost 93.8% u dijagnozi muSkog faktora infertiliteta (infertilitet koji je

uzrokovan poremecajem parametara spermograma, bez zenskih faktora infertiliteta) (114).

3 Preuzeto od Aitken RJ et al. Apoptosis in the germ Line. Reproduction Journal 2001; 141:139-150
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1.9. OKSIDATIVNI STRES I ASISTIRANA REPRODUKCIJA

U normalnim uslovima, gameti i embrioni su izvor slobodnih radikala, ali tokom
postupaka asistiranih reproduktivnih tehnologija, ove <delije mogu biti izlozene
suprafizioloskim nivoima reaktivnih kiseoni¢nih vrsta, Sto moze da bude jedan od faktora
koji negativno uticu na ishod samog postupka (115-119). U toku IVF postupka mogu
postojati viSestruki izvori ROS, a oni mogu biti unutrasnji ili spoljas$nji. Endogeni
ukljucuju oocite, kumulusne ¢elije, folikularnu te¢nost, spermatozoide i embrione (118),
dok su egzogeni nedostatak citokina, pH Sok, osmotski Sok, promena temperature,

oste¢enje UV zracenjem, neravnoteZa nutritijenata itd.

U IVF postupcima se formira mikrosredina koja imitira fizioloske uslove in vivo
sistema. Ipak, nedostatak endogenih mehanizama odbrane, izlaganje gameta i embriona
razli¢itim manipulacijama i okruZenju mogu dovesti akumulaciji OS in vitro. U
fizioloskim uslovima proces metabolizma dovodi do produkcije ROS, ali i razli¢ita
patoloska stanja mogu da uti¢u na njegovo preterano stvaranje. Uprkos aspiraciji
folikularna te¢nost tokom ART postupaka, uvek je kontaminirana krvlju ili medijumom.
Nivoi OS u folikularnoj te€nosti mogu biti potencijalni marker predikcije uspeha kod IVF
pacijenata (69,117), zatim nivoi RS u granuloza ¢elijama povezani su sa kvalitetom oocita
1 sledstveno, razvojem embriona (120). Kod embriona, spor razvoj, velika fragmentacija
1 smanjeno formiranje morfoloski normalne blastociste udruzeni sa povisenim nivoima

OS prvog dana kulture embriona, $to na kraju dovodi do nizih stopa trudnoc¢a (121).

Razli¢ita stanja spoljaSnje okoline mogu da uticu na koncentracije ROS,
ukljucujuéi koncentraciju kiseonika, metalnih jona, prirodnu ili vestacku svetlost, amino
oksidaze, medijume 1 suplemente, zagadivace, proces zamrzavanja i otapanja. Medijumi
1 suplementi koji se koriste u IVF mogu takode da doprinose stvaranju ROS i to direktno
moze da uti¢e na kvalitet oocita i embriona (63). Zatim, tokom IVF postupaka, pO2 u
kulturi medijuma mnogo je vi§i od pO2 na nivou tkiva in vivo, stoga ova bogato
oksigenisana sredina inkubatora moze dovesti do stvaranja ROS 1 OS posto aktivira
razli¢ite enzime oksidaza u ¢elijama tako uticuéi na in vitro razvoj embriona (122,123).
Tokom ART gametima se manipuliSe, Sto doprinosi tome da se Celijski izvori ROS

razlikuju kod konvencionalnog IVF od onih kod ICSI (63). Spermatozoidi se normalno
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centrifugiraju tokom tehnika obrade, Sto takode povecava produkciju ROS i OS kod
muskih gameta. Tokom konvencionalnog IVF, oociti, masa kumulus celija i
spermatozoidi mogu da stvaraju i doprinesu nivoima ROS u medijumima. Kada se kao
tehnika inseminacije koristi ICSI, postoji rizik od unosenja spermatozoida sa oSte¢cenom
DNK u oocitu, jer je prevazidena prirodna barijera (104). U ART spermatozoidi sa
ostecenom DNK mogu da smanje stope fertilizacije i1 trudnoca i da uti¢u na kvalitet i
razvoj embriona i povecavaju rizik od spontanih pobacaja, defekta na rodenju i bolesti u

detinjstvu (100).

Posto ROS ima i fizioloSku i patolosku funkciju, humano telo je razvilo sistem
odbrane da bi odrzalo njegove koncentracije u odredenom rasponu. Spermatozoidi, oociti
1 embrioni imaju prirodne mehanizme antioksidativne obdrane protiv OS. Spermatozoidi
imaju ograni¢ena antioksidativna odbrambena svojstva, zbog veli¢ine i male koliine
citoplazme, a uglavnom sadrze enzimske antioksidante i nekoliko neenzimatskih
antioksidanata, kao §to su vitamin E, vitamin A, haptoglobulin, transferin i ceruloplazmin.
Od najvece vaznosti u zastiti spermatozoida od OS je uloga antioksidanata u semenoj
plazmi (124). Zenski reproduktivni sistem je bogat i enzimatskim (katalaza, SOD i
glutation peroskidaza/ reduktaza) 1 neenzimatskim antioksidantima (vitamin C, vitamin
E, glutation, taurin 1 hipotaurin). Pokazano je da je SOD prisutan u humanim ovarijumima
sa normalnim ciklusom 1 smatra se prvim enzimskim korakom koji §titi oocite 1 embrione
od ROS (125). Brojni neenzimatski antioksidanti prisutni su u folikularnoj i tubarnoj

te¢nosti 1 obezbeduju spoljasnju zastitu gametima i embrionu.

1.10. BIOELEMENTI I TOKSICNI METALI

Makro 1 mikroelementi imaju znacajne fizioloske funkcije u organizmu, dok
toksi¢ni efekti metala prventsveno ukljuuju hepatotoksi¢nost, nefrotoksi¢nost i
neurotoksi¢nost, Sto zavisi od njihove razliCite rastvorljivosti, apsorpcije, distribucije,
hemijske reaktivnosti i kompleksa koje grade u organizmu, kao 1 interakcije sa
bioelementima (9). Postoje dve vrste patoloskih promena koncentracija metala u
organizmu: nedostatak esencijalnih elemenata zbog nedovoljnog unoSenja hranom,

poremecene ravnoteze ili nekog oboljenja i nakupljanje toksi¢nih elemenata, koji mogu
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delovati toksi¢no na ¢elije ili istisnuti i zameniti esencijalne elemente. Ove promene

mogu se utvrditi odredivanjem metala u serumu, eritrocitima, krvi i/ili u urinu.

1.10.1. Bioelementi

U elemente nuzne za normalnu funkciju organizma Coveka spadaju izmedu

ostalih i cink, bakar, selen i magnezijum.

Selen (Se) je sastavni deo glutation-peroksidaze, enzima koji katalizuje razgradnju
peroksida stvorenih tokom oksidativnog metabolizma u ¢elijama i1 na taj nacin Stiti
organizam od nakupljanja lipidnih peroksida i slobodnih radikala koji oStecuju ¢elijske
membrane. U krvi se nalazi viSe selena u eritrocitima nego u plazmi u kojoj je vezan za
—SH grupe proteina. Trovanje selenom kao 1 njegov nedostatak su retki. Osim odredivanja

same koncentracije selena moze se odrediti i aktivnost glutation peroksidaze (126).

Bakar (Cu) je element prirodnog sistema sa jednim nesparenim elektronom u
svojoj elektronskoj strukturi koji ga €ini aktivnim elementom u redoks reakcijama, takode
je vazan za funkciju nekih enzima. Male koli¢ine bakra nuzne su za normlnu aktivnost
enzima koji u€estvuju u umrezavanju vezivnog tkiva i elastina (lizil-oksidaza), deluje kao
antioksidant (superoksid dismutaza), u€estvuje u prenosu elektrona (citohrom oksidaza),
u stvaranju pigmenta (tirozinaza) i1 u prenosu nervnih impulse (dopamine [-
monooksigenaza). Nedostatak bakra moze da se javi kod prevremeno rodene dece i kod
malnutricije 1 malapsorpcije. Visak bakra je toksi¢an za organizam, ihibira neke enzime,
onemogucuje vezivanje drugih bioelemenata, moZe da oSteti DNK, dovodi do
aterogeneze 1 vazokonstrikcije, a takode oksiduje 1 HDL-lipoproteine velike gustine koji
imaju  kardioprotektivnu ulogu (127). Trovanje bakrom manifestuje se

gastrointestinalnim tegobama, hemolizom, tahikardijom i na kraju komom (128).

Cink (Zn) spada u esencijalne elemente i neophodan je za integritet Celijske
membrane, metabolizam glukoze, funkcionisanje enzima i imunog sistema, regulaciju
transkripcije 1 replikacije. Sve ovo ukazuje na njegovu vaZznost za metabolizam i
odrzavanje normalne funkcije organizma, kao i da je nedostatak cinka prisutan u
razli¢itim patoloSkim stanjima. Cink se nalazi u ¢elijama skoro svih organa u obliku

kompleksa sa proteinima. Smatra se da cink deluje kao stabilizator membrane, da ima
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znacajnu ulogu u antioksidativnoj zastiti i inhibiciji oksidativnog stresa. Mehanizmi
antioksidativnog dejstva Zn mogu se podeliti na akutne i hroni¢ne. Cink $titi sulthidrilne
grupe proteina i enzima od uticaja SR ili oksidacije i smanjuje stvaranje hidroksilnog
radikala (127). Nedostatak cinka moze da izazove: oksidativno oStecenje tkiva
ukljucujuéi povecanu oksidaciju lipida, proteina i DNK; dovodi do oksidativnih osteéenja
plu¢a, mikrozoma i mitohondrija jetre i oksidativhog oSteéenja testisa; posledica
nedostataka Zn je fragmentacija DNK direktnim mehanizmom ili preko endonukleaze,

koju inaktivira (127).

Magnezijum (Mg) je esencijalan za brojne metabolicke i1 fizioloSke procese:
glikolizu, metabolizam nukleotida, sintezu proteina, oksidativnu fosforilaciju, za
akzivnost velikog broja enzimskih sistema i dr. Deficit Mg moZe dovesti do smanjenja
integriteta 1 funkcije membrane i poveéava mogucnost nastanka oksidativnog stresa,
kadriovaskularnih bolesti, karcinoma i dovodi do ubrzanog starenja (129). Deficit
magnezijuma izaziva povecanje produkcije SR. Dolazi do znac¢ajnog povecanja LP u jetri,
MDA u plazmi, smanjenja GSH u eritrocitima i askorbata u jetri, mozgu i drugim tkivima.
Deficit Mg u plazmi pracen je porastom redoks aktivnih jona Cu i Fe u razli¢itim tkivima
1 smanjenjem enzimskih ili neenzimskih komponenata antioksidativne zastite (130).
Protektivna uloga povecanog unoSenja Mg na OS objasnjena je destabilizacijom
neutrofilne NADPH oksidaze putem ATP ¢ime se onemogucava stvaranje kiseoni¢nih 1

hidroksi radikala, a samim tim i oSte¢enje DNK (129).

1.10.2. Toksiéni metali

Toksi¢ni metali mogu biti toksi¢ni ako im koncentracija u organizmu poraste, a

najveca je izlozenost kadmijumu, olovu i zivi.

Ljudi su izloZeni kadmijumu (Cd) i u Zivotnoj sredini i na radnom mestu, kao 1
unoSenjem hrane i vode. Kadmijum ima izrazeno kumulativno dejstvo, izaziva niz Stetnih
efekata u organizmu na razliCite organe (bubrege, pluca, skeletni sistem), moze biti
uzro¢nik karcinoma pluca i testisa, moZe se povezati i sa sindromom hroni¢nog umora
(127). Izlaganje kadmijumu uzrokuje i endokrine promene, deluje na estrogene, prolaktin

1 hormona rasta (131). RazliCiti biohemijski poremecaji koje izaziva u organimu
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objasnjavaju se njegovim dejstvom na kljucne enzime organizma i interakciju sa
bioelementima. Pokazano je da je kadmijum uzro¢nik nastanka oksidativnih osteéenja
lipida, proteina i DNK (132). Kadmijum uti¢e na enzimske i neenzimske komponente
antioksidativnog sistema odbrane organizma, ¢ime se moZze objasniti njegov uticaj na
nastanak oksidativnog stresa. Svi antioksidativni enzimi su metal zavisni, odnosno sadrze
jone metala u svojoj strukturi, a kadmijum moze konkurisati za iste polozaje na enzimu
za koje se vezuju metalni joni ili moze uticati na njihove kofaktore (133), ali moze
izazvati 1 promene u regulaciji transkripcije 1 translacije ovih enzima. Kadmijum izaziva
promene i u aktivnosti neenzimskih antioksidanata: vitamin C, E, redukovani glutation i

koenzim Q (134).

Olovo (Pb) je uzrocnik profesionalnih trovanja, ali postoji 1 velika izlozenost
stanovniStva olovu putem vazduha, vode, hrane, predmeta opste upotrebe itd. Olovo se
nakuplja u kostima, kosi, jetri i bubrezima. Hroni¢no trovanje izaziva hematoloske,
gastrointestinalne, neuroloske poremecaje, kao oSteéenje bubrega i reproduktivnog
sistema. Olovo moZze idukovati nastanak SR, oksidativhu modifikaciju lipida, a deluje 1

na enzime antioksidativne zastite (135).

Arsen (As) se u prirodi nalazi u malim koli¢inama, a moZe se na¢i u zemljistu, vazduhu
1 vodi. Antropogeni izvori su topionice metala, sagorevanje ulja i drveta, dubrista, herbicidi itd.
Trovanje arsenom moze dovesti do promena na kozi ili carcinoma koze, a akutno trovanje moze

dovesti do gastrointestinalnih, pulmoloskih 1 hematoloskih poremecaja (135).

Ziva (Hg) se u prirodi nalazi u brojnim hemijskim i fizi¢kim oblicima, kao
elementarna, u obliku neorganskih i organiskih jedinjena. Ljudi su izlozeni Zivi iz
prirodnih izvora: erupcije vulkana, erozije tla, izvori gasova, vetrovi. U antropoge izvore
spadaju: pesticidi, termoelektrane, rudnici, rafinerije srebra i zlata itd. Svi oblici Hg
izazivaju brojne Stetne efekte ukljucujuci nefrotoksi¢nost, neurotoksi¢nost i poremecaje
gastrointestinalnog trakta, s tim $to neorganska jedinjenja dominantno oSte¢uju bubrege,
a organska nervni sistem. lako se efekti neorganskih 1 organskih jedninjenja Hg na organizam

razlikuju, zajednicka osobina im je da mogu uzrokovati nastanak oksidativnog stresa (9).
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1.11. BIOELEMENTI, TOKSICNI METALI I INFERTILITET

Neplodnost ima multifaktorijalnu etiologiju u kojoj mnogi genetski i faktori
sredine deluju zajedno. Za razliku od genetskih faktora, na faktore sredine se moze
donekle uticati, kao i na Zivotne navike, §to je znacajno u tretmanu infertiliteta. Znacajan
ali uveliko zapostavljen faktor je ishrana. Pored toga ishrana je izvor vitamina
antioskidanata i bioelemenata (Se, Zn, Cu). Kada se procenjuje korelacija izmedu
nedostatka mikronutritienata i fertiliteta na globalnom nivou, trebalo bi uzeti u obzir i
druge faktore, upale i seksualno prenosive bolesti kao uzrok infertiliteta (136). Razlicite
studije pokazale su da nedostatak bioelemenata moZe da utice na i reproduktivno zdravlje
(137). Postoji poseban interes u uticaju nedostatka bioelemenata na fizioloske funkcije,
posebno reprodukciju (138). Bioelemeni kao S$to su cink i selen imaju svojstva
antioksidanasa i imaju ulogu u razvoju testisa, sazrevanju spermatozoida i sintezi
testosterone kod muskaraca, dok kod Zena imaju ulogu u seksualnom razvoju, ovulaciji i
menstrualnom ciklusu (138,139). Nedostatak pojedinih bioelemenata, posebno Cu, Se i

Zn, Cesto se srece kod IVF pacijenata (138-141).

Metali su Siroko rasprostranjeni u ¢ovekovoj okolini, hrani, vodi, vazduhu,
cigaretama i alkoholnim pi¢ima. Iako je Stetan efekat nikotina, katrana i drugih gasova
prisutnih u duvanskom dimu dobro poznat, Stetni efekti toksicnih metala u duvanskom
dimu nedovoljno su naglaSeni. Unos toksi¢nih metala putem duvanskog dima moze biti
veoma znacajan izvor izlozenosti ne samo za one ljude koji su pusaci, ve¢ 1 za sve one
koji su pasivno izloZeni dimu, nepuSace. U nekim zemljama unos hranom, posebno
morskih plodova, je veliki ne-okupacioni izvor izlaganja Hg, a odredene populacije mogu
biti izlozene visokim dozama neorganskih soli Hg i/ili Pb putem tradicionalnih lekova
(142). Rezultati eksperimentalnih istrazivanja sugerisu Stetno dejstvo toksi¢nih metala na
reproduktivnu funkciju (143). Deluju direktno na specificne reproduktivne organe ili
indirektno na neuroendokrini sistem, a Cest odgovor na izlaganje ovim toksi¢nim
metalima je indukcija oksidativnog stresa (144). Toksi¢ni metali uticu i1 na veli¢inu
testisa, sekretornu funkciju prostate i semenih vezikula, reproduktivnu endokrinu
funkciju, spermatogenezu i mogu dovesti do smanjenja fertiliteta, smanjenja libida ili
impotencije (145-148). Izlaganje toksicnim metalima moZe da uti¢e kod Zena na

hormonske promene, ovulaciju, sazrevanje oocita kao i na smanjenje ili gubitak
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fertilizacione spodobnosti, a samim tim i postizanje trudnoce (149,150). Takode neki od
njih kao $to su kadmijum i olovo, povecéavaju stopu spontanih pobacaja i utic¢u na razvoj
fetusa (151). Reproduktivna toksi¢nost koja rezultuje iz dugotrajne izloZenosti niskim

nivoima toksi¢nih metala moze da ima uticaj na uspeh IVF postupaka (152,153).
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2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Cilj ove studije bio je da se kod pacijenata ukljuc¢enih u postupak vantelensnog oplodenja

utvrdi sledece:

1. ispita uticaj razlicitih protokola kontrolisane ovarijalne stimulacije (KOS) na:
a) broj i kvalitet jajnih ¢elija
b) broj fertilisanih jajnih ¢elija
¢) stopu fertilizacije
d) kvalitet embriona
e) ishod postupka vantelesnog oplodenja
kao 1 promenu koncentracije parametara oksidativnog stresa u odnosu na primenjeni

protokol kontrolisane ovarijalne stimulacije pre i posle stimulacije.

2. ispita uticaj doze gonadotropina na:
a) broj 1 kvalitet jajnih celija
b) broj fertilisanih jajnih Celija
¢) stopu fertilizacije
d) kvalitet embriona
e) ishod postupka vantelesnog oplodenja
kao 1 promenu koncentracije parametara oksidativnog stresa u odnosu na primenjenu

dozu gonadotropina.

