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PROCENA UTICAJA RAZLICITIH INKUBATORA I MEDIJUMA U TOKU
POSTUPKA VANTELESNOG OPLODENJA NA ISHOD TRUDNOCE

SAZETAK

Cilj: Ispitati da li se razlikuju ishodi vantelesne oplodnje zavisno od vrste koris¢enog
inkubatora, vrste medijuma i njihovih kombinacija u toku postupka vantelesne oplodnje.
Ispitati da li se razlikuju telesne mase novorodencadi zavisno od koriS¢enog inkubatora,
vrste medijuma 1 njihovih kombinacija u toku postupka vantelesnog oplodenja. Ukoliko
se pokaZe znaajnost razlike u telesnoj masi novorodencadi i u ishodima vantelesne
oplodnje u odnosu na koriS¢ene medijume 1 inkubatore, ispitati koji medijumi,
inkubatori ili koja njihova kombinacija daje najbolji ishod VTO 1 optimalnu telesnu

masu novorodencadi.

Metodologija: u ovu studiju su bile ukljuene sve pacijentkinje leCene na Odeljenju za
arteficijelne reproduktivne tehnologije (ART) Ginekolosko-akuSerske klinike “Narodni
front” u okviru Nacionalnog programa vantelesne oplodnje u vremenskom periodu od
devet godina. Studija je obuhvatila ukupno 2617 ciklusa vantelesne oplodnje, od kojih
je kod 74 pacijentkinje obustavljena terapija zbog neadekvatnog odgovora na
stimulaciju, kod 16 pacijentkina aspiracijom nisu dobijene jajne Celije, 8 pacijentkina je
imalo neupotrebljive jajne ¢elije za oplodnju, a 21 musSkarac nije dao uzorak sperme.
Tako da je analizirano 2498 ciklusa vantelesnog oplodenja. Na osnovu vrste inkubatora
1 koris¢enog medijuma pacijentkinje su podeljene u tri grupe. Prva grupa ispitivanih
pacjentkinja u ¢ijoj procedure su koris¢eni Cook medijumi i Heracell inkubator
(N=1134). Druga grupa ispitivanih pacjentkinja u ¢ijoj proceduri su koris¢eni Medicult
medijumi 1 Heracell inkubator (N=697). Tre¢a grupa ispitivanih pacjentkinja u c¢ijoj
proceduri su koriS¢eni Cook medijumi 1 K-Minc (Cook) inkubatori (N=667).
Analizirani su slede¢i podaci o pacijentkinjama: godine zivota, BMI, puSacki status,
etiologija infertiliteta, broj prethodno uradjenih vantelesnih oplodnji. Analizirani su
slede¢i podaci vazani za postupak VTO: vrste protokola stimulacije, ukupna koli¢ina
datih gonadotropina, duZzina stimulacije, serumske vrednosti estradiola na dan zavrsne
injekcije, broj dobijenih jajnih Celija, procenat oplodjenih jajnih ¢elija, ukupan broj

embriona, broj visoko kvalitetnih embriona, broj transferisanih embriona, dan embrio



transfera. Analizirani su ishodi vantelesnog oplodjenja u zavisnosti od vrste kori§¢enih

medijuma i vrste koriS¢éenih inkubatora, odnosno njihove kombinacije.

Rezultati: Logisticki regresioni modeli sa klinickom trudno¢om kao ishodom su
pokazali da je Sansa da dode do klini¢ke trudnoce za 41% veca ukoliko se radi o K-
Minc inkubatoru u odnosu na Heracell inkubator i da je Sansa da dode do klinicke
trudnoce za 52% veca ukoliko se radi o CooK medijumu u odnosu na Medicult
medijum. Na osnovu rezultata finalnog modela, utvrdeno je da je najbolja kombinacija
za klini¢ku trudno¢u kao ishod, K-Minc + Cook, i da je za 42% veca Sansa da dode do
klinicke trudnoc¢e u odnosu na Heracell + Cook, odnosno skoro dva puta veca Sansa u
odnosu na Heracell + Medicult. Logisti¢ki regresioni modeli sa porodajem kao ishodom
su pokazali da je Sansa da se rodi dete za 9.8% veca ukoliko se radi o K-Minc
inkubatoru u odnosu na Heracell 1 ova Sansa nije statisticki znacajna. Takode, je
pokazano da je Sansa da Zena rodi dete 42% veca ukoliko se radi o CooK medijumu u
odnosu na Medicult. A finalni model je pokazao da je Sansa da se rodi dete manja za
28,9% ukoliko se radi o Heracell+Medicult u odnosu na Heracell+Cook 1 ova Sansa je
statisticki znacajna. Nasuprot tome, Sansa da se rodi zivo dete je 9,8% veca ukoliko se
radi o K-Minc+Cook u odnosu na Heracell+Cook i ova $ansa nije statisticki znac¢ajna.
Generalizovani linearni model sa telesnom teZinom novorodenceta kao zavisnom i
prediktorima koji su se znacajno razlikovali izmedu grupa u univarijantnoj analizi je
pokazala da vrsta medijuma i vrsta inkubatora nema statisticki znacajan uticaj na
telesnu masu novorodencadi.

Zakljucak: Vrsta korisS¢enog medijuma ima uticaj na stopu biohemijskih, klinickih,
uznapredovalih trudnoca i stopu Zivorodene dece. Vrsta koriS¢enog medijuma nema
uticaj na fertilizacionu i implantacionu stopu. Vrsta koriS¢enog inkubatora ima uticaj na
stopu fertilizacije, stopu implantacije, stopu biohemijskih, klini¢kih i uznapredovalih
trudnoca, kao i na stopu zivorodene dece. Vrsta koriS¢enog medijuma, vrsta koriS¢enog
inkubatora, kao i njihove kombinacije nema uticaja na telesnu tezinu i telesnu duzinu

terminske novorodencadi

Kljuéne reci: VTO, inkubatori, medijumi, ishod VTO, telesna tezina dece, telesna

duZina dece
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SYSTEMATIC EVALUATION OF THE EFFECTS OF INCUBATOR AND
MEDIA TYPE ON PREGNANCY OUTCOMES FOLLOWING IN VITRO
FERTILIZATION

Abstract

Aim: To assess the effect of incubator and media type and their combinations on
outcomes following in vitro fertilisation (IVF) treatment. More specifically, we aim to
determine whether newborn birth weight following assisted human conception is
affected by different combinations of incubator and media type. Finally, if a significant
difference in birthweight and IVF outcomes is revealed depending on incubator and
medium used, we aim to determine which incubator/medium combination provides the

most optimal IVF outcomes, including newborn birthweight.

Methodology: This study initially included all patients treated at the Department of
Artificial Reproductive Technologies (ART), Gynecology-Obstetrics Clinic “Narodni
Front”, who took part in the National program for artificial conception, within a
timeframe of nine years. Primarily, the study included a total of 2617 IVF cycles, while
the following cases were excluded: 74 patients who discontinued treatment, due to poor
stimulation response, 16 patients who had no oocytes collected following ovarian
puncture, 8 patients who had unsuitable oocytes for further fertilization and 21 cases in
which a sperm sample was not obtained. Therefore, a total of 2498 IVF cases were
analyzed. Based on the type of incubator and medium used, patients were divided in
three groups. The first group, consisted of patients for which CooK medium and the
HeraCell incubator was used (n=1134). The second group comprised of patients for
culture was performed in Medicult medium and the Heracell incubator (n=697). CooK
medium in combination with the K-Minc (CooK) incubator was used for the third group
of patients (n=667). The following patient data were analyzed: patient age, body mass
index (BMI), smoker status, cause of infertility and number of previous IVF cycles. The
IVF data analyzed included the following parameters: type of stimulation protocol, total
administered dose of gonadotropins, duration of stimulation, total serum concentration
of estradiol on the final day of injections, number of oocytes collected, number of

oocytes fertilized, total number of embryos, total number of good quality embryos,



number of embryos transferred and day of embryo transfer. IVF outcomes were
analyzed based on the type of incubator and medium used, as well as their combined

effect.

Results: Statistical regression models with clinical pregnancy as the primary outcome,
revealed that the chance of obtaining a clinical pregnancy was 41% higher when K-
Minc incubators were utilized, when compared to the Heracell Incubator. Furthermore,
the chance of obtaining a clinical pregnancy was 52% higher when CooK medium was
used, in comparison to Medicult. Based on the results of the final model, we determined
that the optimal combination for achieving a clinical pregnancy, was K-Minc + CooK,
with a 42% greater chance when in comparison to the Heracell + CooK combination
and a nearly two times greater chance in comparison with Heracell + Medicult.
Statistical regression models with live birth as the primary outcome, revealed that the
chance of live birth was higher by 9.8% when the K-Minc incubator was used, when
compared to the Heracell, however this difference was not statistically significant.
Furthermore, we observed that the chance of live birth increased by 42% when CooK
medium was used in comparison to Medicult medium. Our final model showed that the
chance of live birth decreased by 28.9% when Heracell was used in combination with
Medicult, when compared to Heracell + CooK. This difference was determined to be
statistically significant. In contrast, the chance of live birth was 9.8% higher, when the
K-Minc + CooK combination was used, compared to Heracell + CooK, however not
statistically significant. Generalized linear models including newborn birthweight, as a
dependent variable and parameters that significantly differed between the groups in a
univariable analysis showed that type of medium and type of incubator do not have a

statistically significant effect on the birthweight of newborns.

Conclusion: The type of medium used during IVF treatment has an effect on
biochemical, clinical, ongoing pregnancy, as well as live birth rates. We observed that
the type of medium used had no effect on fertilization and implantation rate. We
determined that the type of incubator used had an effect on fertilization, implantation,

biochemical, clinical and ongoing pregnancy rates, as well as live birth rate. The type of



medium and incubator, regardless of their combination had no effect on birthweight or

birth length of IVF newborns.

Keywords: IVF, incubator, medium, IVF outcomes, newborn birthweight, newborn

birth length

Scientific field: Medicine

Specific Scientific Field: Gynecology
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1.UVOD

1.1 Infertilitet

Neplodnost predstavlja ozbiljan globalni problem danasnjice. Prevalenca neplodnosti u
svetu u zavisnosti od lokaliteta veoma varira i javlja se u 7 do 26% bra¢nih parova (1).
U zemljama u razvoju svaki Cetvrti par ima problem neplodnosti. Po istrazivanjima
svetske zdravstvene organizacije (SZO) u 2010. godini je 48.5 miliona parova imalo
problem neplodnosti (1). Ekonomski razvijene zemlje suocene su sa epidemijom
infertiliteta uslovljenom promenom statusa Zene u druStvu. IzraZzena je tendencija
odlaganja materinstva zbog potrebe Zene da se potvrdi u profesionalnoj sferi Zivota,
potrebi da se prvo obezbedi Zeljeni standard za potomstvo, povecane upotrebe
kontraceptiva 1 liberizacije namernih prekida trudnoca. Prvo uspeSno vantelesno
oplodenje su postigli Steptoe 1 Edwards, tako da se prva beba Louise Joy Brown rodila
25.07.1978. godine u Engleskoj. Danas je procedura vantelesnog oplodjenja (VTO)
postala rutina u leCenju infertiliteta 1 za mnogobrojne parove i jedini naCin leCenja.
Svake godine povecava se broj bra¢nih parova koji radi ostvarivanja trudnoce ulaze u
program VTO. U svetu se godisnje obavi oko 1.500.000 procedura VTO 1 rodi oko
300.000 beba (1). U Srbiji oko 2000 parova godisnje ulazi u program VTO uz evidentan
kontinuirani porast broja ovih procedura u poslednjih nekoliko godina. Zbog sve veceg
broja postupaka vantelesne oplodnje, od izuzetnog znacaja je unapredivanje bezbednosti
VTO, s jedne strane za pacijentkinje koji se podvrgavaju ovoj proceduri, a s druge
strane se narocita paznja usmerava i u pogledu bezbednosti 1 zdravlja novorodencadi

nastalih ovim procedurama.

1.2. Vantelesno oplodenje (VTO)

Nakon viSegoidi$njih bezuspeSnih pokuSaja, 1978. godine Steptoe i Edwards su
obznanili rodenje zdrave devojCice, Louise Brown. Ona je nazvana prvom bebom “iz
epruvete” 1 to je ostavilo zna€ajan efekat na parove koji pokusavaju da postanu roditelji.
Njeno rodenje je uvelo novu metodu u asistirane reproduktivne tehnologije — vantelesnu
oplodnju (VTO). U proteklim godinama uvecenje stope uspeha i povecani zahtevi za

ovim tretmanom doveli su do dramati¢nog porasta u broju dece rodene zahvaljuju¢i



ovoj proceduri. Danas je preko 5 miliona beba rodeno uz pomo¢ VTO i taj broj i dalje
raste, tako da u razvijenim zemljama sveta oko 1-4% novorodene dece je rodeno nakon
procedure vantelesne oplodnje (2). Takode, i poslednji izvestaj Evropskog udruzenja za
humanu reprodukciju i embriologiju zaklju¢no sa 2006.godinom pokazala je da 0.8 to

4.1% svih porodaja su porodaji iz procedura ART, sa vise od 3% porodaja iz IVF-a (3).

Procedura vantelesne oplodnje je visoko sofisticirana metoda koja podrazumeva timski
rad ginekologa i embriologa. Ginekolog nakon pripreme para za vantelesno oplodjenje,
sprovodi kontrolisanu ovarijalnu hiperstimulaciju (KOH), obavlja proceduru aspiracije
jajnih celija 1 embriotransfer (ET), kao 1 dalje prac¢enje pacijenta (ordiniranje terapije za
lutealnu fazu 1 eventualne ultravu¢ne kontrole), dok embriolog nakon identifikacije
jajnih Celija i obrade sperme u in vitro uslovima, oploduje jajne ¢elije, jednom od dve
moguce metode. Te dve metode su konvencionalni IVF (kada se u okolinu jajnih ¢elija
ubaci odreden broj speramtozoida, te oni sami oplode jajnu ¢eliju) 1 mikrofertilizacija
(intacytoplasmatic sperm injection - ICSI), kada biolog u citoplazmu jajne ¢elije ubaci
spermatozoid uz pomo¢ specijalno dizajniranih pipeta. Nakon toga biolog obavlja
identifikaciju fertilizacije (utvrdivanjem postojanja dva pronukleusa) i potom nastale
embrione kultiviSe 2,3 ili 5 dana, vrsi selekciju embriona 1 embrione adekvatne za

embrio transfer pripremi za tu proceduru.

1.2.1 Kontrolisana ovarijalna stimulacija (KOH)

Pod KOH se podrazumeva ordiniranje lekova, uglavnom humanih menopauzalnih
gonadotropina (HMG) i/ ili rekombinantnog folikulostimuliraju¢eg hormona (rFSH) i/
ili rekombinantnog luteiniziraju¢eg hormona (rLH), koji imaju za cilj da u ovarijumu
pacijentkinje podstaknu rast vise folikula (4). U danaSnje vreme najces$ce se primenjuju
dva protokola za kontrolisanu ovarijalnu hiperstimulaciju 1 to: dug protokol sa GnRH
agonistima 1 kratak protokol sa GnRH antagonistima. Takode se mogu primenjivati u

praksi i ultrakratak i kratak protokol sa GnRH agonistima.

Dug protokol zapocinje 21. dana ciklusa, koji prethodi ciklusu sa kontrolisanom

ovarijalnom hiperstimulacijom, aplikacijom GnRH analaoga. Prva klinicka ispitivanja



indukcije ovulacije sa upotrebom gonadotropina i GnRH analaoga objavljena su daleke
1984 g. (5). Ordiniranje GnRH analoga ima za cilj desenzibilizaciju hipotalamusa
(uspostavljanje medikamentozne hipofizektomije), sprecavanju hipofize da produkuje
endogene gonadotropine (FSH i LH) i omogu¢ava nam da na taj nac¢in kompletno
isklju¢imo uticaj hipofize na ovarijum. Posle inicijalnog efekta GnRH agonista, koji se
ogleda u porastu nivoa FSH, LH a potom 1 estradiola, takozvanog “flare up” efekta, u
periodu od oko 7-10 dana od zapoc¢injanja primene GnRH analoga, dolazi do supresije
endogene produkcije gonadotropina, pa kao posledica pada nivoa FSH, LH 1 estradiola
dolazi do pojave krvavljenja. Nakon toga, se drugog ili treCeg dana krvarenja, vrsi
potvrda uspostavljene supresije produkcije gonadotropina, kontrolom nivoa LH (< 5
IU/L), progesterona (< 2 nmol/l) 1 estradiola (< 200 pmol/l) u krvi. Istog dana se obavlja
1 ultrazvuéni pregled vaginalnom sondom, radi odredivanja debljine endometrijuma 1
potvrde odsustva ovarijalnih cisti koje mogu biti uzrokovane terapijom GnRH
agonistima. Nakon S§to je potvrdena supresija, zapocinje se sa ordiniranjem egzogenih
gonadotropina. Doza primenjenih gonadotropina zavisi od godina Zivota pacijentkinje,
njenog hormonskog statusa, ovarijalne rezerve, kao i od odgovora pacijentkinje na

eventualne prethodne stimulacije (6) .

Kod kratakog protokola koriste se GnRH antagonisti koji izazivaju momentalnu
blokadu GnRH receptora i brz pad LH I FSH (7). Kod kratkog protokola KOH, primena
egzogenih gonadotropina zapocinjanje drugog ili treceg dana menstrualnog ciklusa.
Uvodenje GnRH antagonista je kod fiksnog protokola petog ili Sestog dana od
zapocinjanja stimulacije, a kod fleksibilnog protokola je od petog do dvanaestog dana
stimilacije (8). Kod flesibinog protokola sa GnRH antagonistima, radi odredivanja
optimalnog dana za uvodenje GnRH antagonista, vazna je ultrazvu¢na verifikacija
postojanja folikula od 14 mm 1 viSe, kao i serumske vrednosti estradiola > 1450 pmol/l
(9). Optimalna doza gonadotropina se odreduje po istim principima kao 1 kod dugog
protokola sa GnRH agonistima. Smisao uvodenja GnRH antagonista i GnRH agonista,
u protokolima KOH je sprecavanje prevremenog skoka LH i zapocinjanja procesa

ovulacije i luteinizacije, ¢ime bi bila ugrozena stimulacija i kompletna VTO procedura.



U takozvanom “flare — up” protokolu ili kratkom protokolu sa GnRH agonistima, sa
ordiniranjem GnRH agonista zapocCinje se prvog dana menstruacije, pri ¢emu se u
pocetku koristi njihov stimulativni efekat na endogenu produkciju gonadotropina, a
potom se od tre¢eg (10) ili petog dana ciklusa ordiniraju i gonadotropini (11). Oba leka
se daju do zavr$ne injekcije. GnRH agonista je u ovom kratkom protokolu posle 7 dana

ordiniranja po¢eo da se ponasa kao antagonista i bio je efikasan u prevenciji skoka LH.