3. ispita povezanost promena koncetracija parametara OS u grupi pacijentkinja sa
OS pre stimulacije 1 u grupi pacijentkinja sa OS posle stimulacije na:
a) broj 1 kvalitet jajnih celija
b) broj fertilisanih jajnih ¢elija
¢) stopu fertilizacije
d) kvalitet embriona

e) ishod postupka vantelesnog oplodenja
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4. ispita povezanost poremecaja ravnoteze bioelemenata i uticaj toksicnih metala
kod Zena na:

a) broj i kvalitet jajnih celija

b) broj fertilisanih jajnih celija

¢) stopu fertilizacije

d) kvalitet embriona

e) ishod postupka vantelesnog oplodenja

5. ispita povezanosti promene koncentracija parametara oksidativnog stresa,
poremecaja ravnoteze bioelemenata i uticaj toksi¢nih metala kod muskog partnera
na:

a) parametre spermograma

1 ispita uticaj parametara spermograma na
a) broj fertilisanih jajnih Celija
b) stopu fertilizacije partnerki ispitivanih muskaraca

c¢) ishod postupka vantelesnog oplodenja
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3. MATERIJAL I METOD RADA

3.1. Ispitivana populacija

Prospektivno klinicko istrazivanje sprovedeno je na Klinici za ginekologiju i
akusSesrtvo Klinikog centra Srbije u periodu od januara 2014. godine do decembra 2014.
godine. Istrazivanje je obuhvatalo 107 Zena i 52 musSkarca, ukljucene u postupak

vantelesnog oplodenja (VTO) na Klinici.

Ukljucujuéi kriterijumi kod pacijentkinja bili su starost od 18 do 40 godina, BMI
od 18 do 30 kg/m2, regularni menstrualni ciklusi od 25-32 dana, uzrok infertiliteta: muski,
ovarijalni, tubarni, kombinovani ili nepoznatim faktorom. Kriterijumi za isklju¢ivanje bili
su hroni¢na oboljenja, endokrinoloSka oboljenja, hidrosalpinx i/ili endometrioza
stadijumi III 1 IV. Ispitivane pacijentkinje bile su podeljene u tri grupe. Prvu grupu
saCinjavalo je 58 pacijentkinja sa primenjenim kratkim protokolom kontrolisane
ovarijalne stimulacije (KOS). Drugu grupu ¢inilo je 18 pacijentkinja sa primenjenim
kratkim protokolom KOS koje su imale pretretman sa kontraceptivima. U trecoj grupi
bilo je 24 pacijentkinje sa primenjenim dugim protokolom KOS. Kod svih pacijentkinja
odredivane su godine starosti, body mass index (BMI), duZina trajanje infertiliteta, status

pusSenja (pusaci/nepusaci) 1 uzrok infertiliteta.

Ispitivanje kod muSkaraca bilo je spovedeno u androloskoj laboratoriji Klinike za
Urologiju, Klinickog centra Srbije. Pacijenti sa azoospermijom bili su iskljuceni iz
studije. Uzorak ejakulata koji se analizirao dobijen je posle 48-72 h apsitnencije. Uzorci
su bili analizirani u istoj laboratoriji. Kod svih su volumen ejakulata, koncentracija 1
pokretljivost bili odredivani prema kriterijjumima Svetske zdravstvene organizacije
(World Health Organization — WHO) iz 2010. godine (volume ejakulata > 1.5mL,
koncentracija > 15x10%mL, ukupan broj > 39x10°, ukupna pokretljivost > 40% ili
progresivna pokretljivost > 32%)(154) dok je morfologija spermatozoida odredivana
prema kriterijjumima WHO iz 1992. godine (normalne forme > 30%, patoloske forme
<70%). Uzorci su bili klasifikovani na osnovu broja, progresivne poretljivosti i
morfologije spermatozoida na sledeCe grupe: normospermiju, astenospermiju,

oligospermiju, teratospermiju i oligoastenoteratospermiju. Prema tim parametrima
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pacijenti su bili podeljeni u dve grupe, grupu sa normalnim nalazom i grupu sa patoloskim

nalazom spermograma.

Odredivanje parametara oksidativnog stresa, bioelemenata i toksi¢nih metala kod
svih ukljucenih pacijenata bilo je sprovedeno na Katedri za toksikologiju “Akademik
Danilo Soldatovi¢” Farmaceutskog fakulteta Univerziteta u Beogradu. Pacijenti su u
pismenoj formi informisani o sadrzaju istrazivanja i nac¢inu upotrebe dobijenih rezultata,
nakon Cega su potpisali saglasnost za ucesce u istrazivanju. Istrazivanje je odobreno od

strane Etickog odbora Medicinskog fakulteta u Beogradu.

3.2. Protokoli stimulacije

Svim pacijentkinjama je drugi ili tre¢i dan ciklusa pre ukljucivanja u postupak
odredivan bazalni hormonski status. Odredivani su serumski nivoi estradiola (E2-pg/mL),
progesterona  (P4- ng/mL) folikulostimulirajuéeg hormona (FSH-mIU/mL),
luteiniziraju¢eg hormona (LH- mIU/mL) i antimilerovog hormona (AMH- ng/mL).
Pacijentkinje na dugom protokolu stimulacije sa GnRH agonistima (n=24) primale su
Triptoreline (Diphereline, Ipsen Pharma Biotech, Francuska) u dozi od 0.1mg dnevno
subkutano sa pocetkom u sredini lutealne faze prethodnog ciklusa. Posle supresije
hipofize, koja je potvredena 2/3 dan narednog ciklusa serumskim nivoom estradiola
<70pg/ml 1 transvaginalnim ultrazvu¢nim nalazom na kome nije bilo ovarijalnih cista
vec¢ith od 10mm, ni debljine endometrijuma >4mm, zapocCeta je ovarijalna stimulacija
gonadotropinima (GT)- rekombinovanim FSH (Gonal-F, Serono, Svajcarska) u dozi od
150-300IU/dnevno zavisno od godina starosti, ovarijalne rezerve i ovarijalnog odgovora
u prethodnim postupcima. Stimulacija je trajala dok vodeci folikul nije dostigao dijametar
od 20mm ili dva ili vise folikula dijametar 18mm. Pacijentkinje na kratkom protokolu
stimulacije sa GnRH antagonistima (n=58) primale su istu stimulaciju sa pocetkom od
drugog ili treeg dana ciklusa, a nakon urednog transvaginalnog ultrazvucnog pregleda i
urednog bazalnog hormonskog statusa. GnRH antagonisti — Cetrorelix (Cetrotide, Merk
Serono, Nemacka) u dozi do 0.25mg dnevno dodavani su kada je vodec¢i folikul dostigao
dijametar od 14mm i primenjivani su do dana HCG. Stimulacija je sprovedena po
opisanoj Semi. Treca grupa obuhvatala je pacijentkinje sa kratkim protokolom stimulacije

1 pretretmanom oranim kontraceptivima. Ova grupa (n=18) koristila je kombinovane
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oralne kontraceptivne pilule (Microgynon, Bayer, Nemacka) od petog dana prethodnog
ciklusa u toku 21 dana, a zatim je po dobijanju sledeceg ciklusa bio primenjen gore

naveden protokol sa GnRH antagonistima po istoj semi.

3.3. Monitoring

U svim protokolima KOS, ovarijalni odgovor pracen je sekvencionalnim
transvaginalnim ultrazvuc¢nim pregledima i odredivanjem nivoa estradiola u krvi. Kada
je porast koncentracije estradiola u serumu odgovarao prisustvu dva ili vise folikula
>18mm, primenjen je humani horionski gonadotropin (Pregnyl, Organon, Holandija) u
dozi od 5000IU 34-36 sati pre aspiracije oocita. Oocite dobijene u toku aspiracije
klasifikovane su prema stepenu zrelosti na zrele (MII) i nezrele (MI) oocite. Metode

fertilizacije bile su IVF, ICSI ili kombinovana metoda.

Da li je doslo do fertilizacije ili nije konstatovano je posle 16-20 sati posle
inseminacije prisustvom dva pronukleusa. Pri proceni kvaliteta embriona koriS¢eni su
kriterijumi Istambulskog konsenzusa klini¢kih embriologa, kao referentni okvir (155).
Kriterijumi ukljucuju ocenu, stepena fragmentacije i simetri¢nost blastomera. Embrioni
su podeljeni na klasu A (ivrstan, bez ili 1-10% fragmentacije, savrSena simetrija) klasu B
(osrednji, 11-25% fragmentacije, umerena asimetrija), klasu C (lo§, >25% fragmentacije,
izrazena asimetrija). Drugog ili treCeg dana posle aspiracije oocita uraden je
embriotransfer, najviSe tri embriona, pod kontrolom transabdominalnog ultrazvuka. Od
dana aspiracije oocita pacijentkinje se primale Progesterone depo intramuskularno na
drugi dan, kao podrSka lutealnoj fazi. Trudnoc¢a je konstatovana pozitivnim nalazom
serumskog B-hCG (>25MIU/ml) 14 dana posle embriotransfera. Klinicke trudnoce
potvrdene su transvaginalnim ultrazvuénim nalazom gestacijskog meska sa vitalnim

embrionom 6-te gestacione nedelje.

3.4. Metodologija ispitivanja
3.4.1. Biohemijske analize

Pacijentkinjama u svakoj grupi je uzimana krv izmedu drugog 1 Cetvrtog dana
prethodnog ciklusa, pre ukljucivanja u postupak KOS, kada se inace radi i bazalni

hormonski status. Prvo uzimanje krvi i seruma ujedno je i kontrolna grupa. Drugo

28



uzimanje obavljeno je na dan administracije HCG, tzv "stop injekcije". Kod muskaraca
je uzimana krv kada je i pacijentkijama uzet prvi uzorak krvi, odnosno pre uklju¢ivanja u

postupak.

Posle izdvajanja, serum/plazma bila je zamrznuta i Cuvana na temperaturi -70° C.
Odredivani su slede¢i parametri oksidativnog stresa: superoksid dizmutaza (SOD),
malondialdehid (MDA), sufhidrilne (-SH) grupe, zatim slede¢i bioelementi bakar (Cu),
cink (Zn), selena (Se) i magnezijum (Mg), kao i1 toksi¢ni metali: kadmijum (Cd), arsen

(As), ziva (Hg) 1 olovo (Pb).

3.4.2. Odredivanje parametara oksidativnog stresa

Kalijjumdihidrogen-fosfat (KH2PO4) p.a. (Merck, Darmstadt, Nemacka), Brilliant
Blue G (Sigma-Aldrich, St.Louis, MA, SAD), albumin fraction V (govedi serum) (Merck,
Darmstadt, Nemacka), 2-tiobarbiturna kiselina (TBA), (Sigma-Aldrich, St Louis, MA,
SAD), NaHCOs p.a., (Acros Organics, Geel, Belgija), epinefrin-hidrohlorid (Sigma-
Aldrich chemie, Steinheim, Nemacka), 5,5'-ditiobis-(2-nitro-benzoeva kiselina) (DTNB)
(Sigma-Aldrich, St Louis, MA, SAD) bili su komercijalnog porekla, dok je malondialdehid
(MDA) standard (Sigma-Aldrich, St Louis, MA, SAD) ustupljen bez nadoknade.

Nakon nepotpunog odmrzavanja, brzim postupkom na ledu (0 - 4 °C), priprema
seruma za analize vrSena je homogenizacijom 0,5 ml/g uzorka na ledu, u hladnom
puferizovanom saharoznom medijumu (1 ml) u staklenoj epruveti za homogenizaciju sa
teflonskim tu¢kom, na 800 obrtaja/min. Nakon centrifugiranja 15 minuta na 3500
obrtaja/min, supernatant je izdvajan i sonifikovan, a talog odbacivan. Pripremljeni uzorci
su cuvani u ependorf posudama na -20 °C do momenta odredivanja koncentracije proteina
1 odgovaraju¢ih parametara oksidativnog stresa, a tokom odredivanja aktivnosti

enzimskih i1 neenzimskih parametara antioksidativne zastite analize su drzane na +4 °C.

Nakon pripreme uzorka seruma odredivani su parametri oskidativnog stresa:

MDA, aktivnost ukupne SOD 1 koncentracija ukupnih -SH grupa.
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3.4.2.1. Odredivanje koncentracije proteina
Proteini su odredivani metodom po Bradford-u, koja se zasniva na vezivanju boje
za molekul proteina, pri cemu dolazi do pomeranja apsorpcionog maksimuma vezane, u

odnosu na apsorpcioni maksimum boje u slobodnom obliku (156).

U epruvetu je odmeravano 10 pl uzorka, zatim 2,5 ml Bradford-ovog reagensa i
mesano na vorteksu. Uzorci su inkubirani 5 minuta, a zatim je merena apsorbancija na
595 nm. Koncentracija proteina se izraCunava iz regresione jednacine: y=0,091 x + 0,032

(r=0,9947) gde je x - koncentracija proteina (ug/ml), a y - apsorbancija.

3.4.2.2. Odredivanje koncentracije malondialdehida
Odredivanje MDA u serumu se zasniva na reakciji MDA sa TBA u kiseloj sredini
u toku 15 minuta na 95 °C u vodenom kupatilu. Intenzitet bledozute do ljubicaste boje je

meren na talasnim duzinama od 523 nm i 600 nm, da bi se otklonile interferencije.

U epruvete je odmeravano 0,3 ml seruma i 0,6 ml TBA reagensa (15%
CCI3COOH 1 0,375% TBA u 0,25 mol/l HCI), a zatim zagrevano 15 minuta na 95 °C u
vodenom kupatilu. Nakon hladenja apsorbancija je merena prema slepoj probi.
Koncentracija MDA je izra¢unavana iz regresione jednacine: y = 0,0020x + 0,0101 (r>=
0,9990), gde je y — razlika apsorbancija na 523 nm 1 600 nm, a x — koncentracija MDA

(nmol/ml homogenata).

3.4.2.3. Odredivanje aktivnosti ukupne superoksid-dismutaze

Aktivnost superoksid-dismutaze (SOD, EC 1.15.1.1.) u serumu je odredivana po
metodi Misra i Fridovich (157), na talasnoj duzini od 480 nm, kineti¢kom metodom u
baznoj sredini. Aktivnost SOD u internacionalnim jedinicama (IU) je izraCunavana preko
slede¢e proporcije: 0,0125 : 1U = [0,025 (AA analize/min)] : X, a IU se definiSe kao

aktivnost enzima koja izaziva 50% inhibicije autooksidacije adrenalina.

3.4.3.4. Odredivanje koncentracije ukupnih sulfhidrilnih grupa
Ukupna koncentracija —SH grupa u homogenatima tkiva odredivana je Ellman-
ovom metodom (158). Apsorbancija Zute boje je merena na 412 nm, a zasniva se na

reakciji sa DTNB reagensom. Koncentracija —SH grupa se u analiziranim uzorcima
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izraCunava iz standardne krive: y = 0,0017x + 0,0032, gde je y — apsorbancija na 412 nm,

a x — koncentracija —SH grupa (nmol/ml homogenata).

3.4.3. Odredivanje bioelemenata i teskih metala

Nitratna kiselina (HNO3) 64% p.a. (Sigma-Aldrich, St. Louis, MA, SAD) (J.T.
Baker, Deventer, Holandija) je nabavljena iz komercijalnih izvora, kao i osnovni standardni
rastvori: Cd (c=1000£2 mg/l), Pb (c=1001£3 mg/l), Hg (c=1000+4 mg/1), As (c=1000+1
mg/l), Mn (c=1001£2 mg/l), Cu (c=1001£5 mg/l), Zn (c=1001£5 mg/l) i Fe (c=1001+5
mg/l) (Merck, Darmstadt, Nemacka). Od osnovnih standardnih rastvora metala do radnih

standardnih rastvora za kalibraciju pravljena su razblaZzenja sa 5% HNO3

Uzorci krvi (oko ImL) za odredivanje sadrzaja bioelemenata i toksi¢nih metala
su bili mineralizovani postupkom vlaZzne mineralizacije. Odmeravani su u teflonsku
posudu aparata za mikrotalasnu digestiju (START D, Milestone, Sorisole, Italija), a zatim
je dodavano 8 mL konc. HNOs. Uslovi za mineralizaciju ispitivanog uzorka su postavljani
podeSavanjem parametara programa digestije Sto je predstavljalo postizanje temperature
od 170 °C tokom 10 minuta koja se odrZava narednih 10 minuta, zatim odrzavanje
ventilacije u trajanju od 15 minuta. Uzorci pripremljeni na prethodno opisan nacin
kvantitativno su prenoSeni u normalne sudove, a zatim se u tim rastvorima odredivala
koncentracija metala metodom idukovano kuplovane plazme sa masenom
spektrometrijom (ICP-MS) (iCap Q mass spectrometer, Thermo Scientific, Bremen,
Germany). Matoda za odredivanje koncentracije metala je validovana, ¢ime je
obuhvacena linearnost za dat raspon koncentracija, limit detekcije (LOD), limit
kvantifikacije (LOQ), koeficijent varijacije i preciznost. Radi provere metode odredivanja
metala ICP-MS koris¢en je sertifikovani referentni materijal (Seronam™ Trace Elements
Whole Blood, Serro AS, Billingstad, Norway). Recovery vrednosti dobijene iz
sertifikovanog referentnog materijala bile su za Mg 100,5, za Cu 99,6, za Zn 99,9, za As
98,7, za Se 101,4, za Cd 100,2, za Hg 101,8 i za Pb 98,9 %.

3.5. Statisticka obrada rezultata

Rezultati su prikazani kao aritmetic¢ka sredina + stadardna devijacija za varijable

sa normalnom distribucijom 1 kao medijana i interkvartilni raspon za varijable ¢ija
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distribucija nije normalna. Kategori¢ne varijable prikazane su kao relativne ili apsolutne

frekvence.

Testiranje raspodele izvrSeno je Kolmogorov-Smirnov analizom. Poredenje
srednjih vrednosti nezavisnih grupa podataka izvrSeno je Student t-testom i ANOVA
analizom sa Tukey's post hoc testom za razlike izmedu podgrupa. Za parametre za koje
nije dokazana normalna raspodela, testiranje znacajnosti izmedu grupa izvrseno je Mann
Whitney testom ili Kruskal-Wallis testom sa post hoc Mann Whitney testom. Poredenje
dve zavisne populacije izvrSeno je Wilcoxon signed-rank testom za podatke koji nisu
normalno distribuirani. Analiza kategori¢nih vrednosti izvedena je pomocu Chi-kvadrat
testa. Udruzenost odredenih varijabli sa ishodom procenjivano je univarijantnom i
multivarijantnom regresionom analizom. P<0,05 smatrana je statisticki zna¢ajnom. Sve
kalkulacije uradene su pomocu Statistical Package for the Social Sciences (SPSS) ver. 22

programa.
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4. REZULTATI

Rezultati ove studije prikazani su u pet delova. U prvom delu pokazane su razlike
u protokolima stimulacije izmedu ispitivanih pacijentkinja. U drugom delu pokazan je
uticaj doze gonadotropina na ispitivane parametre. Treéi deo rezultata Cinila je analiza
prisustva i odsustva oksidativnog stresa. U Cetvrtom delu prikazan je uticaj bioelemenata
1 toksi¢nih metala na razlicite parametre kod ispitivanih pacijentkinja. Peti deo rezultata
prikazuje parametre oskidativnog statusa, bioelemente i toksi¢ne metale 1 njihov uticaj na

ispitivane parametre u grupi muskih pacijenata.
Tabela 1. Demografske karakteristike, bazalni hormonski status, broj i kvalitet jajnih

¢elija, broj fertilisanih jajnih celija, stopa fertilizacije i stopa trudnoca i1 porodaja u

ispitivanoj grupi pacijentkinja

34,7+£3,9

22,06 + 2,84

28

5 (3-6)

7,29 +£2,5

5,2 (3,4-6,6)

40,00 (3,00-60,00)

1,40 (0,68-3,12)

2250,2 + 604,2
5(3-11)

5(2-9)
3(1-5)°

50,00 (30,07-78,6)

46

36
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U tabeli 1. prikazane su prosecne vrednosti demografskih karakteristika
pacijentkinja ukljucenih u ispitivanj, kao i1 karakteristike ciklusa i ishod postupka
vantelesnog oplodenja. Takode je prikazana procentualna zastupljenost uzroka steriliteta,
primenjenih protokola stimulacije 1 metoda fertilizacije u ispitivanoj grupi pacijentkinja
(tabela 2). Najzastupljeniji bio je muski faktor infertiliteta (31%), naj¢eSée primenjivan
protokol stimulacije bio je kratak protokol, primenjen kod 58% pacijentkinja, dok je
metoda inseminacije koja je bila najzastupljenija (43%) bila kombinovana metoda

IVF/ICSL

Tabela 2. Uzrok steriliteta, protokoli stimulacije i metoda fertilizacije u ispitivanoj grupi

pacijentkinja

31
20
22
22

58
18
24

24
28
43

Kvalitet embriona prikazan u tabeli 3 ocenjivan je prema Istambulskom
konsenzusu - The Istambul Consensus workshop of embyo assessement: procedings of
an expert meeting, iz 2011. godine. Kod ispitivanih pacijentkinja najvise je bilo embriona

klase A (47,1%) i klase B (30,6%).