Kod ultrakratkog protokola sa GnRH agonistima - antagonistima, GnRH agonisti se
koriste prva tri dana od pocetka ciklusa, a gonadotropini od tre¢eg dana. GnRH
antagonisti se oridniraju, kao 1 kod kratkog protokola, od dana kada je ultrazvu¢no
verifikovan folikul od >14mm zaklju¢no sa danom zavrsne injekcije (12, 13).

Nakon nekoliko dana od zapocinjanja stimulacije, bez obzira na primenjeni protokol
stimulacije zapoCinje se odredivanje broja 1 veliine folikula, debljine 1 kvaliteta
endometrijuma pomocu ultrazvuka, kao 1 odredivanje vrednosti estradiola u krvi.
Ucestalost ultrazvu¢nih pregleda i odredivanja vrednosti estradiola u krvi, zavisi od
doktrine centra u kome se sprovodi procedura vantelesnog oplodenja. Nakon
registrovanog adekvatnog porasta folikula, a pod tim se podrazumeva prisustvo
najmanje 3 folikula veli¢ine 17 1 viSe milimetara ili 18 1 viSe milimetara (u zavisnosti od
doktrine centra) 1 adekvatnog porasta estradiola koji korelira sa brojem vodecih folikula,
daje se zavrSna terapija tj. trigering (engl. triggering) primenom hCG-a (humani
horionski gonadotropin) ili rLH-a (rekombinantni LH). Njihovom aplikacijom zapocCinje
se ovulacija, odnosno zapocCinje se sazrevanje jajnih Celija (prelazak jajne celije iz
metafaze I u metafazu Il mejoticke deobe, da bi se nakon 34-36h nakon aplikacije hCG-

a ili r(LH-a radila aspiracija jajnih ¢elija.

1.2.2. Aspiracija jajnih Celija

Aspiracija jajnih celija je hirurSka intervencija koja se radi transvaginalno pod
kontrolom ultrazvuka, u kratatkotrajnoj intravenskoj anesteziji ili u analgosedaciji. U
toku te procedure, aspirira se folikularna tec¢nost iz folikula, pomocu za to posebno

dizajniranih igala, uz kori§¢enje specijalne vakum pumpe za aspiraciju jajnih ¢elija. U



aspiriranoj folikularnoj te¢nosti embriolog vrsi identifikaciju jajnih ¢elija uz pomo¢

mikroskopa smesStenog u laminarnoj komori i o tome obavestava ginekologa.

1.2.3. IVF laboratorija

Svaka IVF laboratorija mora da bude opremljena adekvatnom opremom, neophodnom
za proceduru vantelesnog oplodenja i1 kulturu embriona. Pod tom opremom se
podrazumeva: laminarna komora (omogucava rad u sterilnim uslovim), mikroskop za
identifikaciju jajnih celija (smeSten u laminarnoj komori), inkubatori, invertni
mikroskop (neophodan za ICSI), grejna tela za manipulaciju gametima 1 embrionima,
komercijalno dostupni medijumi za kulturu gameta i embriona, potroSni material -
sterilna plasti¢na oprema koja je testirana i nema Stetan uticaj na humani material 1

oprema za filtraciju vazduha (14).

Za besprekorno funkcionisanje IVF laboratorije, veoma je vazna kontrola svakog
koraka u radu, kao i odrZzavanje konstantnim svih parametara neophodnih za nesmetan
razvoj kulture embriona. PoCevsi od sobne temperature koja se smatra optimalnom
izmedu 20-25°C i kvaliteta vazduha u samoj laboratoriji, pa do izbora vrste inkubatora i
medijuma koji se koriste za kulturu embriona. Striktna kontrola temperature nije vazna
samo za kulturu embriona u inkubatorima ve¢ i1 u toku manipulacije gametima 1
embrionima (15,16). Inkubatori, grejne ploce na mikroskopima, klizni grejaci i grejni
blokovi moraju redovno biti kalibrisani 1 kontrolisani tokom upotrebe kako bi se

smanjila nepotrebno izlaganje embriona nepovoljnim uslovima (15,16).

Generalno je prihvaceno da je standardno mikro okruZenje u inkubatorima neophodno
za nesmetan razvoj kulture embriona, temperatura od 37°C 1 koncentraciju gasova od O,
5%, ili 20%, CO; 5% 1 N, 90%. Teorijski bi sastav gasova i medijuma kod embriona
sisara tredali da omoguce pH od 7.2-7.4.

1.2.3.1. Inkubatori

Svodenje na minimum okruZenjem uzrokovanog stresa u IVF laboratoriji od ogromnog



znacaja je omogucavanje optimalnih uslova za razvoj embriona i maksimalnog uspeha
same procedure. Kao rezultat te ¢injenice, verovatno je inkubator jedan od najvaznijih
delova opreme u IVF laboratoriji, zahvaljuju¢i ¢injenici da on kontroliSe vise
karakteristika okruzenja embriona, a ujedno embrioni u toku in vitro procedure provode
najvec¢i deo vremena u njima. Primarna funkcija inkubatora u IVF laboratoriji je da
omoguci stabilne uslove, optimalne za funkciju gameta i razvoj embriona. Da bi se
postogao ovaj cilj, inkubator mora regulisati nekoliko parametara, ukljucujuci

koncentraciju gasova, temperaturu i vlaznost (17).

Kriticno vazna funkcija laboratorijskog inkubatora je da pouzdano obezbedi
odgovarajuc¢i odnos gasova. Regulacija koncentracije CO; je od krucijalnog znacaja, jer
ovaj gas pomaze u regulaciji pH mediuma za kulturu embriona, a pH medijuma je
veoma vazan parametar koji sinifikantno moZze uticati na funkciju gameta i razvoj
embriona. (18). Dodatno, je poznato ve¢ godinama unazad da sniZzena koncentracija O,
u okruzenju kulture embriona ima koristan efekat na razvoj i Zivotinjskih 1 humanih
embriona i ishod IVF-a (19, 20, 21). Tako moderni IVF inkubatori mogu kontrolisati i
regulisati 1 koncentraciju CO, 1 O, (18).

U danasnje vreme u klinickoj upotrebi je vise vrsta komercijalno dostupnih inkubatora u
koje spadaju: konvencionalni inkubatori sa vratima napred, koji omogucéavaju kontrolu
temperature (37 °C), koncentracije CO; (5% 1 6%)1 95% vazduha, zatim mali inkubatori
sa vratima na gore, koji omogucavaju kontrolu temperature (37 °C) 1 koriste gotovu
smesu gasova (6,1% CO,, 5% O 1 ostatak N») i EmbryoScope time-lapse inkubatori,
koji omogucavaju kontrolu temperature, gasova a i kontinuirano pracenje razvoja
embriona kontinuiranim snimanjem. SusStinska razlika izmedu konvencionalnih
inkubatora i inkubatora koji koriste gotovu smesu gasova je u tome Sto je koncentracija
kiseonika veca u konvencionalnim inkubatorima 1 priblizna koncentraciji O, u
atmosferskom vazduhu (atmosferski vazduh se sastoji od 78% Na, 21% O,, 0.94%
argona, 0.035% CO,, 10.025% drugih gasova).

Utvrdjeno je da embrioni pokazuju ekstremnu osetljivost na temperaturni stress.
Produzena ekspozicija kulture embriona temperaturi drugacijoj od optimalnih 37 °C,
smanuje sposobnost fertilizacije (ravoja dva pronukleusa) i onemogucava sposobnost

deobe celija, njihovog rasta, implantacije 1 sledstveno nastanka trudnoce. Na primer,



pad temperature od 1 °C u odnosu na optimalnu temperaturu, smanjuje sposobnost
deobe embriona ali omoguéava deobu jedra (miltinukleacija u svakoj blastomeri).
Drugim recima, citokineza je mnogo osetljivija na varijacije temperature od mitoze.
Stavise, produzena ekspozicija embriona vi§im temperaturama od optimalne ima
poguban efekat na njihovu citokinezu i kod normalne i kod abnormalne fertilizacije
(ukoliko je prisutno vise od dva pronukleusa). Mnoge studije na zivotinjama su
pokazale da varijacije temperature unutar inkubatora uticu na embrionalni razvoj. Eng
LA isar. supokazali da se in vivo maturacija oocita svinje bolje odvija na 39 °C nego
na 37°C (22). U svojim istrazivanjima Kimmel 1 sar. su na zefijem modelu
demonstrirali negativan uticaj poviSene temperature, 1 pokazali su da poviSena
temperature u kulturi embriona moZe imati poguban efekat (23). Zapravo, pokazali su
da ukoliko se kultura embriona zeca izlaZze temperaturi koja je za 2 °C iznad
temperature tela (normalna telesna emperatura zeca je 38.0 °C), da ¢e ta eksponiranost
povecanoj temperaturi proizvesti negativan uticaj na embrionalni razvoj 1 organogenezu
(23). Abramczuk i1 Lopata su otkrili da se najbolja deoba humanih embriona i
sledstveno naveci procenat trudnoc¢a desava na temperature od 36.9°C (24). Pokazali su
da eksponiranost kulture embriona na temperaturi ispod 37 °C nije pogubna, ali da je
uticala na usporen razvoj embriona (24). Zbog toga postoji apsolutna potreba za
svakodnevnom kontrolom temperature inkubatora u IVF laboratorijama. Redovna
kontrola temperature inkubatora je neophodna imajuci u obzir i ¢injenice: a) da je tesko
odrzati stabilnom temperaturu zbog Cestog otvaranja vrata inkubatora; b) da zbog pada
napona struje u toku no¢i inkubatori i1 spoljni termometri pokazuju pad zadate
temperature za visSe od 1 °C S§to ima za posledicu Stetni efekat na deobu i1 razvoj
embriona; ¢) da je dokazano da na razli¢itim mestima unutar istog inkubatora postoji
razlika u temperaturi (25). Higdon 1 sar. su pokazali da je kultura humanih embriona
bolja, a samim tim i procenat trudnoca ve¢i, kada se embrioni drZze na srednjoj polici
konvencionalnih inkubatora nego ukoliko se embrioni drze na najvisoj ili najnizoj polici
(26). Precizna regulacija temperature u embrioloskoj laboratoriji je od ogromnog
znacaja 1 ima za cilj da omoguci nesmetan razvoj embriona, njihovu implantaciju 1
nastanak trudnoce, mada treba imati u vidu da i sami embrioni imaju sposobnost

prilagodavanja odredenom opsegu temperature unutar samog inkubatora (27).



1.2.3.2. Medijumi

Ludwig i Ringer su osmislili prvi medijum za kulturu tkiva pre oko 150 godina. To je
bio jednostavan slani rastvor, koji je bio prevashodno baziran na hemijskom sastavu
krvnog seruma. Druga generacija medijuma smi$ljena je posle vise od sto godina u
1970- tim i imala je za cilj da imitira okruZenje u reproduktivnom traktu Zene. U 1990-
tim, dizajnirana je tre¢a generacije medijuma, sekvencijalni medijumi. Istovremeno sa
usavrSavanjem medijuma, postalo je jasno koliko je zna¢ajna i kontrola parametara kao
Sto su temperatura, pH, osmolarnost i kvalitet gasova, pa samim tim i neodvojiva
povezanost 1 interreakcija medijma 1 inkubatora u IVF laboratoriji (14). SuStinska
razlika izmedu jednostavnijih 1 sekvencijalnih medijuma je u tome sto se kod
sekvencijalnih medijuma, jedan medijum korsti za kolekciju 1 fertilizaciju jajnih celija 1
on je specijalno napravljen da obezbedi pogodnu sredinu za interakciju izmedu
spermatozoida 1 oocita nakon IVF inseminacije, kao prvi deo sekvencijalnog in vitro
protokola kulture embriona. Nakon toga se po potvrdi fertilizacije ¢elije prebacuju u
drugi medijum, koji se upotrebljava za rani razvoj embriona kao drugi deo
sekvencijalnog in vitro protokola kulture embriona od faze zigota (prvi dan) do drugog
ili tre¢eg dana kultivacije, odnosno do emriotransfera ili pak do stadijuma blastociste za
Sta postoje specijalni medijumi.. Kod jednostavnijih medijuma jedan isti medijum se
koristi za sve faze rada na kulturi embriona. Samim tim 1 sastavi medijuma se
medusobno razlukuju 1 po pitanju vrste i koncentracije supstanci u svom sastavu. To se
odnosi 1 na sadrzaj amino kiselina, organskih kiselina, jona, oligoelemenata, puferskog

sistema, prisustva ili odsustva humanog ili sintetskog seruma 1 sli¢no.

Postoji viSe vrsta komercijalno dostupnih medijuma koji se upotrebljavaju u in vitro
uslovima, a koji omogucavaju kako odrzavanje gameta, tako i1 razvoj embriona. Ovi
medijumi se kre¢u u rasponu od jednostavnih rastvora do veoma kompleksnih sistema
koji su adaptirani tako da imitiraju uslove kroz koje prolazi embrion u reproduktivnom
traktu zene (28, 29, 30)._ Mnoga savremena otkrica su od ogromnog znacaja u
objasnjenju mnogobrojnih kompleksnih biohemijskih, fizioloskih, genetskih 1
epigenetskih karakteristika embriona i rezultovali su inovacijama na ovom polju.
Nedvosmisleno, sastav medijuma ima presudan znacaj za normalan razvoj humanih

embriona, a isto tako od velikog znacaja je i mikrosredina u kojoj se oni razvijaju, a ona



je uslovljena karakteristikama inkubatora (31, 32, 33). Ustanovljeno je da su kljucni
parametri (varijable) za medijume: pH medijuma, temperatura, osmolarnost medijuma i

kvalitet gasova (17).

1.2.4. Nacini oplodenja jajnih ¢elija

Pre zapocCinjanja aspiracije jajnih celija, a nakon zavrSene likvefakcije sperme,
embriolozi obraduju 1 pripremaju uzorak sperme odgovarajueg partnera za prestojece
oplodenje. Nakon zavrSene aspiracije jajnih ¢elija vrsi se procena kvaliteta jajnih ¢elija 1
jajne celije adekvatne za oplodnju se oploduju jednom od dve postojece metode.
Kovencionalni IVF podrazumeva da se na oko 3-5 jajnih celija stave obradeni
spermatozoidi (100.000) koji potom sami trebaju da oploduju jajnu celiju. Dok ICSI
metoda podrazumeva da embriolog prvo denudira jajnu ¢eliju (ukloni okolne celije
ganuloze) 1 pod invertnim mikroskopom opremljenim sa mikromanipulatorom, pomoc¢u
specijalnih mikromanipulacionih pipeta, ubaci u citoplazmu jajne celije i to u blizini
jedra prethodno selektovani i imobilisani spermatozoid (34). Nakon 16 - 20 ¢asova od
sprovedenja ovih procedura, kontroliSe se da li je doslo do oplodenja, odnosno vrsi se
identifikacija pronukleusa. Potom se u narednih 2, 3 ili 5 dana od aspiracije jajnih Celija
vr§i kultura embriona uz njihovu svakodnevnu kontrolu. U zavisnosti od kvaliteta
embriona, a u skladu sa doktrinom centra u kome se sprovodi procedura vantelesne
oplodnje, embriotransfer se obavlja drugog, tre¢eg ili petog dana od aspiracije jajnih
¢elija. Na dan embrio transfera, embriolog obavlja zavr$nu procenu kvaliteta embriona i
najbolje embrione priprema za embriotransfer. U zavisnosti od zakonske regulative a i
starosti pacijentkinje, embriotransfer se radi sa 1, 2, 3 ili viSe embriona. Po nasem
Zakonu o biomedicinski potpomognutoj oplodnji, dozvoljeno je uraditi embrio transfer

sa maksimalno 3 embriona.

1.2.5. Embrio transfer

Embrio transfer je zavrSna procedura vantelesnog oplodenja kojom se transcervikalno u
kavum uterusa ubacuju izabrani tj. selektovani embrioni. Ovo je veoma osetljiva
procedura koja mora biti uradena veoma pazljivo, kako ne bi doSlo do povredivanja

embriona, endometrijuma 1/ili provociranja kontrakcija meterice. Izvodi se na taj nacin



Sto ginekolog stavlja spekulum u vaginu i piprema grli¢ materice, nakon ¢ega biolog
napuni kateter za embrio transfer sa odabranim embrionima i predaje ga ginekologu,
koji potom kroz cervikalni kanal uterusa, uvodi kateter za embrio transfer u kavum
uterusa na udeljenosti od 1-2 cm od fundusa, a potom biolog istisne embrione.
Uglavnom se koriste dve tehnike embriotransfera: “free hand” tehnika i tehnika pod
kontrolom ultrazvuka, kada se koristi ultrazvu¢no vidljiv kateter za embriotransfer (35).
Takode postoji 1 trec¢a tehnika embrio transfera - transmiometijalni-transcervikalni ET,
pri kojoj se embrioni istiskuju u subendometrijum. Transmiometijalni-transcervikalni
embrio transfer se radi pod kontrolom ultrazvuka pri ¢emu se koriste specijalno
dizajniranie igle za tu proceduru, kojima prolazeci kroz ceo zid meterice dolazimo do
subendometrijuma 1 potom adekvatnim kateterima napravljenim za ovu vrstu ET-a se
obavi embrio transfer (36). Nakon uradenog embriotransfera, embriolog proverava da li
su embrioni eventualno zaostali u katetru ili ne, a ujedno proverava i evidentira i da li je
kateter ¢ist ili u njemu ima sluzi ili tkiva endometrijuma a o tome obaveStava

ginekologa. Ukoliko su embrioni ostali u kateteru, procedura mora da se ponovi.

1.2.6. Podrska lutealne faza

Celija granuloze nakon luteinizacije predstavljaju izvor produkcije progesterona u
jajniku. Tokom aspiracije jajnih Celija, aspirira se 1 veliki broj ¢elija granuloze koje bi
inace nakon luteinizacije bile odgovorne za produkciju progesterone, tako da je u
procedurama vantelesne oplodnje smanjena endogena produkcija progesterona i stoga
je nuzna njegova suplementacija u lutealnoj fazi ciklusa. Duzina primene 1 doza
progesterona razliCita je u razli€itim centrima, ali je ona svakako neophodna. Obi¢no se
na dan aspiracije jajnih ¢elija zapocinje sa primenom progesteronskih preparata u cilju
pripreme endometrijuma za nidaciju embriona, odnosno za njegovu transformaciju u
sekretornu fazu. Na trziStu postoji viSe preparata progesterona koji mogu biti bilo u
obliku globula, gela ili preparata za intramuskularnu primenu. Koji od ovih preparata ¢e
biti primenjen i u kom vremenskom period, zavisi od njithove dostupnosti i prakse

centra koji se bavi IVF-om.