34



Tabela 3. Kvalitet embriona u ispitivanoj grupi pacijentkinja

%

47,1

30,6

9,4

12,9

U tabeli 4 prikazan je interkvartalni raspon odredivanih parametara oksidativnog

stresa (MDA, SODil —SH grupa) pre zapocinjanja kontrolisane ovarijalne stimulacije i

posle zavrSene stimulacije.

Tabela 4. Parametri okidativnog stresa (OS) pre i posle stimulacije u ispitivanoj grupi

pacijentkinja

17,57 (15,88-19,53)

1,41 (1,27-1,51)

0,24 (0,19-0,29)

14,23 (12,97-16,68)

1,74 (1,50-1,93)

0,46 (0,36-0,56)
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4.1. PROTOKOLI KONTROLISANE OVARIJALNE
STIMULACIJE I OKSIDATIVNI STRES

U tabeli 5. prikazane su demografske karakteristike, bazalni hormonski status,
broj zrelih jajnih ¢elija, broj fertilisanih jajnih Celija 1 stopa fertilizacije ispitanica na

razli¢itim protokolima stimulacije.

Postoji razlika u godinama starosti (p=0,002), koncentracijama FSH (p=0,041) 1
AMH (p=0,014), kao i u broju jajnih ¢éelija (p<0,001), kvalitetu jajnih ¢elija (p=0.001) i
broju fertilisanih jajnih celija (p=0,009) izmedu zena na razliCitim protokolima
stimulacije. Ispitanice na kratkom protokolu stimulacije znacajno su starije u odnosu na
ispitanice na dugom protokolu stimulacije (p=0,001). Takode, pacijentkinje na kratkom
protokolu stimulacije imale su znacajno visSu koncentraciju FSH u odnosu na Zene na
kratkom protokolu sa kontraceptivima (p=0,043) i dugom protokolu (p=0,044)
stimulacije, dok su vrednosti AMH bile znacajno nize kod Zena na kratkom protokolu u

poredenju sa dugim protokolom stimulacije (p<0,007).

Pacijentkinje kod kojih je primenjen dugi protokol stimulacije imale su znacajno
veci broj jajnih ¢elija u odnosu na druge dve ispitivane grupe (p<0,001 za kratak 1 p=0,001
za kratak sa kontraceptivima) 1 kvalitet jajnih ¢elija (broj MII ¢elija) je bio veci kod Zena
na dugom protokolu u odnosu na Zene na kratkom (p<0,001) i kratkom protokolu sa
kontraceptivima (p=0,002). Sli¢no, broj fertilisanih jajnih Celija je bio najvec¢i kod Zena
kod kojih je primenjen dugi protokol stimulacije u odnosu na Zene kod kojih je primenjen
kratak protokol (p=0,003) i kratak protokol sa kontracepcijom (p=0,042). Medutim stopa
fertilizacije bila je veca u grupi sa kratkim protokolom KOS wuz pretretman

kontraceptivima u odnosu na kratak i dugi protokol KOS (p=0.398).
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Tabela 5. Demografske karakteristike, bazalni hormonski status, broj i kvalitet jajnih

¢elija, broj fertilisanih jajnih celija i stopa fertilizacije u zavisnosti od protokola

stimulacije- kratak, kratak sa pretretmanom oralnim kontraceptivima (OC) 1 dugi

PARAMETRI | Kratak protokol | Kratak + OC Dugi protokol p
Starost 35,5+4,0° 34,8 +3.8 322+29 0,002°
BMI, kg/m? 22,13+2,52 21,38 +2,90 22.21+3,52 0,592°
Pusadi, % 28,8 33,3 20,0 0,587
Duzina steriliteta, 5 (4-6) 6 (3-7) 4(3-5) 0.2500
god
FSH, mIU/MI1 7,87 +2,69™" 6,52 +2.21 6,65 + 1,84 0,041°
AMH, ng/Ml 0,95 (0,42-2,79)" | 1,45(1,14-2,85) | 2,30 (1,28-4,08) | 0,014
Doza GT, IU 2209,25+ 577,61 | 2248,61 + 657,78 | 2354,78 + 641,68 | 0,625
Br. jajnih Celija 4 (1-10)* 5 (4-7)° 12(6-14) <0,001°
Br. zrelih jajnih 4(2-8)" 4 (2-6)" 9(5-12) 0,001°
celija, MII
Br. fertilisanih \ \

e ST 2(1-5) 2(2:5) 5(3-8) 0,009

jajnih celija

f/“’l’a fertilizacije, | 5 ) (364.750) | 66,7(50,0-85,7) | 47,9 (24,1-78,16) | 0,398
0

Prikazane su aritmeticke srednje vrednosti £ SD za normalno distribuirane varijable ili medijane (inter-
kvartilni opseg) za varijable koje nemaju normalnu raspodelu. © Prema ANOVA-testu; ® Prema Kruskal—
Wallis testu. " znacajna razlika u odnosu na dugi protokol ™ znacajna razlika u odnosu na kratak + OC
protokol

Uzrok steriliteta kod Zena gde su primenjeni dugi i kratak protokol KOS uz
pretretman sa oralnim kontraceptivima najceSc¢e je bio muski faktor (40% 1 32%) dok je
uzrok steriliteta u grupi Zena gde je primenjen kratak protokol KOS bio poremecaj

funkcije ovarijuma (32%), grafikon 1. Nije dokazana razlika u distribuciji uzroka

steriliteta izmedu ispitanica na razli¢itim protokolima stimulacije (p=0,079; % test).
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Uzrok steriliteta

Grafikon 1. Uzroci steriliteta kod Zena na razli¢itim protokolima kontrolisane

ovarijalne stimulacije

Procenjivan je i kvalitet embriona kod ispitanica na razli¢itim protokolima
stimulacije (grafikon 2). Nezavisno od protokola stimulacije kod Zena su preovladavali
embrioni klase A. Navedenu klasu embriona imalo je 44% Zena stimulisanih kratkim 1
kratkim protokolom sa kontraceptivima 1 57% Zzena stimulisanih dugim protokolom.
Kvalitet embriona u odnosu na ovaj kriterijum nije bio znacajno razli¢it izmedu

posmatranih grupa (p=0,684; x? test).
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Grafikon 2. Kvalitet embriona kod Zena na razli¢itim protokolima stimulacije

Analiziran je ishod trudno¢a kod pacijentkinja na razli¢itim protokolima
simulacije (grafikon 3). Kod oko 70% Zena kod kojih je doslo do trudnoce krajnji ishod
je bio porodaj. Nije uocena statisticki znacajna razlika u stopi porodaja izmedu Zena sa
razli¢itim protokolima stimulacije (p=0,828; x? test). Stopa pobacaja takode je bila sli¢na

(p=0.894), kao 1 stopa biohemijskih trudno¢a p=0,449 (Fisher test).
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Grafikon 3. Procentualna zastupljenost ishoda trudnoca kod zena izlozenih razlic¢itim

protokolima kontrolisane ovarijalne stimulacije

U tabeli 6 prikazane su vrednosti parametara oksidativnog statusa u krvi pre i

posle primenjene kontrolisane ovarijalne stimulacije kod ispitivanih pacijentkinja.

Dokazana je statisti¢ki znacajna razlika u aktivnosti SOD (p<0,001), koncentracijama

MDA (p<0,001) i -SH grupa (p<0,001).

Tabela 6. Parametri okidativnog statusa pre i posle stimulacije

17,56 (15,88-19,53) | 14,23 (12,96-15,68)

1,41 (1,27-1,51) 1,74 (1,49-1,93)

<0,001

0,24 (0,19-0,29) 0,46 (0,36-0,56)

<0,001

Prikazane su medijane (25-ti i 75-ti percentil). Poredenje je izvrSeno Wilcoxon signed-rank testom

(poredenje dve zavisne populacije).
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Aktivnosti SOD bile su znacajno nize posle stimulacije u odnosu na vrednosti pre
stimulacije (grafikon 4), dok su koncentracije MDA (grafikon 5) i -SH grupa (grafikon

6) posle stimulacije znacajno vise u odnosu na vrednosti pre stimulacije.

307

25

207 g

4 1

5

T T
SO0D-pre stimulacije S0D-posle stimulacije

Grafikon 4. Aktivnost SOD pre 1 posle stimulacije

254

2,04

054

0,0

T T
MDA-pre stimulacije MDA-posle stimulacije

Grafikon 5. Koncentracije MDA pre i posle stimulacije
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Grafikon 6. Koncentracije —SH grupa pre i posle stimulacije

Efekat primenjenog protokola KOS na parametre okidativnog statusa prikazan je
u tabelama 7-9. Kod 40 Zena sa primenjenim kratkim protokolom stimulacije, aktivnost
SOD bila je zna¢ajno niza dok su vrednosti MDA 1 —SH grupa bile znacajno vise posle

stimulacije u odnosu na vrednosti pre stimulacije (tabela 7).

Tabela 7. Parametri okidativnog statusa pre i posle stimulacije kratkim protokolom

kontrolisane ovarijalne stimulacije

PARAMETRI Pre stimulacije Posle stimulacije p
SOD, U/L 17,56 (15,57-19,61) | 14,5(12,97-16,03) | <0,001
MDA, pmol/L 1,40 (1,29-1,50) 1,71 (1,49-1,93) <0,001
-SH grupe, ) )
mmol/L 0,24 (0,19-0,29) 0,47 (0,34-0,57) <0,001

Prikazane su medijane (25-ti i 75-ti percentil). Poredenje je izvrSeno Wilcoxon signed-rank testom
(poredenje dve zavisne populacije).

Promene parametara oksidativnog statusa kod 17 ispitanica kod kojih je primenjen
kratak protokol stimulacije sa pretretmanom kontraceptivima prikazan je u tabeli 8.
Dokazana je statisticki znacajna razlika za sva tri ispitivana parametra osidativnog statusa

pre i posle stimulacije (SOD p=0,002; MDA p=0,013; -SH grupe p=0,002).
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Tabela 8. Parametri okidativnog statusa pre i posle stimulacije kratkim protokolom

stimulacije sa pretretmanom kontraceptivima

PARAMETRI Pre stimuilacije Posle stimulacije p
SOD, U/L 17,85 (15,86-19,32) | 13,6 (12,37-15,33) | 0,002
MDA, pmol/L 1,48 (1,25-1,60) 1,75 (1,53-1,87) 0,013
-SH grupe, 0,23 (0,15-0,25) 0,43 (0,35-0,52) 0,002
mmol/L

Prikazane su medijane (25-ti i 75-ti percentil). Poredenje je izvrseno Wilcoxon signed-rank testom
(poredenje dve zavisne populacije).

Dugi protokol stimulacije primenjen je kod 24 Zene. I u ovoj grupi ispitanica,
aktivnost SOD (p<0,001) bila je znacajno niza, a vrednosti MDA (p=0,003) i —SH grupa

(p<0,001) znacajno vise posle stimulacije u odnosu na vrednosti pre stimulacije (tabela 9).

Tabela 9. Parametri okidativnog statusa pre i posle dugog protokola kontrolisane

ovarijalne stimulacije

PARAMETRI Pre stimulacije Posle stimulacije p
SOD, U/L 17,37 (16,58-19,99) | 14,08 (12,59-15,22) | <0,001
MDA, pmol/L 1,38 (1,26-1,46) 1,78 (1,45-1,96) 0,003
OIS, 0,24 (0,17-0,32) 0,51 (0,42-0,57) | <0,001
mmol/L

Prikazane su medijane (25-ti i 75-ti percentil). Poredenje je izvrSeno Wilcoxon signed-rank testom
(poredenje dve zavisne populacije).

Dodatno je ispitivana razlika u vrednostima parametara oksidativnog statusa
izmedu ispitanica na razli¢itim protokolima stimulacije (tabela 10). Bez obzira da li su
zene bile na kratkom, dugom ili kratkom protokolu stimulacije sa pretretmanom
kontraceptivima, nije dokazana razlika u aktivnosti SOD (p=0,289, grafikon 7). Sli¢no,
vrednosti MDA (p=0,561) i —SH grupa (p=0,207) nisu se znacajno razlikovale izmedu

ispitanica na razli¢itim protokolima stimulacije (gratikoni 8 1 9).
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Tabela 10. Vrednosti parametara okidativnog statusa nakon stimulacije, a u zavisnosti

od protokola stimulacije- kratak, kratak sa pretretmanom oralnim kontraceptivima (OC)

1 dugi

14,5 (12,97-16,03)

13,6 (12,37-15,33)

14,08 (12,59 -15,22)

1,71 (1,49-1,93)

1,75 (1,53-1,87)

1,78 (1,45-1,96)

0,561

0,47 (0,34-0,57)

0,43 (0,35-0,52)

0,51 (0,42-0,57)

0,207

Prikazane su medijane (25-ti i 75-ti percentil). Poredenje vrednosti posle stimulacije izvrseno je Kruskal—

Wallis testom.
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Grafikon 7. Aktivnost SOD posle primene razli¢itih protokola stimulacije
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Grafikon 8. Koncentracije MDA posle primene razli¢itih protokola stimulacije
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Grafikon 9. Koncentracije -SH grupa posle primene razlicitih protokola stimulacije

Vrednosti ispitivanih parametara ne razlikuju se izmedu Zena koje su tretirane
razli¢itim protokolima stimulacije. Nezavisno od protokola stimulacije aktivnost SOD
bila je znacajno niza, a MDA 1 -SH koncentracije znacajno viSe u odnosu na vrednosti

pre stimulacije.
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4.2. DOZA GONADOTROPINA I OKSIDATIVNI STRES

Analiziran je uticaj doze gonadotropina (GT) na broj i kvalitet jajnih ¢elija, broj
fertilisanih jajnih ¢elija, na stopu fertilizacije, kvalitet embriona, ishod trudnoce, kao i na
parametre oksidativnog statusa ispitanica. Analizirane su i demografske karakteristike
zena u odnosu na dozu gonadotropina. Sve ispitanice su podeljene u dve grupe na osnovu
doze GT. Ispitanice sa dozom GT nizim od 75-tog precentila (<2625 mlU/mL) svrstane
su u grupu sa niskom dozom GT, a zene sa dozom iznad 75-tog percentila (=2625

mlU/mL) u grupu sa visokom dozom GT.

Tabela 11. Demografske karakteristike, bazalni hormonski status, broj i kvalitet jajnih

¢elija, broj fertilisanih jajnih ¢elija i1 stopa fertilizacije u zavisnosti od primenjene doze

gonadotropina
PARAMETRI Doza gonadotropina .
<2625 mlU/mL 22625 mlU/mL

Starost 348 +4,0 344+ 3,7 0,664%
BMI, kg/m’ 22,01 £2,95 22,31 +£2,69 0,650?
Pusaci, % 254 29,4 0,668
Duzina steriliteta, god 5(3-6) 5(4-7) 0,567°
FSH, mIU/mL 7,30 + 2,49 7,48 £2,56 0,750*
AMH, ng/mL 1,86 (0,77 -3,13) 1,00 (0,41 —2,20) 0,021°
Br. jajnih éelija 6 (3-11) 5(2-9) 0,311°
Br. zrelih jajnih celija ) _ b
(MIT) 5(2-8) 4 (2-9,75) 0,170
éelija ’
Stopa fertilizacija % 50,0 (32,0-72,4) 63,6 (36,65-100) 0,689°

Prikazane su aritmeticke srednje vrednosti + SD za normalno distribuirane varijable ili medijane (inter-
kvartilni opseg) za varijable koje nemaju normalnu raspodelu. ¢ Prema Student t-testu; ® Prema Mann
Whitneu U testu.

Dokazana je statisticki znacajna razlika u vrednostima AMH izmedu dve
ispitivane grupe (p=0,021). Koncentracije AMH su znacajno viSe u grupi Zena sa niZim

dozama gonadotropina u odnosu na Zene sa vi§im dozama gonadotropina. Zene sa niskim
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1 visokim dozama gonadotropina nisu imale statisticki znacajno razlicit broj jajnih ¢éelija,

niti razli¢itu stopu fertilizacije.

Nezavisno od doze GT kod zena su preovladavali embrioni klase A (grafionl0).
Navedenu klasu embriona imalo je 54% Zena sa niskom dozom gonadotropina i 38% Zena
sa visokom dozom gonadotropina. Kvalitet embriona u odnosu na ovaj kriterijum nije bio

znacajno razli¢it izmedu posmatranih grupa (p=0,625; y test).

. Doza

60,0% gonadotropina
[[INiska
[l Visoka

50,0%—

40,0%

30,0%

54,2%
20,0%
10,0%

0,0%
Veéinom A Vecinom B VecinomC Istibr. AiB

Grafikon 10. Kvalitet embriona kod Zena sa razli¢itom primenjenom dozom

gonadotropina

Kod oko 69% Zena krajnji ishod stimulacije je bio porodaj u obe ispitivane grupe
(grafikon 11) (p=0,999, ? test). Takode i procenat pobacaja je bio priblizno isti p=0,998
u obe grupe kao i u€estalost biohemijskih trudnoc¢a (p=0,999).
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Grafikon 11. Procentualna zastupljenost ishoda trudnoca kod Zena sa primenjenom

razli¢itom dozom gonadotropina

U tabeli 12 prikazane su vrednosti parametara oksidativnog statusa pre i posle
stimulacije kod Zena sa niskom dozom gonadotropina. Dokazana je statisti¢ki znacajna
razlika u aktivnosti SOD (p<0,001), koncentracijama MDA (p<0,001) i -SH grupa
(p<0,001). Aktivnosti SOD bile su znacajno nize posle stimulacije u odnosu na vrednosti
pre stimulacije (grafikon 12), dok su koncentracije MDA (grafikon 13) i -SH grupa

(grafikon 14) posle stimulacije znacajno viSe u odnosu na vrednosti pre stimulacije.
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Tabela 12. Parametri oksidativnog statusa pre i posle stimulacije kod Zena sa

primenjenim niskim dozama gonadotropina

17,56 (15,60-19,68)
1,41 (1,26-1,50)

14,24 (12,98-15,63)
1,74 (1,26-1,50)

<0,001

0,24 (0,18-0,28) 0,46 (0,35-0,54) <0,001

Prikazane su medijane (25-ti i 75-ti percentil). Poredenje je izvrseno Wilcoxon signed-rank testom
(poredenje dve zavisne populacije).