1.2.7. Obustavljeni ciklusi
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Pod ovarijalnom rezervom se podrazumeva sposobnost jajnika da produkuje jajne celije
koje mogu da budu oplodene i da potom dovedu do uspeSne trudnoce. Ovarijalna
rezerva je determinisana genetskim i steCenim faktorima i u negativnoj korelaciji je sa
godinama starosti pacijentkinje (37). U najcesce steCene faktore spadaju operativni
zahvati na jajnicima, potom pusenje, hemioterapija i radioterapija (38). U proceni
ovarijalne rezerve postoji viSe laboratorijskih i klinickih parametara, od kojih su
najznacajniji odredivanje bazalne vrednosti folikulo-stimulirajuceg hormona (FSH),
odredivanje vrednosti Anti-Mullerian hormona (AMH) 1 ultrazvu¢na evaluacija jajnika.
Ultrazvu¢na evaluacija jajnika obuhvata odredivanje broja antralnih folikula velicine od
2 do 8 mm (AFC) i merenje volumena jajnika (OV) (duzina x sirina x visina x 0.5).
Jaiswar SP i saradnici isti¢u da poviSene vrednosti FSH, smanjene vrednosti AMH, broj
antralnih folikula koji je manji od 5-7, kao 1 slab odgovor na prethodnu stimulaciju,
sugeriSu na postojanje slabe ovarijalne rezerve (39). U pripremi pacijentkinje za IVF,
evaluacija ovarijalne rezerve sugerise potencijalni odgovor jajnika na stimulaciju, zatim
odreduje vrstu protokola, izbor i dozu lekova, predvidja moguce komplikacije i
eventualni ishod (40). Ukoliko u toku kontrolisane ovarijalne hiperstimulacije
aplikacijom gonadotropina ipak ne dolazi do porasta rasta folikula kao i1 ni do porasta
nivoa estradiola u krvi, a po nekim autorima ukoliko dodje do pada vrednosti estradiola
u periodu od uzastopno dva dana, obustavlja se dalja terapija 1 prekida se ciklus

vantelesne oplodnje (41).

1.3. Ishod vantelesnog oplodenja

Najznacajnijim faktorom za ishod IVF-a smatra se starost pacijentkinje, odnosno
kvalitet jajnih ¢elija koji je u direktnoj vezi sa godinama Zivota pacijentkinje. Pored
starosti pacijentkinje, postoje brojni faktori koji mogu uticati na uspeh vantelesne
opodnje, a u njih spadaju: pusacki status, telesna tezina pacijentkinje, odnosno indeks
telesne mase, etiologija infertilitata, vrste protokola stimulacije, ukupne ordinirane doze
gonadotropina, duZina stimulacije, debljina i kvalitet endometrijuma, vrste metode

oplodenja, kvalitet embriona, broj transferisanih embriona. U klinickoj proceni uspeha
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IVF-a se koristi procenat biohemijskih trudnoca, klini¢kih trudnoca, pobacaja kao i
porodaja po zapocetim ciklusima i po obavljenim embriotransferima.

Ukoliko je nakon 16 dana od aspiracije jajnih ¢elija vrednost beta hCG-a 50 IU/L i vise,
smatra se da je nalaz pozitivan, odnosno da je doslo do biohemijske trudnoce.

Pod klinickom trudno¢om se podrazumeva ultrazvu¢no utvrdeno prisustvo gestacionog
meska ili otkucaja srca fetusa u 7 nedelji gestacije, odnosno 5 nedelja nakon embrio
transfera. Pobacaji su spontani gubici trudno¢e pre napunjene 20 nedelje gestacije
odnosno 18 nedelja nakon fertilizacije. Prevremeni porodaji su porodaji zavrSeni
rodenjem zivorodenog ili mrtvorodenog novorodenceta u periodu posle 20 gestacione
nedelje a pre navrSene 37 nedelje gestacije. Terminske trudnoce su trudnoce koje su
zavrSene izmedu 37 1 42 nedelje gestacije sa zivo rodenim ili mrtvo rodenim

novorodencetom (42, 43).

1.4. Telesna tezina novorodencadi

Prva osoba zaceta procesom VTO c¢e uskoro napuniti 40 godina, a mnoge osobe zacete
na ovaj nacin ve¢ imaju svoje potomstvo. Sada ve¢ zavidna vremenska distanca koja
nas deli od pionirskih koraka u oblasti vestacke oplodnje omogucila je poredenje
razliCitih karakteristika, pa tako 1 onih antropometrijskih, izmedu dece nastale
biomedicinski potpomognutim metodama i1 one nastale spontanim zace¢em. Poznato je
da su ishodi spontano nastalih jednoplodnih trudno¢a povoljniji u odnosu na

jednoplodne trudnoce nastale uz pomo¢ metoda vantelesne oplodnje (44, 45).

Razlike u telesnoj tezini na rodenju u procedurama ART mogu biti povezane sa
placentnim mehanizmima restrikcije rasta. Tako su na primer, histopatoloske studije
posteljica, pacijentkinja koje su ostavrile trudnoc¢e nakon procedura ART-a, pokazale da
su posteljice deblje kod jednoplodnih trudnoca kao i1 da su kod njih ¢eS¢e anomalije
insercije pupcanika nego kod spontano nastalih trudnoéa (46), dok su posteljice iz
blizanackih trudnoca iz procedura ART tanje, lakSe i sa viSe infarkcija u odnosu na
spontano nastale trudnoée (47). SteviSe, uotena je veéa ulestalost preeklampsije,
placente previje 1 drugih patologija povezanih sa posteljicom (peripartalna hemoragija,
abrupcija posteljice 1 placenta accreta) u trudno¢ama nakon ART-a u odnosu na opstu

populaciju pacijenata (48, 49, 50).
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Deca iz jednoplodnih trudnoca nastalih nakon IVF-a imaju signifikantno nizu telesnu
tezinu u odnosu na decu iz spontanih trudnoca, cak i kada se uzme u obzir i starost i
paritet majki (51, 52, 53), mada ima autora koji tvrde da je ucestalost perinatalnih
komlikacija izmedu subfertilnih Zena i onih koje su zatrudnele nakon procedura ART je
slicna (54). Zapazanje da deca iz jednoplodnih trudnoc¢a nastalih nakon IVF-a imaju
signifikantno nizu telesnu tezinu u odnosu na decu iz spontanih trudnoéa je izazvalo
zabrinutost zato §to je niska telesna tezina na rodenju udruZena kako sa ranim tako 1 sa
kasnim posledicama 1 bolestima (55), kao §to su: tip 2 dijabetesa (56) hipetenzija (57) 1
kardiovaskularne bolesti (58, 59). Razmatranje mogucih uzroka, za ove opservacije,
uklju¢ilo je 1 epigenetske alteracije uzrokovane ovarijjalnom stimulacijom (60).
Teorijski, niza telesna tezina na rodenju dece nakon IVF-a se moze pripisati: a)
maj¢inim 1/ili o€evim karakteristikama udruzenih sa infertilitetom; b) efektima
ovarijalne stimulacije na oocite, endometrijum i endokrinologiju lutealne faze ili rane
trudnoc¢e 1 ¢) IVF laboratorijskim procedurama, kao Sto su ICSI ili uslovi kulture

embriona (61).

Neki autori tvrde da poviSen rizik od loSeg perinatalnog ishoda ima veze sa osnovnim
uzrokom infertiliteta koji iziskuje primenu ART procedure, nezavisno od same
procedure (51, 52, 62). Taj stav je potkrepilo i nekoliko studija koje su pokazale da
pacijentkinje sa neleCenim subfertilitetom, koje su spontano ostale trudne imaju vecu
ucestalost loSeg perinatalnog ishoda od opste populacije, sugeriSu¢i na taj nacCin da
infertilitet sam po sebi moze posredovati loSem perinatalnom ishodu koji se potom
pripisuje primenjenom tretmanu. (63, 64, 65, 66). Ucestalost perinatalnih komlikacija
izmedu subfertilnih Zena 1 onih koje su zatrudnele nakon procedura ART je slicna (54).
Imaju¢i u vidu da je rizik niske telesne mase na rodenju u trudnoc¢ama nastalim
vantelesnom oplodnjom znacajno veéi u odnosu na isti rizik kod spontano nastalih
trudno¢a, neophodna je sveobuhvatna i1 kompleksna analiza svih potencijalnih
etiopatoloskih faktora. Ukoliko se uzmu u obzir i rezultati studija sprovedenih na
zivotinjama, a koji su pokazali da odredeni aspekti vezani za tehnologije VTO (kao Sto
je koriS¢enje razli€¢itih medijuma za kultivisanje embriona u in vitro uslovima) mogu
znacajno uticati na telesnu masu na rodenju, onda se moze spekulisati da tehnologije
VTO mogu biti odgovorne za suboptimalne ishode trudnoca nastalih vantelesnom

oplodnjom, pa tako i za niZu telesnu masu na rodenju (67, 68, 69).
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2. CILJEVI RADA
Planom istrazivanja predvideni su slede¢i ciljevi

1. Ispitati da li se razlikuju ishodi vantelesne oplodnje zavisno od vrste koris¢enog
inkubatora, vrste medijuma i njihovih kombinacija u toku postupka vantelesne

oplodnje

2. Ispitati da li se razlikuju telesne mase novorodencadi zavisno od koriS¢enog
inkubatora, vrste medijuma i njihovih kombinacija u toku postupka vantelesnog

oplodenja

3. Ukoliko se pokaze znaCajnost razlike u telesnoj masi novorodencadi i u ishodima
vantelesne oplodnje u odnosu na koris¢ene medijume i inkubatore, ispitati koji
medijumi, inkubatori ili koja njihova kombinacija daje najbolji ishod VTO i

optimalnu telesnu masu novorodencadi.
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3. MATERIJAL I METODE

Ovo istrazivanje je obavljeno kao studija preseka u koju su bile ukljuene sve
pacijentkinje leCene na Odeljenju za arteficijelne reproduktivne tehnologije (ART)
Ginekolosko-akuserske klinike “Narodni front” u okviru Nacionalnog programa
vantelesne oplodnje u vremenskom periodu od 01.01.2007. pa na dalje. Studija je
odobrena od strane Etickog komiteta Ginekolosko-akuserske klinike ,,Narodni Front®,
odluka broj 24/17-1 od 08.07.2015. godine 1 od strane Etickog komiteta Medicinskog
fakulteta u Beogradu, odluka broj 29/X1-1 od 09.11.2015.