Niska doza gonadotropina

25
20 _:_
1 —]
10 J
5
SOD-pre sltimulapije SOD-posle Istimulat:ije

Grafikon 12. Aktivnost SOD pre i posle stimulacije kod Zena sa primenjenom niskom

dozom gonadotropina
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Grafikon 13. Koncentracije MDA pre i posle stimulacije kod Zena sa primenjenom

niskom dozom gonadotropina

Niska doza gonadotropina

|
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T T
MDA-Pre stimulacije MDA-Posle stimulacije.

Grafikon 14. Koncentracije -SH grupe pre 1 posle stimulacije kod Zena sa primenjenom

niskom dozom gonadotropina
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Efekat visokih doza gonadotropina na parametre okidativnog statusa prikazan je
u tabeli 13. Aktivnost SOD bila je znacajno (grafikonl5) niza dok su vrednosti MDA
(grafikon 16) 1 -SH grupa (grafikon 17) bile znacajno vise posle stimulacije u odnosu na

vrednosti pre stimulacije.

Tabela 13. Parametri okidativnog statusa pre i posle stimulacije kod zena sa primenjenim

visokim dozama gonadotropina

PARAMETRI Pre stimulacije Posle stimulacije p
SOD, U/L 17,81 (16,9 -19,00) | 14,59 (12,97-15,68) | 0,003
MDA, pmol/L 1,40 (1,33-1,53) 1,69 (1,59-1,84) | 0,004
IEIHRTE, 0,23 (0,21-0,30) 0,53 (0,42-0,59) | <0,001
mmol/L

Prikazane su medijane (25-ti i 75-ti percentil). Poredenje je izvrseno Wilcoxon signed-rank testom
(poredenje dve zavisne populacije).

Visoka doza gonadotropina

2,57
2,0

1=

0,57

T T
MDA-Pre stimulacije MDA-Posle stimulacije

Grafikon 15. Aktivnost SOD pre i posle stimulacije kod Zena sa primenjenom visokom

dozom gonadotropina
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Grafikon 16. Koncentracija MDA pre i posle stimulacije kod Zena sa primenjenom

visokom dozom gonadotropina
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Grafikon 17. Koncentracija -SHgrupa pre i posle stimulacije kod Zena sa visokom

dozom gonadotropina

Dodatno je ispitivana razlika u vrednostima parametara oksidativnog statusa

nakon stimulacije izmedu ispitanica sa razli¢itom dozom gonadotropina (tabela 14). Nije
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dokazana razlika u aktivnosti SOD (p=0,286), vrednostima MDA (p=0,600) i —SH grupa
(p=0,061) izmedu ispitivanih grupa.

Tabela 14. Vrednosti parametara okidativnog statusa u zavisnosti od primenjene doze

gonadotropina
PARAMETRI Doza gonadotropina .
<2625 mlU/mL 22625 mlU/mL
SOD, U/L 14,24 (12,98-15,63) | 14,59 (12,97-15,68) | 0,866
MDA, pmol/L 1,74 (1,26-1,50) 1,69 (1,59-1,84) 0,600
-SH grupe, mmol/L 0,46 (0,35-0,54) 0,53 (0,42-0,59) 0,061

Prikazane su medijane (25-ti i 75-ti percentil). Poredenje vrednosti posle stimulacije izvrSeno je Mann
Whitney testom.

4.3. KONCENTRACIJE PARAMETARA OKSIDATIVNOG
STRESA PRE I POSLE STIMULACIJE

Sve pacijentkinje koje su imale aktivnost SOD manju od 25-tog percentila u
ispitivanoj grupi pre stimulacije i koncentracije MDA 1 -SH grupa vece od 75-tog
percentila takode u ispitivanoj grupi pre stimulacije svrstane su u grupu sa prisutnim
oksidativnim stresom (OS grupa). Ostale Zene su svrstane u grupu bez oksidativnog stresa
(bez OS grupa). U tabeli 15 predstavljene su grani¢ne vrednosti ispitivanih parametara
OS.

Tabela 15. Grani¢ne vrednosti za parametare okidativnog statusa

Percentili | SOD, U/LL | MDA, pmol/L. | -SHgrupe, mmol/L

25 15,88
75 1,05 0,285

U grupi bez OS bilo je 46,6% Zena, Sto je znaCajno manje od zena sa OS pre

stimulacije (53,4%), (p<0,023; % test).
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Tabela 16. Demografske karakteristike, bazalni hormonski status, broj i kvalitet jajnih

¢elija, broj fertilisanih jajnih Celija i stopa fertilizacije kod Zena sa i1 bez oksidativnog

stresa
PARAMETRI OKSIDATIVNI STRES p
Odsutan Prisutan
Starost 342+3,5 35,1+4,2 0,244%
BMI, kg/m? 21,43 +2,45 22,34 +2,92 0,109%
Pusaci, % 17,9 339 0,082
Dui.ina steriliteta, 4 (3-6) 5(4-7) 0,106°
godine
FSH, mIU/mL 7,20 £2,82 7,374 £ 2,24 0,734
AMH, ng/mL 1,54 (0,76 -3,43) 1,40 (0,53 —3,03) 0,652°
Doza GT, IU 2079,78 £575,38 2373,31 £ 597,01 0,021
Br. jajnih éelija 6 (3-12) 5(2-11) 0,504°
Br. zrelih jajnih celija, 3,5 (2,3-7,0) 5,0 (2,0-10,0) 0’339b
MII
Celija '
Stopa fertilizacije, % 50,0 (39,8-86,3) 50,0 (25,6-75.,5) 0,457°

Prikazane su aritmeticke srednje vrednosti £ SD za normalno distribuirane varijable ili medijane (inter-
kvartilni opseg) za varijable koje nemaju normalnu raspodelu. * Prema Student t-testu; ® Prema Mann
Whitneu U testu.

U tabeli 16. prikazane su demografske karakteristike, bazalni hormonski status,
broj 1 kavlitet jajnih Celija, broj fertilisanih jajnih celija 1 stopa fertilizacije kod Zena sa i
bez OS. Dokazana je statisti¢ki znacajna razlika u dozi gonadotropina izmedu dve
ispitivane grupe (p=0,021). Vrednosti su znacajno nize u grupi Zena bez OS u odnosu na

zene sa OS.

Procenjivan je kvalitet embriona kod ispitanica sa 1 bez OS (Tabela 17).
Nezavisno od prisutnih optimalnih vrednosti parametara oksidativnog stresa
preovladavali su embrioni klase A. Ova klasa embriona bila je prisutna kod 41,7%
pacijentkinja sa OS 1 53% pacijetkinja bez OS. Kvalitet embriona u odnosu na ovaj

kriterijum nije bio znagajno razli¢it izmedu posmatranih grupa (P=0,571; % test).
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Tabela 17. Kvalitet embriona kod Zena sa i bez oksidativnog stresa

Stopa trudnoca je zabelezena kod 47,1% zena bez OS za razliku od 42,9% Zena
sa OS (P=0,701). Stopa porodaja (p=0.629) bila je sli¢na u obe grupe, kao i stopa pobacaja
i biohemijskih trudnoéa (tabela 18), (p=0,478, p=0.176; x> test).

Tabela 18. Procentualna zastupljenost ishoda trudnoca kod Zena sa i bez oksidativnog

stresa pre stimulacije

Posto je nakon stimulacije zabelezen porast parametara OS posmatran je uticaj
izrazenog disbalansa u parametrima oksidativnog stresa i antioksidativne zastite nakon
stimulacije na sve ispitivane parametre. I u ovom slucaju sve Zene koje su nakon
stimulacije imale aktivnost SOD manju od vrednosti koja je definisana u tabeli 15 1
koncentracije MDA i -SH grupa vece od vrednosti takode definisanih u tabeli 15, svrstane
su u grupu sa disbalansom u parametrima oksidativnog stresa i antioksidativne zastite
(OS grupa). Ostale zene su svrstane u grupu bez poremecenog oksidativnog stresa (bez

OS grupa). U 62,7% Zena postojao je OS nakon stimulacije (p<0,021; ¥ test).
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U tabeli 19 prikazane su demografske karakteristike, bazalni hormonski status,
broj i kvalitet jajnih ¢elija, broj fertilisanih jajnih ¢elija i stopa fertilizacije kod Zena sa i
bez OS. Nije dokazana statisticki znacajna razlika u ispitivanim parametrima u zavisnosti

od prisutnog ili odsutnog OS posle stimulacije.

Tabela 19. Demografske karakteristike, bazalni hormonski status, broj i kvalitet jajnih
¢elija, broj fertilisanih jajnih celija i stopa fertilizacije u zavisnosti od prisutnog

oksidativnog stresa posle stimulacije

PARAMETRI Oksidativni stres posle stimulacije T
Odsutan Prisutan

Starost 343+4,3 34,5+3,5 0,824
BMI, kg/m’ 22,14 £ 2,73 21,88 + 3,17 0,705°
Pusadi, % 19,4 27,5 0,408
]g)(:ldiina steriliteta, 4 (3-7) 5 (3-6) 0,644
FSH, mIU/mL 6,99 + 2,93 7.13 £ 2,30 0,816°
AMH, ng/mL 1,40 (0,72 -2,80) 1,64 (0,71 -3,92) | 0,644°
Doza GT, IU 2212,96+507,65 | 2181,41+672,93 | 0,874
Br. jajnih éelija 5(3-11) 7 (3-12) 0,326°
]c,’erl'ijzrgi;‘li;‘j“ig 4,0 (2,0-8,0) 5,0 (2,0-10,0) 0,495
iain f‘l’l‘t‘e‘::;“‘h 3(1-4) 3(2-6) 0,240
f/z"pa fertilizacije, 50,0 (25,0-66,7) 50,0 (28,6-81,8) | 0,450

Prikazane su aritmeticke srednje vrednosti + SD za normalno distribuirane varijable ili medijane (inter-
kvartilni opseg) za varijable koje nemaju normalnu raspodelu. * Prema Student t-testu; ® Prema Mann
Whitneu U testu.

Procenjivan je i kvalitet embriona kod ispitanica u zavisnosti od prisutnog ili
odsutnog OS posle stimulacije (Tabela 20). Nezavisno od prisustva OS preovladavali su
embrioni klase A, koju je imalo 42,3% Zena bez 1 55% Zena sa OS. Kvalitet embriona u

odnosu na ovaj kriterijum nije bio znacajno razli¢it izmedu posmatranih grupa (p=0,737;

y? test).
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Tabela 20. Kvalitet embriona u zavisnosti od prisutnog ili odsutnog oksidativnog stresa

posle stimulacije

Tabela 21. Procentualna zastupljenost ishoda trudnoca u zavisnosti od prisutnog ili

odsutnog oksidativnog stresa posle stimulacije

Trudnoca je zabelezena kod 40,7% Zena bez OS za razliku od 51,2% Zena sa OS
nakon stimulacije (p=0,395). Medutim iako je kod svega 40,7% zena bez OS zabelezena
trudnoca, 82% trudnoca se zavrsilo porodajem, a nije zabelezen ni jedan pobacaj. S druge
strane kod 51,2% Zena sa OS zabelezena je trudnoca koja se u 68% slucajeva zavrsila
porodajem, a u 31,8% slucajeva pobacajem. Procenat pobacaja bio je znacajno veéi u
grupi sa prisutnim OS, dok je procenat porodaja je bio znacajno veéi u grupi zena bez OS

u odnosu na Zene sa OS posle stimulacije (p=0,021) (tabela 21).
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44. BIOELEMENTI I TOKSICNI METALI KOD
ISPITIVANIH ZENA

U ovom delu analiziran je uticaj bioelemenata i toksi¢nih metala na isptivane
parametre. Od bioelemenata i toksi¢nih metala ispitivane su koncentracije Mg, Zn, Se 1
Cu (bioelementi) i Hg, Pb, As i Cd (toksi¢ni metali). U ovoj grupi ispitanica analiziran je
manji broj ispitanica (104), kod preostalih pacijentkinja nije bilo mogude izvr$iti analizu

iz tehnickih razloga tokom obrade materijala.

U tabeli 22 prikazana je distribucija ispitanica prema demografskim
karakteristikama, faktorima rizika duzini i uzroku infertiliteta, kao i tehnici inseminacije,
protokolu stimulacije, kvalitetu embriona i1 ishodu leCenja Medu ispitanicama sa
pozitivnim ishodom statisticki znacajno je veca zastupljenost Zena mladih od 35 godima
(p<0,004). Najzastupljenije su ispitanice sa pozitivnim ishodom koje su normalno
uhranjenje, u odnosu na gojazne ili pothranjene pacijentkinje, ali bez statisticke
znacajnosti, (p= 0,530). Neznatno je veca je zastupljenost ispitanica sa pozitivnim
ishodom koje imaju trajanje infertiliteta do 3 godine (p= 0,537). Manje je bilo ispitanica
sa pozitivnim ishodom koje su pusaci, ali bez statisticki znacajne razlike u odnosu na
ispitanice sa ovim faktorom rizika sa negativnim ishodom (p= 0,068). Najveca je
zastupljenost ispitanica sa pozitivnim ishodom gde je primenjena kombinovana tehnika
(46,3%) u odnosu na ispitanice sa negativnim ishodom (38,1%), ali bez zna¢ajnosti. Medu
ispitanicama sa pozitivnim ishodom statisticki znacajno je najmanja zastupljenost Zena
sa ovarijjalnim uzrokom steriliteta (p<0,031) u odnosu na ispitanice sa negativhim
ishodom. Najzastupljniji uzroci steriliteta kod Zena sa pozitivnim ishodom su muski uzrok
steriliteta kod trecine Zena, kao 1 nepoznat uzrok kod druge trecine, a 22% ispitanica sa
pozitivnim ishodom je imalo tubarni uzrok steriliteta. Od ukupnog broja Zena sa
pozitivnim ishodom statisticki znacajno je veca zastupljenost Zena sa pozitivnim ishodom

trudnoce (p<0,0001), u odnosu na ispitanice sa pobacajima ili biohemijskim trudno¢ama.
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Tabela 22. Distribucija ispitanica prema demografskim karakteristikama, faktorima

rizika duzini i1 uzroku infertiliteta, kao i tehnici inseminacije, protokolu stimulacije,

kvalitetu embriona i ishodu leCenja.

Ukupno % Nisu trudne Trudne p
N=104 N=63 % N=41 %
Starost
<35godina 48 46% 22 35% 26 63%
35 godina i vise 56 54% 41 65% 15 37% 0,004
Ukupno 104 100% 63 100% 41 100%
BMI
Pothranjene 5 5% 2 3% 3 7%
Normalno uhranjene 81 78% 51 81% 30 73% 0,530
Gojazne 18 17% 10 16% 8 20%
Navika puSenja

Pusaci 28 27% 21 33% 7 17% 0,068
Nepusaci 76 73% 42 67% 34 83%

Trajanje infertiliteta
<3 godine 27 26% 15 24% 12 29% 0537
3 godine i vise 77 74% 48 76% 29 71%

Tehnika inseminacije
Otkazani postupci 9 9% 9 14% 0 0%
IVF 24 23% 13 21% 11 27% 0,083
ICSI 28 27% 17 27% 11 27%
Kombinovana tehnika 43 41% 24 38% 19 46%

Uzrok infertiliteta

Muski factor 33 32% 20 32% 13 32%
Kombinovani 5 5% 2 3% 3 7% 0,031
Nepoznat 22 21% 9 14% 13 32%
Ovarijalni 22 21% 19 30% 3 7%
Tubarni 22 21% 13 21% 9 22%

Protokol stimulacije
Kratak sa GnRH ant 60 58% 42 67% 18 44%
Kratak sa GnRH ant i OC 19 18% 8 13% 11 27% 0,057
Dugi sa GnRH agonistima 25 24% 13 21% 12 29%

Ishod trudnode

Nisu trudne 63 61% 63 100% 0 0%
Porodaji 29 28% 0 0% 29 71%
Pobacaji 9 9% 0 0% 9 22% 0,000
Biohemijske trudnoce 3 3% 0% 3 7%

¥2 test
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Tabela 23. Demografske varijable i karakteristike ciklusa ispitivanih pacijentkinja

Nisu trudne Trudne
Mean+SD Min.-Max. Mean+SD Min.-Max. P
Godine starosti 35,11+4,08 21-41 33,9543,71 25-40 0,145

BMI 22324283 | 165294 | 21.65:2.82 | 168275 | 0243

Duzina infertiliteta

. 5,83+£3.43 2-18 4.63+1.71 2-9 10,05
(godine)

Doza gonadotropina (IU) | 5,94 516363 | 900-4275 | 2335,5£537,6 | 12003375 | 0,589

Broj jajnih celija 6,49+6,84 0-31 8,32+4,83 1-21 10,026
?hrqc}]i)zrelihjajnih Celia 1 4 67+5,09 0-24 6,83+4,02 1-16 10,063
?gﬁgafe“ﬂisamh Jamih 5 934990 0-13 4,63+2,88 11| $0.032
Embrioni klase A 2,05+1,32 1-6 2,8242.25 1-11 10,777
Embrioni klase B 1,88+1,15 1-6 1,68+0,82 1-4 10,999
Embrioni klase C 1,00+0,00 1-1 1,80+1,10 1-3 10,586

Stopa fertilizacije (%)

67,64+28,57 4,17-100 73,80+25,60 10-100 10,429

Min.-Minimum,Max. —~Maximum, Mean+SD Mean=+Standardna devijacija ,Anova F test, {K-W test

Prose¢ne vrednosti sa standardnim devijacijama, kao i minimalne i maksimalne
vrednosti karakteristika ciklusa i1 ishoda IVF postupka prikazane su u tabeli 23.
Pacijentkinje koje su postigle koncepciju imale su vise jajnih ¢elija (p=0,026), kao i veci
broj fertilisanih jajnih ¢elija (p=0,032). Kod ovih pacijentkinja je i infertilitet krace trajao
(p=0,050).

Kod Zena sa pozitivnim ishodom statisticki znacajno je niza prosecna vrednost
Mg (p<0,009), u odnosu na ispitanice sa negativnim ishodom, kao 1 koncentracije As
(p<0,05), u odnosu na ispitanice sa negativnim ishodom zatim kao i koncentracija Pb

(p<0,034) u odnosu na ispitanice sa negativnim ishodom (tabela 24).
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Tabela 24. Proseéne vrednosti bioelemenata i toksiénih metala u odnosu na ishod

postupka vantelesnog oplodenja

Nisu trudne Trudne
Mean+SD Min.-Max. Mean+SD Min.-Max. P
Mg, mg/dL 3,1140,28 2,26-3,69 2,95+0,29 222348 | 0,009
Cu, ng/dL 116,48+20,59 55-177 121,14£19,14 | 88-177 0,280
Zn,mmolL 1 gg 98412,58 | 6546-110.43 | 84.8112,45 | 43,90-109,51 | 0,123
As, pg/L 1,2041,31 0,50-6,90 0,85:£0,44 0,50-2,44 | 10,050
Se. ng/l 78,38-30,40 49-170 74,43-29,02 49-150 0,936
Cd, pg/l 1,83+5,44 0,49-31,14 0,51+0,13 0,49-1,24 £0,012
Hg, ne/l 1,27+0,86 0,90-5,27 2,07+3,37 0,90-17,14 | 10,966
Pb, ng/dl 1,02+0,66 0,39-4,30 0,72+0,38 0,10-2,23 10,034

Mean+SD Mean+Standardna devijacija , Min.-Minimum,Max. —Maximum, ,Anova F test, {K-W test

ROC Curve

1.0

0.8

0.6

Sensitivity

0.4

—

0.0
0.0

1
0.2 04

1
08 0.8

1 - Specificity

Diagonal segments are produced by ties.