Za ukljucivanje u program vantelesnog oplodenja potrebna je kumulativna ispunjenost
kriterjjuma propisanih od Republicke struéne komisije Ministarstva zdravlja za
postupke biomedicinski potpomognutog oplodjenja (BMPO).

Kriterijumi za uklju€enje u proceduru vantelesnog oplodenja su:

e parovi kod kojih su iscrpljene druge moguénosti le¢enja neplodnosti,

e Zene koje imaju neplodnost 1 pored odgovarajuceg leCenja,

e 7Zene do napunjenih 40 godina do momenta dobijanja odluke o ispunjenosti
uslova za ukljuenje u proces vantelesnog oplodjenja,

e ocuvana funkcija jajnika,

¢ indeks telesne mase (BMI) < 30,

e svi oblici subfertilnosti muskaraca uz postojanje zivih i morfoloski ispravnih
spermatozoida u ejakulatu.

e npacijenti koji imaju uredne sledeCe analize: za oba partnera nalaze
mikrobioloskih 1 seroloskih ispitivanja.

e dodatne analize za zenskog partnera su uredni rezultati hormonskih analiza,
kolposkopskog pregleda sa rezultatom brisa po Papanikolau 1 ultrazvu¢nog
pregleda

Kriterijumi za isklju€enje iz proceduru vantelesnog oplodenja:

e parovi kod kojih nisu iscrpljene druge mogucnosti za leCenje infertiliteta, a zene
imaju ocuvanu ovarijalnu rezervu i mladje su Zivotne dobi od 38 godina,

e Zene kod kojih nije o¢uvana rezerva jajnika,

e Zene koje imaju BMI > 30,
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e anomalije i benigni tumori materice, jajovoda i jajnika koji onemogucavaju
proces vantelesnog oplodjenja, nastanak i razvoj trudnoce

e postojanje malignih ili tumora sumnjivih na malignitet na materici, jajovodu 1
jajniku

e bilo koja oboljenja (internisticka, imunoloska, infektoloska, neuroloska,
psihijatrijska) ukoliko su bez dozvole za sprovodjenje procedure vantelesnog
oplodjenja odgovarajuceg specijaliste,

e oboljenja kod kojih bi anestezija ili trudnoca potencijalno ugrozavali Zivot
pacijentkinje,

e svi oblici muSke neplodnosti kod kojith nema Zivih ili morfoloski ispravnih

spermatozoida u ejakulatu.
3.1. Kontrolisana ovarijalna stimulacija

Za kontrolisanu ovarijalnu stimulaciju na odeljenju ART, GinekoloSko-akuSerske
klinike “Narodni front” su kori§¢ena dva protokola, dugi GnRH agonist 1 kratak GnRH

antagonist protokol.

Dug GnRH agonist protokol je zapoc¢injan subkutanom (sc) administracijom GnRH-
agonista (Dipherelin 0,1 mg/ml, Triptorelin, Pharma Swiss Beograd, Srbija) od 21.-og
dana menstrualnog ciklusa koji prehodi ciklusu u kome ¢e se sprovesti stimulacija
ovulacije. Zbog inicijalne stimulacije FSH 1 LH koja se deSava na pocetku terapije sa
GnRH agonistima (“flare"efekat), menstruacija se obi¢no javlja 10-ak dana posle
zapocinjanja terapije. Prvi dan krvarenja se registruje kao prvi dan ciklusa u kome ¢e se
obaviti planirana stimulacija ovulacije 1 odgovaraju¢a IVF procedura. Treceg dana
ciklusa se uzima uzorak krvi radi odredjivanja koncentracije estradiola, progesterona 1
LH. Hormoni su odredivani pomocu automatskog Elecsys imunoanalajzera (Roche
Diagnostics, Mannheim, Germany). Intra-esej 1 inter- esej koeficijenti varijacije su 3% 1
6% za LH, 5% 1 10% za estradiol 1 3% 1 5% za progesteron. Kao dokaz postignute
medikamentozne hipofizektomije, ("down™ regulacija) potrebno je da vrednosti
estradiola budu <200 pmol/l, progesterona < 2 nmol/l, a LH < 5 TU/L. Ako su
koncentracije vece, produzava se aplikovanje GnRH-agonista u istim dozama naredna 3

dana, posle Cega se opet ponavlja odredjivanje serumskih koncentracija E5, P4 1 LH.
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Kada se utvrdi da je "down” regulacija postignuta, nastavlja se sa administraciojom
GnRH agonista 1 zapo€inje se stimulacija sa intramuskularnom (im) aplikacijom
urinarnog hMG-a (Menopur 75i.j., Menotrofin-humani menopauzalni gonadotropin,
HMG, Ferring Pharmaceuticals, Fering B.V.) i/ili rekombinantnog FSH (Gonal-F
751.j., Folitropin alfa, Merck Srerono, Modugno, Italija i/ili Puregon 50 ij. 1 100 ij.,
Folitropin beta, Mreck Sharp & Dohme, Beograd, Srbija). Startna doza gonadotropina je
zavisila od godina starosti pacijentkinje, njene procenjene rezerve jajnika 1 od njenog
odgovora na prethodne stimulacije. Opseg startne doze je bio od 150 do 300 1i;j.
gonadotropina. Fiksna inicijalna doza se odrzava prva 3 dana stimulacije. Od Cetvrtog
dana od zapocinjanja KOS-a, mere se svakodnevno vrednosti estradiola u krvi uz
kontinuirano pracenje rasta folikula ultrazvuénim pregledom vaginalnom sondom 1
zavisno od vrednosti estradiola 1 ultrazvucnog nalaza podeSavaju se ordinirane doze

gonadotropina.

U kratakom protokolu KOS koristili smo GnRH antagonist (Cetrotide 0.25
mg/ml, Cetroreliks acetat, Merck Srerono, Frankfurt, Nemacka) u cilju prevencije
prevremenog LH skoka 1 to fleksibilni protokol sa GnRH antagonistima. KOS je
zapocinjana drugog dana menstrualnog ciklusa urinarnim (Menopur 751.j., Menotrofin-
humani menopauzalni gonadotropin, HMG, Ferring Pharmaceuticals, Fering B.V.) 1/ili
rekombinantnim gonadotropinima (Gonal-F 751.j., Folitropin alfa, Merck Srerono,
Modugno, Italija /ili Puregon 50 i.j. 1 100 1.j., Folitropin beta, Mreck Sharp & Dohme,
Beograd, Srbija). Startna doza gonadotropina je zavisila od godina starosti pacijentkinje,
njene procenjene rezerve jajnika i njenog odgovora na prethodne stimulacije. Opseg
startne doze je bio od 225 do 450 i.j. gonadotropina 1 bila je fikslna u trajanju od 4 dana.
Od petog dana KOS merene su vrednosti estradiola i radjen je ultrazvu¢ni pregled
vaginalnom sondom. Uz porast estradiola ve¢i od 1450 pmol/1 ¥/ili uz prisustvo folikula
> 14mm zapocinjali smo aplikaciju GnRH antagonista i1 kontinuirano ga davali sa
urinarnim 1/ili rekombinantnim gonadotropinima ¢iju smo dozu prilagodjavali odgovoru
jajnika procenjivanu svakodnevnim merenjem nivoa estradila u krvi i kontinuiranim
pracenjem porasta folikula ultrazvuénim pregledima vaginalnom sondom. Hormoni su
odredivani pomocu automatskog Elecsys imunoanalajzera (Roche Diagnostics,
Mannheim, Germany). Intra-esej i inter- esej koeficijenti varijacije su 3% 1 6% za LH,

5% 110% za estradiol 1 3% 1 5% za progesteron.
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ZavrSna maturacija oocita je izazivana ili sa 10 000 IU hCG (Pregnyl, Horionski
gonadotropin, Merck Sharp & Dohme, Beograd, Srbija) ili sa Ovitrelle 250
mcg (Choriogonadotropin alfa, Merck Srerono S.p.A. Modugno, Italija) kada je
ultrazvucno verifikovan porast > 3 folikula ve¢ih od 17 mm uz adekvatan porast nivoa
estradiola. U slucaju slabog odgovora jajnika, kada je bio jako mali broj rastuéih
folikula zavr$na maturacija oocita je izazivana i ukoliko je samo 1 folikul bio veli¢ine

17 mm.

Aspiracija jajnih ¢elija je radjena pod kontrolom ultrazvuka (Siemens Acuson X150,
Siemens Medical Solutions, USA), koriS¢enjem aspiracione pumpe (Vacum pump IVF
Ultra Quiet-COOK, Queensland Australija) 1 igle za aspiraciju jajnih celija sa duplim
lumenom (Cook EchoTip Double Lumen Aspiration Needle), 35 h posle trigeringa.

3.2. Laboratorijski protokol

Na Odeljenju za Artificijelne reproduktivne tehnologije, Klinike za ginekologiju i
akuserstvo ,,Narodni front* u Beogradu, u postupku za vantelesno oplodenje koris¢ena
su dva razli¢ita tipa medijuma za kulturu humanih gameta i embriona i to: Universal
IVF Medium i1 ISM1 medijum (Medicult, Jyllinge, Denmark) od 0.1.01.2007. do
29.05.2009. 1 Cook Medical Embryo Culture Sequential System, Fertilization medium i
Cleavage medium (Cook® Medical Inc., Ireland) od 01-05-2008. pa na dalje. Za
ekvilibraciju medijuma 1 za kultivaciju jajnih ¢elija i embriona koriS¢eni su 2 tipa
inkubatora: konvencionalni inkubator sa vratima napred i vodenim sistemom grejanja,
Heracell 240 (Thermo Electron Corporation, Made in Germany) i mali inkubator sa

vratima na gore, K-Minc 1000 (William a COOK Australia Pty Ltd).