Grafikon 18. ROC kriva za Mg
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Prikazana je ROC kriva konstruisana za Mg — povrsina ispod krive je za pozitivan
ishod za trudnodu bila je 0.651 (p < 0,015). Optimalna cut-off tatka za Mg bila je

3,3 mg/dl sa senzitovnos¢u od 94% 1 specificnoS¢u 30% za pozitivan ishod postupka
(grafikon 18).
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Grafikon 19. ROC kriva za Pb

Prikazana je ROC kriva konstruisana za olovo — povrSina ispod krive je za
trudno¢u 0.632 (p < 0,015). Optimalna cut-off tatka za Pb bila je 0.96 mg/dl sa

senzitovnos¢u od 92% 1 specificnos¢u 40% za pozitivan ishod postupka (p<0,034)
(grafikon 19) .
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Tabela 25. Korelacija izmedu koncentracija bioelemenata i toksi¢nih metala sa dozom

gonadotropina, ishodom postupka - brojem jajnih ¢elija, kvalitetom jajnih ¢éelija (MII),

brojem fertilisanih jajnih ¢elija i stopom fertilizacije

Pirsonova
Mg, Cu Zn As Se Cd Hg Pb
korelacija
© (mg/dL) | (ng/dl) | (mmol/l) | (ng/l) | (ng/) | (ng/) | (ng/H | (ng/dl)
Doza GT 0,109 0,218" 0,073 0,207 -0,020 | 0,092 0,024 ) .
0,279
Br. zrelih
-0,154 0,131 -0,004 -0,122 | -0,004 | -0,16 0,006 | -0,095
jajnih ¢elija
Fertilisane .
-0,127 | 0,221 -0,066 -0,115 0,011 | -0,154 | 0,064 | -0,091
jajne celije
Br.
fertilisanih 0,016 0,164 0,001 -0,029 0,031 | -0,197 0,12 -0,048
jajnih ¢elija
Stopa fertiliz.
y -0,134 0,16 -0,004 0,029 -0,069 | 0,144 | -0,034 | -0,03
()

Analizom intervala vrednosti 1 karakteristika ishoda dobijeni su slede¢i rezultati:

dokazana je medusobna povezanost, odnosno direktna statisticki znac¢ajna Pirsonova

korelacija visih vrednosti Cu sa viS§im dozama GT (p<0,039). Dokazana je medusobna

povezanost, odnosno obrnuta statisticki znacajna korelacija nizih vrednosti Pb sa viSim

dozama GT (p<0,008), dokazana je medusobna povezanost, odnosno direktna statisticki

znaCajna korelacija viSih vrednosti Cu sa veéim brojem fertilisanih jajnih Celija

(p<0,041). Stopa fertilizacije je u obrnutoj korelaciji sa koncentracijama Mg, Zn, Se, Hg

1 Pb, odnosno vise stope fertilizacije koreliraju sa nizim vrednostima Mg, Zn, Se, Hg i

Pb, ali ne statisti¢ki znacajno (tabela 25).
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Tabela 26. Povezanost bioelemenata i toksi¢nih metala sa ishodom postupka — kvalitet

embriona, tehnika inseminacije, doza gonadotropina, protokol stimulacije i ishodom

postupka kao i same trudnoce (biohemijska trudnoca, porodaj, pobacaj)

Spirmanova korelacija Tehn. Doza Protokol
*Embrioni Mg Cu
(r) Insemin. GT stim.
Ishod IVF
Trudne/ Nisu r -0,263" 0,127 0,197 0,200 -0,267° 0,168
Trudne
Ishod trudnoce r 0,251° 0,110 0,175 0,203 0,227° | -0,174
Zn As Se Cd Hg Pb
Ishod IVF
Trudne/ nisu r 0,071 -0,126 -0,090 -0,245" -0,044 | -0,208"
trudne
Ishod trudnoce r -0,085 0,108 0,116 0,218" 0,047 0,245"

* Kvalitet embriona — dobri (A i B) losi (A/B I C), Cut off vrednosti rezultata, zavisnpo od intervala: Cu<98=>ug/dl,Mg

<3,3>mg/dL Zn<(70-100)=> mmol/l , As <1>= pg/l,Se <50>=pg/l, Cd<0.5 => pg/l, Hg < 1 => pg/l, Pb <0.96=> pg/dl, *p<0.05;

**p<0.01

Analizom povezanosti bioelemenata i toksi¢nih metala sa ishodom postupka

dokazana je statisticki znacajna korelacija ishoda i magnezijma-cesce je pozitivan ishod

povezan sa nizim vrednostima magnezijuma (p<0,010). U statisticki znacajnoj korelaciji

sa negativnim ishodom su viSe vrednosti olova Pb (p<0,046), visSe vrednosti Cd

(p<0,012). Analizom povezanosti kvaliteta embriona sa ishodom postupka, kao i sa

ishodom trudno¢e dokazana je statisti¢ki znacajna korelacija pozitivnog ishoda i A 1 B

embriona (p<0,013), kao i viSom dozom GT (p<0,045) (tabela 26).
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Tabela 27. Spirmanova korelacija bioelemenata i toksi¢nih metala sa ishodom trudnoce

Sprimanova

Zn Cu As Se Cd Hg Pb

korelacija

Porodaji |r | -0,283™ | -0,141 0,095 | -0,162 | -0,026 | -0,252" | -0,046 | -0,040

Pobacaji | r | -0,052 -0,078 | 0,102 | 0,057 | -0,060 | -0,123 0,018 | -0,238"

Cut off vrednosti iz nasih rezultata, na osnovu intervala: Mg <3,3>mg/dl, Zn<(70-100)=> mmol/l , Cu<98=>pg/dl, As <1>=

ng/l,Se <50>=pg/l, Cd<0.5 => pg/l, Hg < 1 => pg/l, Pb <0.96=> pg/dl *p<0.05; **p<0.01

Dokazana je statisticki znacajna korelacija ishoda trudnoce 1 nivoa Mg, Cd 1 Pb.
Porodaji su bili u korelaciji sa niZim vrednostima Mg (p<0,006), kao i sa niZzim
vrednostima Cd (p<0,016), dok su pobacaji u korelaciji sa nizim vrednostima Pb

(p<0,032) (tabela 27).

U tabeli 28 prikazani su ispitivani parametri koji su u univarijantnoj i
multivarijantnoj regresionoj analizi pokazali znac¢ajnu prediktivnu mo¢. Parametri kao Sto
su BMI, duzZina infertiliteta, tehnika inseminacije 1 stopa fertilizacije nisu pokazali
znacajnu prediktivhu mo¢ u univarijalnoj analizi. Univarijantni prediktori pozitivnog
ishoda su starost ispitanica ispod 35 godina (OR=3,2, p<0,005), nepoznat uzrok
infertiliteta OR=2,79, (p<0,037), visa doza gonadotropina (OR= 2,28, p<0,041), dve ili
vise fertilisane ¢elije (OR=2,39, p<0,040), dobri embrioni (A 1 B), (OR=4,85,p<0,021) 1
Cd ispod 0,05pg/l  (OR=9,43, p<0,035).Ovarijalni uzrok steriliteta je prediktor za
negativan ishod (OR=5,46,p<0,010). Za pozitivan ishod su univarijntni prediktori Mg
ispod ispod 3,3mg/dl, (OR=6,21, p<0,02) kao i Pb ispod 0.96 pg/l, (OR=2,86, p<0,05).
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Tabela 28. Univarijantna i multivarijantna regresiona analiza

Univarijantna Multivarijantna
9 95% C.I.for OR
OR . 95% C.Lfor OR OR p 0 or
Lower | Upper Lower | Upper
Godine starosti
0,310 [ 0,005 | 0,136 0,703 0,169 | 0,007 [ 0,047 | 0,611
Navika pusenja
2,429 ( 0,072 | 0,923 6,391
Nepoznat faktor
2,786 | 0,037 | 1,062 7,310
infertiliteta
Ovarijalni faktor
0,183 [ 0,010 | 0,050 0,666
Doza gonadotropina
2,276 | 0,041 | 1,035 5,005 4,229 | 0,015 | 1,330 | 13,444
Iv)
Broj fertilisanih
. 2,391 | 0,040 | 1,039 5,502
jajnih ¢elija
Kwvalitet embriona
0,206 [ 0,021 | 0,054 0,787 0,140 | 0,049 [ 0,020 | 0,993
Cd(ng/l)
0,106 [ 0,035 | 0,013 0,852
Mg, (mg/dL)
0,161 [ 0,020 | 0,034 0,752 0,117 | 0,032 | 0,016 | 0,816
Pb(pg/dl)
0,373 ( 0,050 | 0,139 0,998 0,224 | 0,026 [ 0,060 | 0,835

Cut off vrednosti na osnovu intervala: Age< 35 years>, smoking,/nosmoking, GT dose - < 2100iu , Embryos -High (A and B)

quality or Low(C and D) quality embryos , Mg <3,3>mg/dL, Cd<0.5 => ug/l, Pb <0.96=> pg/dl

Multivarijantni prediktori pozitivnog ishoda su starost ispitanica ispod 35 godina
(p<0,007) , visa doza gonadotropina (p<0,015), dobri embrioni (A i B), (p<0,049) , kao i
Mg ispod ispod 3,3 mg/dl, (p<0,032)1 Pb ispod 0.96 ng/l, (p<0,026) (tabela 28).
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4.5. OKSIDATIVNI STRES, BIOELEMENTI I TOKSICNI
METALI KOD ISPITIVANIH MUSARACA

U ovom delu analizirani su parametri oksidativnog statusa, vrednosti
bioelemenata i toksi¢nih metala u krvi ispitivanih muskaraca. U tabeli 29 prikazane su
prosecne vrednosti paramatera oksidativnog stresa (SOD, MDA 1 —SH grupa), a u tabeli
301 31 prikazane su prosecne vrednosti bioelemenata (Mg, Cu, Zn, Se) i toksi¢nih metala

(Cd, Hg, Pb).

Tabela 29. Parametri okidativnog statusa kod ispitivanih muskaraca

25,17 (22,40-28,82)
0,56 (0,48-0,65)
0,44 (0,39-0,52)

Tabela 30. Prosecne vrednosti bioelemenata kod ispitivanih muskaraca

1,36 (1,28-1,43)
0,017 (0,016-0,018)
0,11 (0,10-0,12)
0,0012 (0,0010 -0,0013)

Tabela 31. Prosecne vrednosti toksicnih metala kod ispitivanih muskaraca

0,004 (0,004-0,0045)
0,006 (0,004-0,010)
0,10 (0,05-0,172)
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Tabela 32. Ishodi postupaka vantelesnog oplodenja kod partnerki ispitivanih muskaraca

Parametri Prosecne vrednosti
?elii;':rtilisanih jajnih 2.5 (1,0-6.0)
Stopa fertilizacije, % 54,5 (33,3-81,8)
Stopa trudnoda, % 41%

Stopa porodaja*, % 83%

*stopa porodaja u odnosu na stopu trudnoca

U tabeli 32. prikazan je ishod postupka vantelesnog oplodenja - broj fertilizovanih

jajnih ¢elija, stopa fertilizacije, kao 1 stopa trudnoce i porodaja kod partnerki ispitivanih

muskaraca.
60,0%—]
50,0%—
40,0%—
-
©
c
8
E 30,0%

20,0%—

10,0%

2,0% m
I I

0% I | |
NS AS AT OAS

Dijagnoze

Grafikon 20. Nalazi spermograma u grupi muskih ispitanika
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Ispitivani pacijenti podeljeni su u dve grupe, zavisno od nalaza spermograma.
Prvu grupu ¢inili su pacijenti sa nalazom normospermije, dok su u drugoj grupi bili
pacijenti sa patoloskim nalazima spermograma: oligospermija, astenospermija,
teratospermija ili kombinacijom. NajviSe ispitivanih muSkaraca (59%) imalo je nalaz
normospermije (NO), dok je najmanje zastupljen nalaz astenospermije (2,0%). Kada smo
poredili  zastupljenost patoloskih  nalaza, najzastupljeniji je bio nalaz

oligoastenoteratospermije (OAT). Svi nalazi spermograma prikazani su na grafikonu 20.

Takode, ispitivana je promena parametara okidativnog statusa u zavisnosti od
nalaza spermograma i vrednosti su uporedene u odnosu na grupu sa normospermijom. U
tabeli 33 prikazane su medijane ispitivanih parametara. Pacijenti sa patoloskim nalazima
spermograma imali su sli€ne vrednosti SOD, MDA 1 —SH grupa u odnosu na one sa

nalazom normospermije.

Tabela 33. Parametri okidativnog statusa kod muskaraca sa normospermijom i ostalim

nalazima spermograma

Normospermija Ostali nalazi
Parametri p
(N-30) (N-20)
SOD, U/L 26,18 (22,63-28,89) 24,12 (22,37-29,08) | 0,348
MDA, pmol/L 0,52 (0,47-0,64) 0,57 (0,51-0,65) 0,254
-SH grupe, mmol/L 0,46 (0,41-0,53) 0,43 (0,38-0,47) 0,138

Prikazane su medijane (25-ti i 75-ti percentil). Poredenje je izvrSeno Mann whitney test

Dodatno je izvrSena podela pacijenata sa slede¢im nalazima spermograma:
oligospermije, teratospermije 1 astenospermije. Pacijeti sa nalazom oligospermije
poredeni su sa grupom pacijenata sa nalazom normospermije. Ni kada smo patoloske
nalaze odvojili u tri razli¢ite grupe nismo prnasli razliku u parametrima parametara

oksidativnog statusa u odnosu na grupu sa normospermiom (tabela 34).
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Tabela 34. Parametri okidativnog statusa kod muskaraca sa normospermijom i

oligospermijom

26,18 (22,63-28,89) | 24,12 (22,36-29,08)
0,52 (0,47-0,64) 0,57 (0,51-0,65) | 0,241
0,46 (0,41-0,53) 0,43 (0,38-0,47) | 0,069

Prikazane su medijane (25-ti i 75-ti percentil). Poredenje je izvrSeno Mann whitney test

Sliéno poredenje je izvrSeno i izmedu muskaraca sa normospermijom i
teratospermijom (tabela 35). I prilikom ovog poredenja nije dokazana statisticki znac¢ajna

razlika u parametrima oksidativnog statusa.

Tabela 35. Parametri okidativnog statusa kod muskaraca normospermijom i

teratospermijom

26,18 (22,63-28,89) | 26,0 (023,43-29,65)
0,52 (0,47-0,64) 0,58 (0,51-0,64) | 0,372
0,46 (0,41-0,53) 1,38 (1,28-1,46) | 0,286

Prikazane su medijane (25-ti i 75-ti percentil). Poredenje je izvrSeno Mann whitney test

Nakon poredenja parametara oksidativnog statusa izmedu pacijenata sa

normospermijom i astenospermijom nije dokazana razlika u parametrima OS (tabela 36).
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Tabela 36. Parametri okidativnog statusa kod

muskaraca sa normospermijom i

astenospermiom
. Normospermija Astenospermija
Parametri p
(N-30) (N-16)
SOD, U/L 26,18 (22,63-28,89) 23,9 (22,4-29,3) 0,299
MDA, pmol/L 0,52 (0,47-0,64) 0,58 (0,52-0,65) 0,222
-SH grupe, mmol/L 0,46 (0,41-0,53) 0,41 (0,34-0,46) 0,075

Prikazane su medijane (25-ti i 75-ti percentil). Poredenje je izvrSeno Mann whitney test

U ovom delu ispitivanja analizirali smo i1 vrednosti bioelemenata izmedu
muskraca sa normospermijom i sa svim ostalim nalazima spermograma (tabele 37), kao
1 sa patoloSkim nalazima spermograma pojedinacno (38). U tabelama su prikazane
medijane. Vrednosti bioelemenata kod muskaraca sa normospermijom bile su sli¢ne

vrednostima kod muskaraca sa patoloskim nalazom spermograma.

Tabela 37. Vrednosti bioelemenata kod musSkaraca sa normospermijom 1 ostalim

dijagnozama
Bioelementi, Normospermija Ostali nalazi
mmol/l (N-30) (N-20) P
Mg 1,33 (1,23-1,43) 1,39 (1,32-1,45) 0,169
Cu 0,017 (0,016-0,018) 0,017 (0,015-0,018) 0,213
Zn 0,12 (0,10-0,12) 0,11 (0,11-0,12) 0,774
Se 0,0012 (0,0010 -0,0013) | 0,0010 (0,0012-0,0015) | 0,389

Prikazane su medijane (25-ti i 75-ti percentil). Poredenje je izvrSeno Mann whitney test

U tabeli

38 prikazane

su vrednosti

bioelemeata kod musSkaraca

normospermijom 1 musSkaraca sa patoloSkim nalazima spermograma: oligospermijom,
teratospermijomi astenosperijom. Dokazana je statistiCki znaCajna razlika samo u

koncentraciji Mg izmedu pacijenata sa normalnim nalazom 1 pacijenata sa

oligospermijom. Pacijenti sa dijagnozom oligospermije imaju znacajno Vvise

koncentracije Mg u odnosu na pacijente sa dijagnozom normospermije.
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Tabela 38. Bioelementi kod muskaraca sa normospermijom i oligospermijom,

teratospermijom i astenospermijom

0,031 0,441

0,383 0,682 0,512
0.885 0,660 0,825
0,574 0,216 0.369

Poredenje je izvrseno Mann whitney test

Vrednosti toksi¢nih metala uporedeni su izmedu pacijenata sa razli¢itim nalazima

spermograma. Vrednosti toksi¢nih metala Cd, Hg i1 Pb nisu se razlikovale izmedu

muskaraca sa normalnim nalazom spermograma i onih sa patoloskim nalazima (tabela

39). Ni kada smo patoloske nalaze poredili pojedinacno sa normalnim nalazom nije bilo

znacajne razlike (tabela 40).

Tabela 39. Vrednosti toksicnih metala kod muSkaraca sa normospermijom i ostalim

nalazima spermograma

0,004 (0,004-0,010)

0,001 (0,004-0,004)

0,006 (0,004-0,009)

0,008 (0,004-0,010)

0,292

0,08 (0,04-0,174)

0,12 (0,07-0,22)

0,313

Prikazane su medijane (25-ti i 75-ti percentil). Poredenje je izvrSeno Mann whitney test
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Tabela 40. Toksi¢ni metali kod muskaraca sa normospermijom i oligospermijom,

teratospermijom i astenospermijom

Toksitui Normospermija/ | Normospermija/ | Normospermija/
. Oligospermija Teratospermija | Asthenospermija
metali
p p p
Hg 0,244 0,247 0,244
Pb 0,326 0,481 0,174
Se 0,400 0,523 0.398

Poredenje je izvrseno Mann whitney test

Ispitivali smo ishod postupka vantelesnog oplodenja: broj fertilisanih jajnih celija,
stopu fertilizacije i ishode trudnoéa kod zenskih partnera u zavisnosti od nalaza

spermograma muskaraca.