Kada je koriS¢en Medicult medijum postupak je bio slede¢i : Universal IVF Medium
(Medicult, Jyllinge, Denmark) je po preporuci proizvodaca upotrebljavan za
prikupljanje (kolekciju) jajnih Celija, fertilizaciju 1 kulturu do stadijuma od 2-8 ¢elija
(drugi do tre¢i dan kultivacije) a takode i za embriotransfer. Kod metode klasi¢nog
vantelesnog oplodenja, aspiracijom folikula, prikupljene jajne celije isprane su i
prebacene (maksimalno do 5 janih ¢elija) u 700 uL Universal IVF Medium. Potom je
obavljena inseminacija sa 100.000 progresivno pokretnih spermatozoida. Izvor

spermatozoida je bio iskljucivo iz svezeg ejakulata. U ICSI proceduri, jajne ¢elije nakon
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obavljene mikrofertilizacije su odmah prebacivane u ISM1 medijum (Medicult,
Jyllinge, Denmark) i kultivisane do stadijuma od 2 do 8 blastomera u zavisnosti kada je
vrsen embrio transfer (drugi ili tre¢i dan kultivacije). Ekvilibracija ovih medijuma i
kultivacija jajnih ¢elija i embriona vrSena je u CO, inkubatorima Heracell 240, u

atmosferi od 5% Cistog CO, 1 na temperaturi od 37°C.

Kada je koris¢en Cook-ov medijum postupak je bio sledeci: za kolekciju i fertilizaciju
jajnih ¢éelija koristi se Fretilization Medium (Cook®™ Medical Inc., Ireland). Kod
klasi¢anog metoda vantelesnog oplodenja inseminacija je vrSena u Fertilization medium
koji svojim sastavom obezbeduje optimalne uslove za fuziju gameta, $to ¢ini prvi deo
sekvencijalnog in vitro protokola kulture embriona, tako Sto se nakon aspiracije
folikula, dobijene jajne celije isperu 1 prebace (maksimalno do 5 janih ¢elija) u 700 puL
Fertilization mediuma. Potom je obavljena inseminacija sa 100.000 progresivno
pokretnih spermatozoida. Izvor spermatozoida je bio iskljucivo iz svezeg ejakulata.
Sledeceg jutra celije corona cumulus kompleksa se ociste, a o¢iS¢ene oplodjene jajne
¢elije, po potvrdi fertilizacije se prebace u 50ul prethodno ekvilibrisane kapi Cleavage
Medium (Cook® Medical Inc., Ireland) koji se upotrebljava za rani razvoj embriona kao
drugi deo sekvencijalnog in vitro protokola kulture embriona od faze zigota (prvi dan),
do drugog ili tre¢eg dana kultivacije, odnosno do embrio transfera. U ICSI postupku,
prikupljanje jajnih ¢elija se takodje obavlja u Fertilization Mediumu, a nakon obavljene
mikrofertilizacije odmah se vrSi prebacivanje u mikrokapi prethodno ekvilibrisanog
Cleavage Medium koji se takodje upotrebljava za rani razvoj embriona kao drugi deo
sekvencijalnog in vitro protokola kulture embriona od faze zigota (prvi dan), do drugog
ili tre¢eg dana kultivacije, odnosno do embriotransfera. Ekvilibracija medijuma, kultura
gameta 1 embriona vrSena je u CO, inkubatorima: Heracell 240, u atmosferi od 6%
¢istog CO; 1 na temperature od 37°C za Cook medijume, dok je kultura embriona
vr§ena u K-Minc 1000 inkubatorima, obavljana u ta¢no odredenoj atmosferi smeSe

gasova koja sadrzi 6,1% CO,, 5% O, 1 ostatak N, i na temperaturi od 37°C

Provera fertilizacije jajnih celija vrSena je nakon 16-20 sati. Normalna oplodnja
(fertilizacija) je potvrdena prisustvom dva pronukleusa (haploidno jedro jajne ¢elije 1
spermatozoida, 2PN) sa dva jasna, (vidljiva, posebna) ili fragmentisana polarna tela, a

potom je razvoj embriona evaluiran svakodnevno. Embrioni su bili kultivisani u kapima
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ispod ulja (Ovoil, Vitrolife, Goteborg, Sweden). Embriotransfer je radjen drugog, treceg

ili petog dana posle aspiracije jajnih ¢elija.

3.2.1. Kriterijumi za odredjivanje kvaliteta embriona

Kriterijumi za odredjivanje kvaliteta embriona su bili broj blastomera, njihov oblik i
veli¢ina, stopa fragmentacije i multinukleacija blastomera. Po obliku, blastomere mogu
biti pravilne ili nepravilne. Po wveli¢ini mogu biti jednake ili nejednake. Stopa
fragmentacije se procenjuje na osnovu prisutnog procenta fragmentacije embriona.
Embrioni se u odnosu na stopu fragmentacije dele na embrione bez fragmenata,
embrione sa <10% fragmenata, embrione sa < 20% fragmenata , embrione sa >20 < 50
% 1 embrione sa >50 -100% fragmenata.

A skor embriona oznafava da su blastomere medjusobno jednake, a B skor embriona
oznacava da su blastomere medjusobno neujednacene tj. nejednake.

Kriterijumi za odredjivanje kvaliteta embriona su:

e A embrion - ima blastomere jednake po veli¢ini (2 - 8) bez fragmenata 1 bez
multinukleacije

e B embrion - ima blastomere nejednake po velicini (2 - 8) bez fragmenata i bez
multinukleacije

e Al; Bl - embrioni sa <10 % fragmentacija (A su sa jednakim a B sa nejednakim
velicinama blastomera)( a mogu biti sve kombinacije sa prefiksom koji
oznacava broj blastomera 2A1,2B1, 3A1,4A1....8A1; 2B1, 3B1..8B1).

e A2; B2 - embrioni sa >10 < 20 % fragmentacija (A su sa jednakim a B sa
nejednakim veliCinama blastomera) ( a mogu biti sve kombinacije sa prefiksom
koji oznacava broj blastomera 2A2,2B2, 3A2,4A2....8A2; 2B2, 3B2..8B2).

e A3; B3 -embrioni sa >20 do 50% fragmenata A su sa jednakim a B sa
nejednakim veli¢inama blastomera)

e A4; B4 - embrioni sa >50 % fragmenat A su sa jednakim a B sa nejednakim
veli¢inama blastomera)

e Prefix 1,2,3,4... ispred A ili B oznafava broj blastomera prisutnih u embrionu
(2A, 1 2B, dve blastomere, 3A i 3B tri blastomere, ....)

e Gradacije embriona na osnovu Kkriterijjuma za odredjivanje kvaliteta embriona

Su:
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1. Odli¢an embrion koji je vrhunskog kvaliteta (Top-quality)
e A embrioni i B — embrioni tj. embrioni bez fragmentacija, koji su 2.dana imali
3-4 blastomere, odnosno trec¢eg dana 6-8 blastomera
e Al embrioni i Bl embrioni tj. Embrioni sa <10 % fragmentacija koji su 2.dana
imali 3-4 blastomere, odnosno tre¢eg dana 6-8 blastomera
2. Embrion koji je dobrog kvaliteta (Good quality)
e A embrioni i B embrioni sa odgovaraju¢im brojem blastomera i stepena
fragmentacije 1 sa odsustvom multinukleacije
e svi A2 embrioni i B2 embrioni sa 2-8 blastomera
3. Embrioni prose¢nog -osrednjeg kvaliteta (Fair quality)
e A3 embrioni i B3 embrioni
4. Embrioni loSeg tj. nepovoljnog kvaliteta koji nisu za transfer (Bad quality)
e A4 embrioni i B4 embrioni (embrioni sa visokim procentom fragmentacije)
e cmbrioni koji su usporenog rasta ili sa prisutnim zastojem u razvoju (na
primer embrioni tre¢eg dana sa 4 ili 5 blastomera)

e embrioni sa izrazenom multinukleacijom.

Selekcija embriona (odabir embriona za embriotransfer) na dan 2 je procenjivana u
skladu sa prethodno navedenim parametrima. Selekcija embriona na dan 3, zasnovana je
takode na gore navedenim parametrima, s tim $to su prednost imali embrioni koji su

pokazali ranu kompakciju.

3.3. Podrska lutealne faze

Za podrsku lutelane faze koris¢en je 3 x 200 mg progesterona peroralno (Utrogestan,
Besins, Brussels, Belgium) i 125 mg depo progesterona intramuskularno (Progesteron
depo 250 mg, hidroksiprogesteron kaproata, Galenika, Beograd, Srbija) na dan
aspiracije jajnih ¢elija kao 1 svaki dan do embriotrnsfera ukljucujuéi i taj dan i joS 2 puta

na peti dan od embriotransfera po 250 mg Depo Progesterona.

Studija je obuhvatila ukupno 2617 ciklusa vantelesne oplodnje, od kojih je kod 74
pacijentkinje obustavljena terapija zbog neadekvatnog odgovora na stimulaciju, kod 16

pacijentkina aspiracijom nisu dobijene jajne Celije, 8 pacijentkina je imalo
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neupotrebljive jajne ¢celije za oplodnju, a 21 muskarac nije dao uzorak sperme. Tako da
je analizirano 2498 ciklusa vantelesnog oplodenja.