Nije pronadena statisticki znacajna razlika u broju fertilisanih jajnih ¢elija. Stopa
fertilizacije bila je ve¢a kod partnerki ispitivanih muskaraca sa normospermijom u odnosu
na ostale nalaze spermograma (tabela 41). Kod 40% partnerki ispitivanih muskaraca koji
su imali normalan nalaz spermograma, doslo je do trudnoce, dok je u grupi pacijenata sa
patoloskim nalazima spermogram procenat trudnoce bio 44,4%, Sto nije bilo statisticki

znacajno (p=0,756).

Tabela 41. Broj fertilisanih jajnih ¢elija 1 stopa fertilizacije kod partnerki muSkaraca sa

normospermijom i ostalim nalazima spermograma

Parametri Normospermija Ostali
(N-30) (N-20) =
l’3r."fert111san1h jajnih 2.5 (1.8-5.6) 2.5 (1,0-6.,0) 0,955
Celija
Stopa fertilizacije, % 68,0 (39,1-100,0) 50,0 (25,2-74,6) 0,102

Prikazane su medijane (25-ti i 75-ti percentil). Poredenje je izvrSeno Mann whitney test

Kod ukupno 18 ispitivanih parova doslo je do trudnoc¢e. Kod partnerki muskaraca

koji su imali normalan nalaz spermograma u 83,3% trudnoca je zavrSena porodajem. Kod
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62,5% parova gde su muskarci imali patoloske nalaze dijagnoze ishod je bio porodaj i to

je bilo zna¢ajno manje u odnosu na prethodnu grupu (p=0,034).

Tabela 42. Broj fertilisanih jajnih ¢elija i stopa fertilizacije kod partnerki muskaraca sa

nalazom normospermije i oligospermije

. Normospermija Oligospermija
P
arametri (N-30) (N-17) p
]?r:.fertlllsanlhjajnlh 2.5 (1.8-5.6) 2.5 (1.0-6.0) 0.864
celija
Stopa fertilizacije, % 68,0 (39,1-100,0) 50,0 (25,2-74,6) 0,475

Prikazane su medijane (25-ti i 75-ti percentil). Poredenje je izvrSeno Mann whitney test

Kada smo poredili ishod vantelesnog oplodenja: broj fertilisanih jajnih celija i
stopu fertilizacije partnerki musSkaraca sa normospermijom i oligospermijom nismo
pronasli statisti¢ki zna¢ajnu razliku (tabela 42). Sto se ti¢e ishoda trudnoca, kod 40%
partnerki muskaraca sa normalnim nalazom spermograma doslo je do trudnoce, au 83.3%
trudnoca je zavrSena porodajem. Kod 37,5% partnerki muskaraca sa snizenim brojem
spermatozoida- oligospermijom, zabeleZena je trudnoca, dok je kod 50% pacijentkinja
ishod bio porodaj. Dokazana je statisticki znacajna razlika u porodajima izmedu dve

ispitivane grupe (p=0,013).

Tabela 43. Broj fertilisanih jajnih ¢elija i stopa fertilizacije kod partnerki muskaraca sa

normospermijom i teratospermijom

Parametri Normospermija Teratospermija
(N-30) (N-12) p
R 2,5 (1.8-5.6) 2,0 (1,0-3,0) 0,160
celija
Stopa fertilizacije, % 68,0 (39,1-100,0) 50,0 (25,0-75.0) 0.160

Prikazane su medijane (25-ti i 75-ti percentil). Poredenje je izvrSeno Mann whitney test

Kada smo poredili ishod potupka VTO kod partnerki muskaraca sa
normospermijom 1 teratospermijom nismo nasli znacajnu razliku izmedu ispitivanih
grupa muskaraca u odnosu na stopu fertilizacije i broj fertilisanih jajnih ¢elija partnerki

(tabela 43). Od svih trudnoc¢a postignutih kod ispitivanih parova, u 83,3% zabelezen je
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porodaj kod parova kod kojih su muski partneri imali nalaz normospermije, dok je kod

50% parova gde su muskarci imali teratospermiju ishod bio porodaj (p=0,020).

Tabela 44. Broj fertilisanih jajnih ¢elija 1 stopa fertilizacije kod partnerki muskaraca sa

normospermijom i astenospermijom

Stopa fertilizacije, %

Parametri Normospermija Astenospermija
(N-30) (N-16) P
AR 2,5 (1,8-5,6) 25(10-58) | 0990
Celija
68,0 (39,1-100,0) 35,7 (25,0-68,6) | 0,034

Prikazane su medijane (25-ti i 75-ti percentil). Poredenje je izvrSeno Mann whitney test

Kod partnerki muskaraca koji su imali nalaz astenospermije zabeleZena je

statisticki znacajno niza stopa fertilizacije u odnosu na partnerke musSkaraca sa

normospermijom (p=0,034). Kod partnerki muskaraca koji su imali normalan nalaz

spermograma ishod trudnoce bio je porodaj kod 83.3%, dok je kod 50% parova kod kojih

su muski partneri imali nalaz teratospermije trudnoca je zavrSena porodajem u (p=0,020).
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5. DISKUSIJA

Pretpostavlja se da fizioloSki odnosno niski nivoi ROS mogu da imaju regulatornu
ulogu u reproduktivnim procesima (119,159), medutim razumevanje uloge ROS u
zenskom infertilitetu 1 dalje je nepotpuno. Uspeh ili neuspeh ART postupaka zavisi od
viSe faktora medu kojima je uzrok infertiliteta, kao 1 primenjeni protokol kontrolisane
ovarijalne stimulacije i dr. Koji ¢e se protokol kontrolisane ovarijalne stimulacije
primeniti (dugi, kratki sa GnRH agonistima ili antagonistima) zavisi od viSe faktora,
medu kojima su: godine starosti, bazalni hormosnki status, broj antralnih folikula,
odgovor na prethodnu stimulaciju jajnika i dr. Vrednost FSH 3. dana ciklusa, kao i E2
Siroko su u upotrebi kao prognosticki test za ovarijalnu rezervu (160-162). Razvoj
imunoeseja za proteinske hormone kao $to je AMH dovela je do njegove rastuce upotrebe
u predikciji ovarijalne rezerve (163). Veéa vrednost FSH 1 E2 u folikularnoj fazi udruzena
je sa losim ovarijalnim odgovorom (161,162, 165), dok je ve¢a vrednost AMH udruzena
sa dobrim ovarijalnim odgovorom (165). GnRH antagonisti imaju nekoliko prednosti u
odnosu na GnRH agoniste kao $to su znacajno krace trajanje tretmana, ukupne doze
gonadotropina koriS¢ene u stimulaciji 1 manji rizik od razvoja sindroma ovarijalne
hiperstimulacije (166,167). Ipak njihov uticaj na ishod IVF 1 stope trudnoca je
kontraverzan (168,169). Stoga smo u prvom delu studije hteli da ispitamo uticaj razlicitih
protokola stimulacije na broj i kvalitet jajnih ¢elija, broj fertilisanih jajnih ¢elija, stopu

fertilizacije, kvalitet embriona 1 ishod trudnoca.

U nasoj studiji, protokoli stimulacije odredivani su individualno. Primenjivali smo
kratak protokol, zatim kratak protokol sa pretretmanom kontraceptivima i dugi protokol.
Zene sa primenjenim kratkim protokolom stimulacije bile su starije od grupe sa dugim
protokolom stimulacije, imale su viSe bazalne nivoe FSH i niZe vrednosti AMH. Ti podaci
ukazuju na smanjenu ovarijalnu rezervu kao moguci ¢es¢i uzrok infertiliteta u ovoj grupi,
a 1 pokazano je da je u 32,2% slucajeva to bio poremecaj ovarijalne funkcije, Sto je u
naSem radu bio i1 najceS¢i uzrok infertiliteta u ovoj grupi. Grupe pacijentkinja sa
primenjenim kratkim protokolom stimulacije imale su 1 manji broj jajnih ¢elija, a samim
tim 1 manje zrelih jajnih ¢elija. Ovo se moze objasniti time §to je dugi protokol primenjen

kod mladih pacijentkija i onih sa nizim vrednostima FSH i viSim vrednostima AMH.
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Kvalitet embriona, stope fertilizacije i stope klinickih trudnoca i porodaja bile su slicne
kod svih primenjenih protokola. Ovakve rezultate pokazala je i meta analiza koja je
obuhvatala pet randomizovanih ispitivanja, porede¢i protokole GnRH agonista i
antagonista, 1 pokazala je sli¢ne stope implantacija i trudnoca po ciklusu u oba protokola
(170). I druge randomizovane studije nisu nasle znacajnu razliku u stopi klini¢kih
trudnoc¢a (167, 171). Takode je pokazano da nema razlike u stopama porodaja kod

tretmana GnRH agonista u poredenju sa GnRH antagonistima (172).

Ovarijalna stimulacija, koja podrazumeva primenu razli¢itih doza gonadotrpina, a
koja prethodi IVF postupku predstavlja stres u izvesnom smislu. U kombinaciji sa
genetskom predispozicijom i zivotnim navikama, ishod IVF moze da bude znacajno
promenjen stresom 1 prirodnim mehanizmima odbrane neophodnim da ga savladaju
(173). Ovarijalna stimulacija moZe da ima direktan uticaj na markere oskidativnog stresa;
IVF ciklusi udruzeni su sa produkcijom ROS i poremecajem ravnoteze oksidant-
antioksidant, dovode¢i do smanjene zastite od oksidacije (174). U naSem istrazivanju
pokazali smo da ovarijalna stimulacija u IVF postupku izaziva oksidativi stres, §to moZze
da se detektuje u serumu. Nalazi Younis i sar. (175) pokazali su takode da ovarijalna
stimulacija ima uticaj na produkciju SOD, GPx i IL-6. Sto se ishoda postupaka tice,
pokazali smo da pacijentkinje bez OS posle ovarijalne stimulacije imaju bolji ishod
postupka. Kada smo poredili efekte razliitih protokola stimulacije na parametre
oksidativnog stresa, aktivnost SOD bila je smanjena posle stimulacije, dok je
koncentracija MDA i1 —SH grupa bila povisena. Ipak, vednosti SOD, MDA 1 —SH grupa
nisu se znacajno razlikovale kod pacijentkinja sa primenjenim razli¢itim protokolima
stimulacije, $to je u saglasnosti sa Aurreokoetxea 1 sar. (174). U studiji Pallini S i sar.
(91), ispitivane su koncentracije antioksidanata u plazmi Zena podvrgnutih IVF/ICSI
postupku, uz dugi protokol sa GnRH-a, pre pocetka tretmana, po supresiji hipofize GnRH
agonistima 1 na dan aspiracije folikula. Nije bilo znacajnih promena bazalnog profila
antioksidanata posle supresije hipofize agonistima GnRH u poredenju sa vrednostima pre
tretmana. Ipak, kada su poredene koncentracije antioksidanata u serumu posle stimulacije
GT kod Zena podvrgnutih IVF sa onima u folikularnoj fazi prirodnog ciklusa, pokazano
je da stimulacija dovodi do poremeceja oksidant-antioskidant ravnoteze dovodeci do

smanjenih koncentracija antioskidanata u plazmi 1 smanjenja zastite od oksidacije u
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serumu (176). Ovaj zakljucak je u skladu i sa rezultatima u nasoj studiji, a smanjenje
antioskidanata posle stimulacije moze da bude uzrokovano i administracijom
gonadotropina. U studiji Oral i sar. nivoi MDA bili su nizi u grupi pacijenkinja kod kojih
je postignuta trudnoca, Sto sugeriSe da MDA moze da se koristi kao prediktivni marker
uspeha IVF postupka (177). Suprotno naSem nalazu, neke studije koje su ispitivale odnos
izmedu oksidativnog stresa i ovarijalnog odgovora na stimulaciju gonadotropinima u IVF
ciklusima pokazale su da ovarijalna stimulacija uzorkuje povecanje aktivnosti
antioksidanata (177). U jednoj studiji zakljuceno je da je oksidativni stres povoljan za
ishod ovarijalne stimulacije, dok je visi ukupni antioksidativni status u plazmi bolji za

postizanje trudnoca (178).

U IVF postupcima koristi se kontrolisana ovarijalna stimulacija sa poviSenim
dozama gonadotropina da bi se stimulisao razvoj multiplih folikula u jednom ciklusu. To
omogucava dobijanje veceg broja jajnih celija, kao i embriona za transfer ili za
zamrzavanje (179). U drugom delu istrazivanja analizirali smo 1 uticaj doze
gonadotropina na razliite parametre. Vrednosti AMH bile su zna¢ajno viSe u grupi sa
nizim dozama GT, §to je bilo 1 ocekivano. Pacijentkinje sa primenjenim niskim 1 visokim
dozana GT nisu imale znacajno razlicit broj 1 kvalitet jajnih ¢Celija, broj fertilisanih jajnih
¢elija, kao ni stope fertilizacije. Grupa pacijentkinja sa nizim dozama GT imala je neSto
veci procenat embriona A klase, ali nije bilo statisticki znacajno. Takode nije bilo razlike
u parametrima OS izmedu ove dve grupe. lako su neke ekspreminetalne studije predlagale
da protokol sa GnRH antagonistima moZe nepovoljno da uti¢e na folikulogenezu, humane
studije nisu pronasle negativne efekte na rastuce folikule (180,181). Procenjivan je 1
Stetan efekat egzogenih gonadotropina na razvoj embriona. Studija koja je poredila
kvalitet embriona u prirodnim 1 stimulisanim ciklusima sa dugim protokolom nije nasla
razliku u stopama fertilizacije, kapacitetu razvoja (broju blastomera) i stepenu
fragmentacije embriona (177). Pored toga, ekscesivan odgovor na ovarijalnu stimulaciju

nema negativan uticaj na kvalitet embriona (172).

U treCem delu rezultata ispitivali smo uticaj oksidativnog stresa na razliCite
parametre podelivsi pacijentkinje u grupu sa i bez OS pre zapocinjanja KOS. Od
demografskih karakteristika znacajna je bila razlika u procentu pusaca, oksidativni stres

je postojao kod 33.9% pacijentkinja koje su puSile. I doze gonadotropina bile su nesto
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veée kod pacijentkinja koje su bile pusaéi, ali nije postojala zna¢ajna razlika. Zivotne
navike kao Sto je puSenje cigareta takode su povezane sa oksidativnim poremecajima,
koji mogu negativno da uti¢u fertilitet. Stetan efekat cigareta na reproduktivni ishod je
najverovatnije multifaktorijalan. Tek od nedavno se OS smatra bitnim faktorom
infertiliteta udruzenog sa puSenjem. Udahnuti dim sadrzi slobodne radikale i broje
toksicne supstance. PusSenje, a cak 1 pasivno izlaganje dimu cigareta dovodi do
produzenog vremena koncepcije 1 infertiliteta u prirodnim, a i IVF ciklusima (182). U
drugim studijama zapazena je smanjenja stopa fertilzacije kod puSaca (183). Dim cigarete
znacajan je izvor egzogenog OS koji deluje na folikularnu mikrosredinu. Tiboni i sar (183)
pronasli su povecane nivoe folikularne lipidne peroksidacije udruzene sa izlaganjem
duvanskom dimu sa paralelnim smanjenjem lokalnog antioskidativnog kapaciteta.

Oksidativni stres bio je evidentniji 1 u folikularnoj te¢nosti zena koje su pusile (184).

Kod ispitivanih pacijentkinja, manji procenat je imao poviSene parametre
oksidativnog stresa pre stimulacije. U grupi pacijentkinja sa prisutnim OS pre pocetka
stimulacije pronasli smo da je bila potrebna veéa doza GT za stimulaciju. Sto se ti¢e broja
jajnih ¢elija, kvaliteta jajnih ¢elija, broja fertilizovanih jajnih ¢elija i procenta fertilizacije
nismo nasli znac¢ajnu razliku izmedu ispitivanih grupa. Ipak, ekscesivni nivoi ROS prema
nekim istraZivanjima mogu biti Stetni za oocite. Nedavno su Choi 1 saradnici pokazali da
OS uzrokuje promene u formiranju deobnog vretena u metafazi Il oocita miseva (185),
Sto moze da rezultuje disperzijom hromozoma i izostankom normalne fertilizacije, Sto je
direktno povezano sa ishodom IVF (85). Seino i saradnici su 2002. godine objavili vise
dokaza koji sugeriSu patoloSku ulogu visih nivoa ROS u IVF, takode povezujuéi ga sa
kvalitetom oocita i razvojem embriona (120). Folikularna tecnost koja okruzuje oocite
moze se smatrati biolo§kim ,,prozorom* koji odrazava metabolicke i hormonske procese
u mikrosredini oocita. Na§ nalaz mogao bi se objasniti time da folikularna te¢nost sadrzi
1 visoke koncentracije antioksidanata, koji Stite oocite od ROS-indukovanog ostecenja, a
takode razvojna sposobnost oocita dobijenih u IVF je multifaktorijalni proces i ne moze
se pripisati samo OS (69). U naSoj studiji nije bilo razlike ni u broju fertilisanih jajnih
¢elija, niti stope fertilizacije izmedu pacijentkinja sa i bez poviSenih parametara
oksidativnog stresa. Medutim, meta-analiza Agrawal 1 sar. (186) analizirala je devet

studija koje su ispitivale ulogu ROS u ishodu IVF i ukazala da su nivoi ROS u negativnoj
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korelaciji sa stopama fertilizacije u IVF postupku. Razlika u nalazima moze da se objasni
razli¢itim uzrocima infertiliteta, broju pacijentkinja ili fizioloSkom ulogom ROS u

kapacitaciji i fertilizaciji.

Sto se embriona tige, ekscesivno stvaranje ROS desava se u kriti¢nim trenucima
zbog povecanih energetskih potreba, kao $to je aktivacija genoma embriona, embrionalna
kompakcija i hecing (187). Interesenatno je da su Goto i saradnici otkrili da je produkcija
ROS bila povecana kod embriona kultivisanih u in vitro uslovima u poredenju sa onima
in vivo (65). Ipak, IVF postupak nikad ne moZze da imitira potpuno fiziologiju in vivo, te
je neizbezno stvaranje ROS, a pored toga i nedostaju antioksidansi prisutni u tubarnoj
teCnosti, koji deluju kao prirodna fizioloska odbrana protiv OS. Oksidativni stres moze
biti uklju€en u poremecen razvoj ili zastoj u rastu embriona (64) koji su pripisani
indukovanm oStecenju ¢elijske membrane, oStecenju DNK i apoptozi. Apoptoza rezultuje
fragmentacijom embriona, koji imaju ograni¢en potencijal za implantaciju i stoga
rezultuju loSim reproduktivnim ishodima (188). Povecana fragmentacija embriona i
smanjena stopa klivaza mogli bi se delimi¢no pripisati ranom izlaganju embriona visokim
nivoima ROS u ICSI ciklusima (189). Pacijentkinje u naSem istrazivanju, kod kojih nisu
bili poviSeni markeri OS, imale su neSto viSe embriona kvaliteta A od onih sa prisutnim
OS, ali nije bilo statisticki znacajno. U studiji Fujimoto 1 sar. (190) nije pronadena
znaCajna korelacija izmedu derivata lipidne peroksidacije i aktivnosti enzimskih
antioksianata i kvaliteta embriona. Ovo se razlikuje od studije Jana S. i sar. (191) koji su

pronasli vece nivoe ROS kod embriona losijeg kvaliteta.

Kada su u pitanju bili ishodi IVF postupaka kod ispitivanih pacijentkinja, trudnoca
je zabelezena kod 47,1% pacijentkinja bez OS za razliku od 42,9% pacijentkinja sa OS,
pre zapocinjanja stimulacije, ali procenat porodaja, spontanih pobacaja kao i biohemijskih
trudno¢a bio je slican. U grupi pacijentkinja koje nisu imale poviSene parametre
oksidativnog stresa ni posle stimulacije procenat porodaja bio je znacajno veci, dok je
procenat pobacaja 1 biohemijskih trudnoca bio manji nego u grupi sa prisutnim
oksidativnim stresom. Medutim, rezultati studija se razlikuju, dok se u studiji Younis i
sar. (173) vrednosti markera oksidativnog stresa nisu razlikovale u grupi ispitivanih
pacijentkinja koje su postigle koncepciju i onih koje nisu, Oral i sar. (174) pronasli su da
su nivoi MDA bili nizi u grupi pacijentkinja koje su postigle koncepciju. Studija Velhut
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i saradnika (176) ispitivala je 1 intrafolikularni i sistemski oksidativni stres i
antioskidativni odgovor na ovarijalnu stimulaciju i ishod ICSI postupka. Odredivana je
koncentracija peroksida i ukupan antioskidativni odgovor u folikularnoj tecnosti i plazmi.
PoviSeni intrafolikularni parametri oksidativnog stresa bili su u pozitivnoj korelaciji sa
ishodom ovarijalne stimulacije: kori§¢ena je manja doza GT za stimulaciju, dobijeno je
viSe oocita i vece koncentracije estradiola su postignute. Veci antioksidativni odgovor u
krvi bio je povezan sa ve¢im procentom klinickih trudnoc¢a. Jo§ jedna studija koja je
konzistentna sa nasim nalazima je studija Bedaiwy i sar. (192) koja je pokazala negativnhu
korelaciju izmedu ROS nivoa u folikularnoj te¢nosti i trudnoéa, kao i pozitivnu korelaciju
izmedu ukupnog antioksidativnog kapaciteta (TAC) i trudnoéa. Ovih nekoliko studija
pokazalo je da je antioskidativni status u pozitivnoj korelaciji sa stopama trudnoca (192,
193), kao i da je poviSen antioksidativni status u plazmi povoljan za postizanje klinicke

trudnoce (176).

Sto se ti¢e pobadaja procenta je bio skoro identi¢an u obe grupe pre stimulacije,
medutim kada je poreden oksidativni status posle stimulacije, u grupi koja ni tada nije
imala poviSene markere oksidativnog stresa nije zabelezen ni jedan spontani pobacaj u
odnosu na grupu sa OS, dok je bilo viSe biohemijskih trudnoca. Iako se malo zna o
faktorima koji utiCu na fertilitet i rani gubitak trudnoce, postoji dovoljno dokaza da se
pretpostavi da OS moZe da ima ulogu u vremenu 1 odrZavanju viabilne trudnoce.
Pronadena je negativna korelacija lipidnog hidroperoksida kod pacijentkinja sa ranim
gubitkom trudnoce, $to ukazuje na visoku osetljivost na lipidnu peroksidaciju (194).
Smanjena detoksikaciona sposobnost GPx moze se povezati sa spontanim pobacajima i
rekurentnim gubicima trudnoca (195). Kod rekurentnih gubitaka trudnoca pronadeni su
poviseni nivoi GSH 1 lipidnih peroskida u plazmi, kao i sniZeni nivoi vitamina E i beta
karotena (196,197). Jedna druga studija pokazala je znafajno snizene nivoe
antioksidativnih enzima GPx, SOD 1 katalaze kod Zena sa idiopatskim rekurentnim

gubicima trudnoca, pored pronadenih visokih nivoa MDA (198).

Studije koje su ispitivale bioelemente i toksicne metale u infertilitetu imaju
kontraverzne rezultate, a za neke elemente 1 veoma oskudne (199-201). U Cetvrtom delu
naSeg ispitivanje hteli smo da ispitamo da li bioelementi i/ili toksi¢ni metali uticu na bilo

koju fazu u IVF postupku. Nije bilo korelacije izmedu koncentracije bioelemenata 1 broja
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oocita, kao ni sa brojem fertilisanih jajnih ¢elija, osim viSih koncentracija bakra, koje su
bile u direktnoj korelaciji sa ve¢im brojem fertilisanih oocita. Sli¢ni rezultati dobijeni su
u nedavnoj studiji Ingle 1 sar. (202) koji su ispitivali korelaciju izmedu bioelemenata u
folikularnoj tecnosti, kao i u urinu i1 ishoda IVF postupaka. U ovoj studiji prosecan broj
oocita bio je u korelaciji sa viSim koncentracijama Cu u urinu. Takode, u njihovoj studiji
koncentracije Zn u folikularnoj te¢nosti bile su u obrnutoj korelaciji sa prose¢nom stopom

fertilizacije, a nije bilo korelacije sa stopama implantacije, trudnoca niti zivorodenosti.

Kod nasih pacijetkinja sa pozitivnim ishodom, pronasli smo znacajno nize
koncentracije Mg, dok su prosecne koncentracije Cu bile nesSto viSe, a prosecne
koncentracije Zn i Se nesSto nize u odnosu na pacijentkinje kod kojih nije doslo do
trudnoce, ipak bez statisticke znagajnosti. Sto se ti¢e ishoda trudnoéa postojala je zna¢ajna
korelacija izmedu niZe koncentracije magnezijuma i porodaja. Pacijentkinje kod kojih se
trudnoca zavrsila porodejem imale su nize koncentracije Mg i Cu u poredenju sa onima
kod kojih je doslo do pobacaja. Magnezijum se vezuje za ¢elijske membrane i stabilizuje
ih, kao i za proteine i nukleinske kiseline (203). Takode Stiti lipoproteine od oskidatvnog
stresa (204). Ipak, u literature nema podataka o udruZenosti magnezijuma sa ishodom IVF
postupaka. U jednoj studiji pokazano je da su pacijentkinje kod kojih je doslo do trudnoce
posle IVF postupka imale niZe nivoe bioelemenata, ukljucujuci i magnezijum u poredenju
sa zenama koje su ostale prirodno trudne (205). Ovo je delimi¢no u skladu sa nasim
rezultatima. Grossi 1 saradnici pronasli su blagi pad koncentracije magnezijuma u serumu
kod Zena u postupku kontrolisane ovarijalne stimulacije (206). Medutim, u studiji Bloom
1 sar (152) koncentracije Mg bile su vece kod Zena koje su postigle trudnoc¢u, dok su

koncentracije Zn bile nize kod trdunih Zena, ali ne znacajno.

Cink je nedavno prepoznat kao vazan faktor koji je neophodan u zavrSavanju
mejoze i aktivacije oocita in vitro (207, 208) kao i u rupture folikula i zavrSavanju mejoze
in vivo (208). Ipak, posledica nedostatka cinka tokom finalnog perioda oogeneze na
metilaciju hromatina, fertilizaciju 1 preimplantacioni razvoj nije ispitivana, iako se zna da
nedostatak cinka smanjuje metilaciju hromatina u drugim tkivima (209). U studiji Thian
1 Diaz (210) pronasli su da su DNA metilacija i neki transkripcioni faktori znacajno
smanjeni u oocitima miseva koji su imali smanjenu koncentraciju cinka. Ispitivan je i

uticaj niske koncentracije cinka na fertilizacioni potencijal. Stopa fertilizacije bila je
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znacajno sniZzena u grupi sa smanjenom koncentracijom Zn, ali smanjena koncentracija
Zn nije tako uticala na fertilizaciju in vivo. Neke studije nisu nasle razliku izmedu nivoa
Zn u serumu kod infertilnih Zena, niti korelaciju izmedu koncentracije cinka, veliine

folikula, prisustva oocita i fertilizacije oocita (211).

Tolunay i sar. (212) ispitivali su vezu izmedu bioelemenata i toksi¢nih metala u
krvi i folikularnoj te¢nosti pacijentkinja sa neobjasnjenim infertilitetom u postupku IVF.
Odredivane su koncentracije Cd, Pb, Hg, As kao i1 Cu, Zn, Fe. Pronasli su nize stope
trudnoc¢a kod pacijentkinja sa viSim koncentracijama Cu u folikularnoj tecnosti. U naSoj
studiji pacijentkinje sa viSom koncentracijom Cu imale su vise fertilisanih oocita i viSe
trudnoca, ali one kod kojih se trudnoca zavrsila porodajem imale su nize koncentracije
bakra u poredenju sa Zenama koje sui male spontane pobacaje. Bakar je vazan faktor u
reprodukeiji 1 neophodan za razli¢ite metabolicke procese i enzimske reakcije (213),
medutim, zapzeni su i toksi¢ni efekti kod hroni¢nog izlaganja bakru, posebno na

folikularno sazrevanje i razvoj embriona (212).

U nasSem istraZivanju nismo pronasli znacajnu razliku u koncentraciji Se izmedu
Zena sa pozitivnim i1 negativnim ishodom IVF postupka. U literaturi su podaci o selenu i
zenskom fertilitetu oskudni. Paskowski i sar (214) ispitivali su uzorke folikularne tecnosti
1 pronaSli su da pacijentkinje sa nepoznatim uzrokom infertiliteta imaju manje
koncentracije Se u odnosu na one sa tubarnim ili muskim uzrokom. Nedavna studija je
takode pronasla niZe koncentracije Se u serumu i folikularnoj tecnosti kod Zena u
postupku IVF u poredenju sa kontrolnim Zenama (215). Sto se ti¢e trudnoce objavljene
su nize koncetracije Se kod Zena sa pobacajima u prvom trimestru u odnosu na Zene sa

klini¢kim trudno¢ama (216).

Ljudi su tokom Zivota hroni¢no izloZeniniskim nivoima toksi¢nih metala putem
ishrane, vode i vazduha (217), a kada su oni prisutni u krvi ili folikularnoj te¢nosti mogu
da uticu na reproduktivno zdravlje Zene, a samim tim 1 na ishod IVF postupaka (212).
Putem jonske mimikrije esencijalnih elemenata, ulaze u eukariotske Celije, gde deluju
brojnim mehanizmima toksi¢nosti, medu kojima je i nastanak slobodnih radikala,

rezultujuéi oSte¢enjem proteina 1 lipidnom peroksidacijom, modifikuju genetsku
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ekspresiju deluju¢i na DNK metilaciju, remete funkciju citoskeleta i inhibiraju

intracelijsku komunikaciju (218).

U naSem istrazivanju nismo pronasli korelaciju koncentracije toksicnih metala sa
brojem jajnih ¢elija, niti sa brojem zrelih jajnih ¢elija, kao ni brojem fertilisanih jajnih
¢elija. Sli¢an nalaz imala je studija Bloom i saradnika (219) u kojoj nije pronadena
koelacija izmedu teskih metala i zrelih oocita, mada rezultati druge studije ukazuju na
nize stope fertilizacije kod povisenih vrednosti Pb u folikularnoj te¢nosti (152). U studiji
Al- Selaha 1 sar. (220) ispitivan je uticaj Pb, Cd 1 Hg na stope fertilizacije i trudno¢a kod
619 zena koje su bile u IVF postupku. Studija je pronasla obrnuto proporcionalan odnos
izmedu nivoa Pb u krvi i ishoda fertilizacije. Interesantno, pronadeno je da su nivoi Cd u
folikularnoj tecnosti u pozitivnoj korelaciji sa ishodom fertilizacije. Taj nalaz bi moglo
da podrzi objaSnjenje Henson and Chedrese (221) da Cd moZe da ima paradoksalni efekat
na steroidogenezu, deluju¢i na morfologiju ovarijuma- veoma male doze mogu da

stimuliSu biosintezu lutealnog progesterona, a veoma velike doze da inhibiraju.

Kod trudnih pacijentkinja u naSoj studiji pronasli smo i nize vrednosti As i Pb,
dok one koje nisu bile trudne imale su povisene koncentracije Pb i Cd. Koncentracije Cd
bile su nize kod pacijentkinja kod kojih je trudnoc¢a zavrSena porodajem. Svi ovi toksi¢ni
metali imali su u naSem istrazivanju prediktorsku vrednost za postizanje trudnoce. U
multivarijabilnom modelu koji je obuhvatao Hg iz krvi, Pb iz krvi 1 Cd iz urina kao
biomarkere izlaganja medu Zenskom populacijom, Bloom i sar pronasli su smanjenu
verovatnocu od 35 1 33% za klnicke 1 biohemijske trudnoc¢e povezanu sa Hg, dok nije bilo
povezanosti sa dugotrajnom izloZzenoS¢u Pb 1 Cd. Kada su analizirali Cd u krvi pronasli
su smanjenu verovatnoéu od 94% i 82% za klini¢ke i biohemijske trudnoce (219). Zene
koje nisu postigle trdunoc¢u imale su viSe prose¢ne koncentracije Hg i Cd u krvi, sli¢no
kao 1 u naSem istrazivanju, dok su rezultati za Pb bili obrnuti. Tolunay i sar (212) pronasli
su statisticki zna¢ajnu negativnu korelaciju izmedu koncentracija Pb u krvi i MII oocita,
stopa implantacija i klini¢kih trudnoc¢a. Rezultati povezani sa trduno¢ama u skladu su i sa
nasSim istrazivanjem. Longitudinalna studija infertiliteta i okoline (LIFE) nije pronasla
povezanost u koncentracijama Hg u krvi odredivane kod 500 Zena, niti izmedu
koncentracija Pb 1 stopa trudnoca (222). Do sli¢nog nalaza dosla je 1 jo$ jedna studija

(202). Pokazano je da olovo i kadmijum povecavaju slobodne radikale (223), pokazuju
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fizioloski efekat estrogena (224) i menjaju sintezu progesteron (221) S$to moze da ima
negativan uticaj na postizanje trudnoce. Ipak, iako su u naSem istrazivanju pronadene vise
koncentracije Cd i Pb u grupi pacijentkinja kod kojih nije doslo do trudnoce, treba uzeti
u obzir 1 druge faktore koji bi mogli da uti¢u na ishod, kao Sto su smanjen procenat
koncepcije kod pacijentkinja starijih od 35 godina, duze trajanje infertiliteta, kao i
ovarijalni uzrok inefttiliteta, $to je sve 1 u naSem istrazivanju bilo zastupljenije u grupi
pacijentkinja kod kojih nije doslo do koncepcije. Uticaj As na Zenski fertilitet nije joS

uvek dovoljno ispitan niti je jasan.

Povecane koncentracije ROS i OS u muSkom reproduktivnom traktu nepovoljno
deluju na spermatozoide i udruzeni su sa poremecajem u koncentraciji, pokretljivosti i
morfologiji spermatozoida, dovode¢i do pogorSanja parametara spermograma i
sledstvenog infertiliteta (100). Na pojavu OS mozZe uticati na¢in zivota (ishrana, puSenje,
zloupotreba alkohola, preterana fizicka aktivnost), gojaznost, izloZenost toksi¢nim
supstancama (ftalati, pesticidi, toksi¢ni metali), poremecaji u funkciji testisa, kao i
nepoznati faktori (89,225-227). Oksidativni stres mogu da uzrokuju i terapijski postupci
kao Sto su hemioterapija i zracenje, a ¢ak i odredeni postupci ART kao $to su IVF ili IUI

povecavaju OS (124).

U poslednjem delu naSeg istrazivanja odredivali smo u krvi muskih ispitanika
promene koncentracije MDA, aktivnosti SOD 1 -SH grupe, u zavisnosti od prisutnih
poremecaja u spermogramu i vrednosti smo poredlili sa urednim nalazom spermograma.
Nije dokazana znaCajna razlika u ispitivanim parametrima izmedu grupa, iako su
vrednosti MDA bile nesSto nize u grupi sa normospermijom u odnosu na ostale poremecaje
spermatogeneze, dok su vrednosti SOD i1 -SH grupa bile neSto viSe u grupi sa
normospermijom. Kada smo poredili pojedina¢no nalaze normospermije sa patoloskim
nalazima: oligospermijom, teratospermijom i astenospermijom, rezultati su bili isti,
odnosno vrednosti MDA bile su nesto nize, a vrednosti SOD 1 —SH grupa nesto vise u
grupi sa normalnim nalazom spermograma. Ove razlike u vrednostima, iako ne statisticki
znacajne u naSem ispitivanju, moguce zbog malog broja pacijenata, saglasne su sa velikim
brojem drugih studija (227,228). Medutim nalazi studija se razlikuju, u velikom broju

ispitivanja parametri oksidativnog stresa su poviseni kod muskaraca sa infertilitetom, dok
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su parametri antioskidativne zaStite poviSeni ili uopSte nije bilo razlike u njihovoj

aktivnosti, au nekim istrazivanjima ¢ak su bili nizi kod infertilnih muskaraca.

Dostupni podaci o uticaju oksidativnog stresa na spermatozoide uglavnom se
baziraju na merenju nivoa MDA u semenoj tecnosti. Nedavno je pored odredivanja OS u
ejakulatu predlozeno odredivanje parametara oksidativnog stresa u krvi, kao znacajno
sredstvo za procenu reproduktivnog i funkcionalnog kapaciteta spermatozoida (229).
Antioksidativni profil u krvi u odnosu na antioksidativni profil spermatozoida i kvalitet
spermatozoida manje je ispitivan. Korelacija izmedu SOD u krvi 1 broja spermatozoida,
kao 1 glutationa i progresivne pokretljivosti spermatozoida (229) sugeriSe da ovi
parametri mogu da budu vazni biohemijski markeri u proceni kvaliteta spermatozoida,
Sto ¢ini antioksidativni profil iz krvi znacajnim sredstvom zajedno sa profilom ejakulata,u

proceni reproduktivne i funkcionalne sposobnosti spermatozoida.

Ipak, u samo nekoliko studija ispitivan je OS i antioksidativna zastita u plazmi
pacijenata. U studiji Shamsi i sar. (227) ispitivan je oksidativni status infertilnih
pacijenata. Pronadena je pozitivna korelacija izmedu povisenih nivoa MDA 1 abnormalne
morfologije spermatozoida. Huang i saradnici (230) pronasli su vise koncentracije MDA
kod muskaraca sa astenozoospermijom 1 oligozoospermijom u poredenju sa
normosperijom, §to bi bilo konzistentno sa naom studijom. Sto se ti¢e studija koje su
ispitivale oksidativni status 1 antioksidativne parametre samo u semenoj plazmi, nalazi su
bili isti. I u ovim studijama kncentracija MDA bila je viSa kod patoloSkih nalaza
spermograma u odnosu na normalan nalaz (231-233). MDA je jedan od reaktivnih i
mutagenih proizvoda lipidne peroskidacije u semenoj plazmi. Poznato je da toksi¢ni
lipidni peroskidi uticu na koncentraciju spermatozoida, pokretljivost, morfologiju kao 1
da je lipidna peroksidacija udruZena sa loSim kvalitetom spoermatozoida. MDA je
indikator lipidne peroskidacije i moze biti dijagnosticko sredstvo u ispitivanju

infertiliteta, kao 1 prediktor uspeha ART postupaka (226).

Infertilni musSkarci imaju niZe koncentracije antioksidanata u ejakulatu u
poredenju sa fertilnim (227, 233,234), a udruzenost antioksidativnog kapaciteta ejakulata,
oksidativnog oSte¢enja spermatozoida 1 parametara spermograma dobro je

dokumentovana (233,235). Rezultati studije koji su slicni kao u naSem istrazivanju, mada
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statistiki znacajni, pokazali su korelaciju izmedu nivoa SOD u serumu i broja
spermatozoida (227). Ova grupa istrazivaca pronasla je i znacajnu korelaciju izmedu
nivoa GSH u serumu 1 progresivne pokretljivosti spermatozoida kod pacijenata sa
infertilitetom 1 kontrolne grupe. U studiji Benedeti i1 sar. (228) koja je procenjivala
antioksidativni profil u plazmi pacijenata, otkrivene su znacajne razlike izmedu fertilnih
1 infertilnih muskaraca. Infertilni muskarci imali su nize nivoe antioksidanata, koji su bili
u pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom, pokretljivos¢u i morfologijom spermatozoida.
Oni smatraju da je dobar antioksidativni status u plazmi udruZzen sa dobrim
antioksidativnim kapacitetom ejakulata i suprotno. Mahanta i sar. (236) ispitivani nivo
lipidnih peroskida u krvi infertilne grupe bio je znacajno visi nego kod fertilne. U
infertilnoj grupi aktivnost SOD 1 GPX u krvi bila je znafajno niZa u poredenju sa
fertilnom. Nekoliko drugih studija takode je pronasSlo povezanost izmedu nivoa SOD u
serumu 1 patoloskog nalaza spermograma (237, 238), ¢ak i smanjen ukupan

antioskidativni status kod patolosog nalaza (239).

Pored parametara oskidativnog stresa kod muskih parnera, odredivali smo 1
bioelemente i toksi¢ne metale u serumu. Koncentracije toksi¢nih metala i bioelemenata
su obimno proucavane kod muskaraca sa problemom infertiliteta, ali se vrednosti
razlikuju medu autorima. To moze da bude zbog razli¢itih tehnika analize koje su
koriS¢ene, razike u izlozenosti, individualne razlike zavisno od navika itd. U nasem
istrazivanju poredili smo vrednosti mikroelemenata (Mg, Cu, Zn i Se) izmedu muSkaraca
sa normalnim i patoloS§kim nalazom spermograma. Dokazana je razlika u koncentraciji
Mg kada poredimo normalan nalaz spermograma sa patoloskim nalazom. Kada smo
poredili nalaz normospermije pojedinacno sa oligo-, terato- i astenospermijom, samo
pacijenti sa smanjenim brojem spermatozoida (oligospermijom) imali su znacajno vise
koncentracije Mg u odnosu na pacijente sa normalnim nalazom spermograma. Vrednosti
ostalih ispitivanih bioelemenata nisu se razlikovale izmedu grupa. Sto se teskih metala
tice, ni u jednoj od ispitivanih grupa nije nadena statisti¢ki znacajna razlika, iako su nalazi
Hg i Pb bili nesto visi u grupama sa patoloskim nalazom spermograma u odnosu na
normalan nalaz. Ovakav nalaz mogao bi se objasnti malim brojem muskih ispitanika u

naSem istrazivanju.
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Izvestaji poslednjih godina ukazuju da neki bioelementi kao $to su Cu, Se, Zn, Mg
1 Mo, koji su inace esencijalni metali, mogu da imaju i negativan efekat ma musku
reprodukciju, zavisno od njihovih koncentracija. Mg je bioelement neophodan za
normalnu funkciju spermatozoida. Visoki nivoi Mg povezani su u nekim istrazivanjima
sa poremecéenim parametrima spermograma, Sto je u skladu i sa naSim istrazivanjem (240,
241). Studija Saglama 1 sar. (242) ispitivala je uticaj bioelemenata na muski fertilitet i
obuhvatila je 85 muskaraca sa problemom infertiliteta kojima su uzimani uzorci krvi,
ejakulata 1 urina. Kada su nalazi spermograma grupisani prema kriterijjumima WHO na
normospermiju, oligospermiju i azoospermiju, pronadena je statisticki znacajna razlika
kod ispitivanih Zn, Ca, Al, Cu, Mg, Se. Koncentracije Zn u serumu bile su nize kod
pacijenata sa azoospermijom, koncentracija Cu bila je viSa u serumu pacijenata sa
astenospermijom, dok je koncentracija Mg bila je niza u ejakulatu pacijenata sa
azoospermijom nego sa normosperijom, medutim vrednosti Mg u ovoj studiji u uzorcima
seruma bile su iste kod pacijenata sa azoospermijom i normosperijom. U nekim studijama
nivoi Zn u ejakulatu bili su u pozitivnoj korelaciji sa koncentracijom i pokretljivoséu
spermatozoida dok u drugim studijama nisu (139), kao $to je slucaj i sa naSom. Cink je
vazan u nekoliko aspekata musSke reprodukcije, njegove koncentracije visoke su u
genitalnim organima muskaraca u poredenju sa drugim tkivima 1 teCnostima u telu. Jedna
grupa autora pronasla je da su koncentracije cinka u semenoj plazmi bile nize kod
muskaraca sa idiopatskim infertilitetom u poredenju sa kontrolnom grupom. Takode je
pronadeno da muskarci sa oligospermijom imaju blago sniZzene koncentracije cinka u
semenoj plazmi u poredenju sa onima sa normospermijom (138). Tako je uloga Se u
humanoj reprodukciji obimno ispitana, nalazi o udruZenosti kvaliteta spermatozoida 1 Se

u bioloskim tecnostima su inkonzistentni (242).

Pb, Cd i Hg su toksi¢ni metali koji se normalno nalaze u kori zemlje. Izlaganje
ovim metalima obi¢no je akcidentalno, kod profesionalnog izlaganja, putem unosa
zagadene vode 1 hrane ili udisanjem zagadenog vazduha. Najveci broj istrazivanja o
njihovom uticaju su studije na Zivotinjama ili epidemioloske i profesionalne izloZenosti,
koje obi¢no obuhvataju izlaganje veéim koncentracijama, Sto se ne deSava u opstoj
populaciji. Zbog Siroke rasprostranjenosti izlaganja ovim metalima pocela su istraZivanja

1 0 uticaju nizeg nivoa izlaganja.
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Prirodni nivoi Pb su niski, ali zbog razli¢itih zagadenja, povecan je sadrzaj olova
u okolini. U neprofesionalnom okruzenju najces¢e se unosi hranom i vodom. Pb se
nakuplja u krvi, mekim tkivima 1 kostima, a takode i u muskim reproduktivnim tkivima
(243). Izlaganje niskim nivoima Pb bilo je udruzeno sa negativnim uticajem na
reproduktivnu funkciju musSkaraca u nekoliko studija. U jednoj studiji muskarci sa nizim
koncentracijama Pb imali su veci broj spermatozoida i pokretljivost (244), dok je u studiji
Talisman 1 sar. (245), pronadeno je da je nivo Pb u krvi pozitivno udruzen sa patoloskim
formama spermatozoida. Drugi nalazi se razlikuju od naSe studije. Meeker 1 sar. (246)
procenjivali su odnos izmedu izlaganja ekoloskim nivoima multiplih metala i parametra
kvaliteta spermograma, nadena udruZenost ispitivanih metala i parametara spermograma,
osim molibdena. Xu i sar. (229) ispitivali su koncentracije Cd, Pb, Se 1 Zn u krvi i

ejakulatu muskarca i nisu pronasli uticaj Pb na kvalitet spermatozoida.

Kod ljudi metil Hg pronadena je u ejakulatu (247) 1 ti nivoi bili su povezani sa
lo§im reproduktivnim ishodima kod muskaraca. Muski partneri sa abnormalnim
parametrima spermograma, imali su znacajno vise vrednosti Hg u krvi od onih koji su bili
fertilni, Sto je u skladu i sa naSom studijom. U studiji sprovedenoj u Hon Kongu, nivo Hg
u ejakulatu bio je u pozitivnoj korelaciji sa abnormalnom morfologijom spermatozoida 1
u negativnoj sa pokretljivoscu (248). Medutim studija na ribarima koji su imali poviSene
vrednosti metil Hg nije pokazala povezanost sa parametrima spermograma, kao ni studija
u USA (246). MozZe se zakljuciti da kod muskaraca nesto vise koncentracije Hg u krvi

mogu da imaju odreden uticaj na parametre spermograma.

Nekoliko studija ispitivalo je izlaganje niskim koncentracijama Cd 1 uticaj na
kvalitet spermatozoida. lako u neSem istrazivanju nismo nasli korelaciju izmedu
koncentracija Cd i1 parametara spermograma, studije muskaraca sa problemom
infertiliteta pokazale su korelaciju viSih koncentracijea Cd sa smanjenom pokretljivoséu

spermatozoida, kao i sa nizim brojem spermatozoida (249,250).

Na kraju ovog dela ispitivanja poredili smo broj oplodenih jajnih Celija, stopu
fertilizacije 1 ishod trudnoc¢a kod partnerki ispitivanih muSkaraca u zavisnosti od nalaza
spermograma. Broj ferilizovanih jajnih ¢elija nije se razlikovao izmedu grupa, dok je

stopa fertilizacije bila veca u grupi sa normospermijom u odnosu na patoloski nalaz
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spermograma, dok je u grupi sa astenospermijom stopa fertilizacije bila statisticki
znacajno niza nego kod normalnog nalaza. Stopa trudnoca nije se razlikovala izmedu

grupa, ali je stopa porodaja bila visa u grupi sa normospermijom.

Iako se spermogram rutinski analizira, ne dobijamo informaciju o funkcionalnom
kapacitetu spermatozoida. Ni jedan parameter spermograma sam po sebi ne moze
predvideti moguénost uspeha ART postupaka, ipak, procenat spermatozoida sa
normalnom morfologijom, u pozitivnoj je korelaciji sa stopama fertilizacije 1 stopama
trudnoca u IVF (251, 252), §to je pokazalo 1 naSe istrazivanje. lako se stope fertilizacije
znacajno razlikuju kod nalaza normospermije u poredenju sa patoloskim nalazim
spermograma, neke studije nisu nasle povezanost (253, 254). Osim toga, kod pacijenata
sa teSkom teratospermijom (255) 1 oligo ili azospermijom (256), DNA fragmentacija
spermatozoida i stepen aneupliodija bio je znacajno veci, a pronaden je 1 veéi procenat
aneuploidija u embrionima (257). Cak i sa ovim nalazima moze doéi do fertilizacije, ali

su stope pobacaja znatno vece (258).

Postoje vremenski specifi¢ni periodi osetljivosti u razvoju ¢oveka, u kojima
razlic¢iti faktori spoljaSnje sredine, €ak i izlaganje jako malim kocentracijama, moZze da
promeni signale programiranja 1 da bude okida¢ za razlicite nezeljene posledice po
zdravlje, koje mogu da se manifestuju bilo kada tokom zivota ili generacijama (259-262).
Takode 1 Sto se oksidativnog stresa tice, iako je jasno da ima i fiziolosku funkciju 1
patolosku ulogu, u zavisnosti od koncentracije, a minimalne bezbedne koncentracije ili
fizioloski korisne koncentracije treba tek da se definiSu. Pored toga, ispitivane populacije
nisu uniformne. Takode, mnogi drugi faktori mogu da utic¢u na ishod IVF postupka u bilo
kom trenutku u vreme od fertilizacije do trudnoce. Uprkos potencijalu da obezbedi
dodatne prognosticke informacije, ova testiranja se ne rade rutinski zbog svoje cene,
nedostatka standarnih protokola za procenu ROS, niti standarda za optimalnu
suplementaciju antioskidantima. Vece randomizovane studije pomogle bi da se
prepoznaju pacijenti sa poviSenim rizikom i kod kojih bi trebalo zapoceti odgovarajuci
tretman pre ukljucivanja u postupak VTO ili u toku samog postupka, da se ove
laboratorijske analize ipak uvedu u rutinsku praksu ispitivanja uzroka neplodnosti, sa
ciljem da se umanji ili otkloni nepovoljan uticaj oksidativhog stresa, poremecaja

ravnoteze bioelemenata i1 uticaj toksi¢nih metala na ishod postupka VTO.
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6. ZAKLJUCCI

1)

2)

3)

4)

5)

6)

7)

8)

Primena razli¢itih protokola stimulacije ne uti¢e na kvalitet jajnih c¢elija niti

embriona, kao ni na procenat fertilizacije 1 ishod IVF postupka

Ovarijalna stimulacija uzrokuje promene parametara oksidativnog stresa i

antioskidativne zastite, nezavisno od primenjenog protokola stimulacije

Prisustvo oksidativnog stresa posle stimulacije uti¢e na ishod IVF postupka,
odnosno, smanjena je stopa porodaja, a povecane su stope pobacaja i biohemijskih

trudnoca

Doza gonadotropina primenjena u stimulaciji nije udruzena sa promenom
parametara oksidativnog stresa i antioksidativne zastite, kao ni sa kvalitetom

oocita i embriona, niti sa stopama fertilizacije i ishodom postupka

Razli¢ite koncentracije bioelemenata u serumu nisu povezane sa kvalitetom jajnih
¢elija 1 embriona niti fertilizacijom, ali je koncentracija Mg niZa kod pacijentkinja

kod kojih je doslo do koncepcije

Razlika u koncentraciji toksi¢nih metala ne uti¢e na kvalitet oocita i embriona, ali
moze da uti¢e na ishod IVF postupka - pacijentkinje kod kojih je doSlo do
koncepcije imale su niZe koncentracije As i Pb, dok su pacijentkinje sa negativnim

ishodom IVF postupka imale ve¢e koncentracije Pb 1 Cd

Nismo naSi znacajnu povezanost izmedu parametara oksidativnog stresa,

bioelemenata 1 toksi¢nih metala 1 nalaza spermograma

Patoloski parametri spermograma uti¢u na ishod IVF postupka- stopa fertilizacije
niza je kod poremecaja pokretljivosti spermatozoida, a stopa porodaja visa je kod

nalaza normospermije
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Specijalizaciju iz ginekologije i akuSerstva, Medicinski fakultet, Univerzitetu Beogradu,
upisala 2008. Godine.

Zavrsni akademski specijalisticki rad: “Tretman hidrosalpingsa u asistiranoj
reprodukciji” odbranila 2010. godine.

Specijalisticki ispit iz ginekologije 1 akuSerstva polozila 2012. godine sa ocenom odlic¢an.
Izabrana u zvanje klinickog asistenta 2014. godine na katedri za ginekologiju i
akuSerstvo.

Polozila ispit 1 odbranila zavr$ni rad uze specijalizacije: ,,Uticaj nivoa progesterona na
dan aspiracije na ishod IVF postupka 2017. godine.

Autor i koautor veceg broja radova na domacim i inostranim kongresima i u domacim i
inostranim ¢asopisima.

Aktivno se sluzi engleskim, francuskim, Spanskim 1 italijasnkim jezikom.



Prilog 1.

Izjava o autorstvu

Potpisani-a Lidija L. Tuli¢

broj upisa

Izjavljujem

da je doktorska disertacija pod naslovom:

Oksidativni stres i ravnoteza bioelemenata kod pacijenata u postupku

vantelesnog oplodenja

e rezultat sopstvenog istrazivackog rada,

o da predlozena disertacija u celini ni u delovima nije bila predloZena za dobijanje bilo koje

diplome prema studijskim programima drugih visokoskolskih ustanova,
e da su rezultati korektno navedeni i

e danisam krio/la autorska prava i koristio intelektualnu svojinu drugih lica.

Potpis doktoranta

U Beogradu, 17.01.2019. L




Prilog 2.

Izjava o istovetnosti Stampane i elektronske verzije doktorskog rada

Ime i prezime autora Lidija I. Tuli¢

Broj upisa

Studijski program

Naslov rada : Oksidativni stres i ravmoteza bioeclemenata kod pacijenata u postupku
vantelesnog oplodenja

Mentor Profesor dr Snezana Vidakovic

Potpisani Lidija I. Tulié¢

izjavljujem da je $tampana verzija mog doktorskog rada istovetna elektronskoj verziji koju sam
predao/la za objavljivanje na portalu Digitalnog repozitorijuma Univerziteta u Beogradu.
Dozvoljavam da se objave moji li¢ni podaci vezani za dobijanje akademskog zvanja doktora
nauka, kao 3to su ime i prezime, godina i mesto rodenja i datum odbrane rada.

Ovi li¢ni podaci mogu se objaviti na mreznim stranicama digitalne biblioteke, u elekironskom

katalogu i u publikacijama Univerziteta u Beogradu.

Potpis doktoranda
U Beogradu, 17.01.2019.




Prilog 3.

Izjava o koris¢enju

Ovlas¢ujem Univerzitetsku biblioteku ,,Svetozar Markovi¢“ da u Digitalni repozitorijum
Univerziteta u Beogradu unese moju doktorsku disertaciju pod naslovom:
Oksidativni stres i ravnoteza bioelemenata kod pacijenata u postupku vantelesnog

oplodenja
koja je moje autorsko delo.

Disertaciju sa svim prilozima predao/la sam u elektronskom formatu pogodnom za trajno
arhiviranje.
Moju doktorsku disertaciju pohranjenu u Digitalni repozitorijum Univerziteta u Beogradu mogu
da koriste svi koji poStuju odredbe sadrZane u odabranom tipu licence Kreativne zajednice
(Creative Commons) za koju sam se odluéio/la.
m Autorstvo
2. Autorstvo - nekomercijalno
3. Autorstvo — nekomercijalno — bez prerade
4. Autorstvo — nekomercijalno — deliti pod istim uslovima
5. Autorstvo — bez prerade
6. Autorstvo — deliti pod istim uslovima

(Molimo da zaokruZite samo jednu od $est ponudenih licenci, kratak opis licenci dat je na

poledini lista).

Potpis doktoranda

U Beogradu, 17.01.2019. )
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1. Autorstvo - Dozvoljavate umnoZavanje, distribuciju i javno saopStavanje dela, i prerade, ako
se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili davaoca licence, ¢ak i u komercijaine
svrhe. Ovo je najslobodnija od svih licenci.

2. Autorstvo — nekomercijalno. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saop$tavanje
dela, 1 prerade, ako se navede ime autora na natin odreden od strane autora ili davaoca licence.
Ova licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.

3. Autorstvo - nekomercijalno — bez prerade. Dozvoljavate umnoZavanje, distribuciju 1 javne
saopStavanje dela, bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime
autora na nafin odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca ne dozvoljava
komercijalnu upotrebu dela. U odnosu na sve ostale licence, ovom licencom se ograni¢ava
najveéi obim prava koris¢enja dela.

4. Autorstvo - nekomercijalno — deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnozavanje,
distribuciju 1 javno saopstavanje dela, 1 prerade. ako se navede ime autora na nacin odreden od
strane autora ili davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili sli¢nom licencom. Ova
licenca ne dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada.

5. Autorstvo — bez prerade. Dozvoljavate umnozavanje, distribuciju i javno saopStavanje dela,
bez promena, preoblikovanja ili upotrebe dela u svom delu, ako se navede ime autora na nacin
odreden od strane autora ili davaoca licence. Ova licenca dozvoljava komercijalnu upotrebu dela.
6. Autorstvo - deliti pod istim uslovima. Dozvoljavate umnoZavanje. distribuciju i javno
saopStavanje dela, 1 prerade, ako se navede ime autora na nacin odreden od strane autora ili
davaoca licence i ako se prerada distribuira pod istom ili slicnom licencom. Ova licenca
dozvoljava komercijalnu upotrebu dela i prerada. Sli¢na je softverskim licencama, odnosno

licencama otvorcnog koda.