Na osnovu vrste inkubatora i koriS¢enog medijuma pacijentkinje su podeljene u tri
grupe. Prva grupa ispitivanih pacjentkinja u ¢ijoj proceduri su koris¢eni Cook medijumi
i Heracell inkubator (N=1134). Druga grupa ispitivanih pacjentkinja u ¢ijoj proceduri su
koris¢eni Medicult medijumi i Heracell inkubator (N=697) . Tre¢a grupa ispitivanih
pacjentkinja u ¢ijoj proceduri su koris¢eni Cook medijumi 1 K-Minc (Cook) inkubatori
(N=667).

Analizirani su slede¢i podaci o pacijentkinjama: godine zivota, BMI, pusacki status,
etiologija infertiliteta, broj prethodno uradjenih vantelesnih oplodnji.

Analizirani su slede¢i podaci vazani za postupak VTO: vrste protokola stimulacije,
ukupna koli¢ina datih gonadotropina, duZina stimulacije, serumske vrednosti estradiola
na dan zavr$ne injekcije, broj dobijenih jajnih ¢elija, procenat oplodjenih jajnih celija,
ukupan broj embriona, broj visoko kvalitetnih embriona, broj transferisanih embriona,
dan embrio transfera.

Analizirani su ishodi vantelesnog oplodjenja u zavisnosti od vrste koris¢enih medijuma
1 vrste koriS¢enih inkubatora, odnosno njihove kombinacije.

Ishod vantelesnog oplodjenja je definisan kao stope biohemijskih trudnoca, klini¢kih
trudnoca, stopa implantacija, stope uznapredovalih trudnoca, stope pobacaja, udeo
prevremenih porodaja, porodaji u terminu, stopa Zivorodene dece. Pod biohemijskom
trudno¢om je podrazumevana vrednost B hCG >50 u serumu 16 dana posle aspiracije
jajnih celija, pod klinickom trudno¢om je podrazumevana ultrazvuéno utvrdena
trudno¢a u 7. gestacijskoj nedelji (dijagnostikovana ultrazvucnim pregledom
vaginalnom sondom, pri ¢emu je utvrdjeno prisustvo gestacionog meska ili otkucaja
srca ploda), stopa implantacija (broj gestacionih meskova utvrdjenih ultrazvu¢nim
pregledom vaginalnom sondom podeljen sa brojem transferisanih embriona), pod
uznapredovalom trudno¢om je podrazumevana ultrazvu¢no verifikovana trudnoca u 12.
nedelji gestacije. Pod pobacajem su podrazumevani spontani ili indukovani gubici
trudnoc¢e pre napunjene 20 nedelje gestacije odnosno 18 nedelja nakon fertilizacije,
prevremeni porodjaji (porodjaj zavrSen rodjenjem zivorodjenog ili mrtvorodjenog
novorodjenceta u periodu posle 20 gestacione nedelje, a pre navrSene 37 nedelje

gestacije) kao 1 termiski porodaj (Zivo rodjeno ili mrtvo rodjeno novorodjence
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porodjeno izmedju 37 i 42 nedelje gestacije) i telesna masa novorodjenceta. Takodje, su
registrovani svi relevantni podaci o toku trudno¢e do porodjaja. Nisku telesnu masu
novorodjenceta predstavlja telesna masa novorodjenceta ispod 2,500 g, veoma nisku
telesnu masu novorodjenceta predstavlja telesna masa novorodjenceta ispod 1,500 g,
ekstremno nisku telesnu masu novorodjenceta predstavlja telesna masa novorodjenceta
ispod 1,000 g.

Analiza uticaja razliCitih vrsta medijuma 1 inkubatora na telesnu masu na rodenju nece
obuhvatiti pacijentkinje sa viSeplodnim trudno¢ama, prevremenim porodajem,
mrtvorodenom decom, kao 1 stanjima u trudno¢i koja mogu imati uticaja na telesnu
masu novorodencadi (svi oblici Secerne bolesti, poviSen arterijski pritisak, gestoze,
intrauterini zastoj u rastu ploda, nestaju¢i blizanci). Tako da ¢e analizom biti
obuhvacena samo terminska novorodencad i to njih 335. Prva grupa u ¢ijoj proceduri su
koris¢eni Cook medijumi 1 Heracell inkubator (N=157). Druga grupa u ¢ijoj proceduri
su koris¢eni Medicult medijumi 1 Heracell inkubator (N=87) 1 tre¢a grupa

novorodencadi u ¢ijoj proceduri su koris¢eni Cook medijumi 1 Cook inkubatori (N=91).

3.4. Statisticka analiza

U ovoj studiji koriS¢ene su deskriptivne 1 analiticke statisticke metode.

Od deskriptivnih, koris¢eni su:

- apsolutni i relativni brojevi (n, %)

- mere centralne tendencije (aritmeticka sredina, medijana)

- mere disperzije (standardna devijacija, interval varijacije)

Od analitickih statistickih metoda koriS¢eni su testovi razlike i analiza povezanosti.
Testovi razlike koriS¢eni u ovoj studiji su:

- parametarski (t-test, ANOVA)

- neparametarski (Hi-kvadrat test, Kruskal-Wallis test).

Za testiranje razlike izmedu pojedinih grupa koris¢ena su naknadna testiranja sa
Bonferroni korekcijom.

Povezanost binarne ishodne varijable sa prediktorima je analizirana binarnom
logistickom regresionom analizom, dok je povezanost numericke ishodne varijable sa
ostalim prediktorima analizirana linearnom regresionom analizom.

Svi rezultati su prikazani tabelarno 1 graficki.
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Svi podaci su obradeni u SPSS 20.0 (IBM korporacija) softverskom paketu.
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4. REZULTATI

Studija je obuhvatila ukupno 2498 cilkusa vantelesnog oplodenja. Od ukupnog broja,
1134 (45,4%) pacijentkinja je bilo u grupi Heracell + Cook, 697 (27,9%) pacijentkinja
je bilo u grupi Heracell + Medicult, dok je 667 pacijentkinja (26,7%) bilo u K-Minc +
Cook grupi.

4.1. Podaci o pacijentima

4.1.1. Starost pacijentkinja

Deskriptivna statistika starosti pacijentkinja u odnosu na ispitivane grupe je prikazana u

tabeli 1.

Tabela 1. Starost pacijentkinja u odnosu na grupe

Minimu Maksimu

Grupa A.S. SD Median

m m
Heracell + Cook 3342 3.86 34 21 40
Heracell +
Medicult 32.64 3.17 33 20 40
K-Minc + Cook 33.95 3.96 34 20 41
Ukupno 33.35 3.74 34 20 41

Iz tabele vidimo da je prosecna starost pacijentkinja vrlo slicna u sve tri grupe
pacijentkinja, ali obzirom da se radi o velikim uzorcima i malim standardnim
devijacijama, razlika izmedu grupa je statisticki znacajna (F=24,639; p<0,001).
Naknadnim poredenjima je utvrdeno da je razlika znacajna izmedu Heracell + Cook vs.
Heracell + Medicult (p<0,001), izmedu Heracell + Cook vs. K-Minc + Cook (p=0,018),
kao 1 izmedu Heracell + Medicult vs. K-Minc + Cook (p<0,001).

Distribucija pacijentinja u odnosu na starost je i1 graficki prikazana (Grafikon 1).
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Grafikon 1. Starost pacijentkinja u odnosu na grupe
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4.1.2.Indeks telesne mase

Deskriptivna statistika indeksa telesne mase u odnosu na ispitivane grupe je prikazana u
tabeli 2.
Tabela 2. BMI u odnosu na grupe

Grupa AS. D Median Minimu Maksimu
m m
Heracell + Cook 23.00 3.02 22.50 15.80 29.90
_l’_

Heracell 23.26 3.13 2290 1570  29.90
Medicult

K-Minc + Cook 22.46 2.90 22.00 15.60 29.90
Ukupno 22.93 3.04 22.50 15.60 29.90

Iz tabele vidimo da je proseCan BMI vrlo sliCan u sve tri grupe pacijentkinja, ali
obzirom da se, kao i u prethodnoj analizi, radi o velikim uzorcima i malim standardnim

devijacijama, razlika izmedu grupa je statisticki znacajna (F=12,315; p<0,001).
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Naknadnim poredenjima je utvrdeno da razlika nije znacajna izmedu Heracell + Cook
vs. Heracell + Medicult (p=0,241), znacajna je izmedu Heracell + Cook vs. K-Minc +
Cook (p=0,001), kao i izmedu Heracell + Medicult vs. K-Minc + Cook (p<0,001).

Distribucija pacijentinja u odnosu na BMI je i graficki prikazana (Grafikon 2).

Grafikon 2. BMI u odnosu na grupe
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4.1.3.Pusacki status pacijentkinja

Distribucija paijentkinja po grupama u odnosu na pusacki status je prikazana u tabeli 3.
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Tabela 3. PuSacki status pacijentkinja

Pusenje > 10 Ukupno
cigareta
ne da
884 130 1014
Heracell + Cook
% 87.2% 12.8% 100.0%
Heracell + N 551 108 659
Grupa .
Medicult % 83.6% 16.4% 100.0%
. 553 57 610
K-Minc + Cook
% 90.7% 9.3% 100.0%
N 1988 295 2283
Ukupno
% 87.1% 12.9% 100.0%

Iz tabele se vidi da je najviSe puSaca bilo u drugoj grupi, zatim u prvoj i najmanje u

tre¢oj grupi. Hi-kvadrat testom je utvrdeno da postoji statisticki znacCajna razlika izmedu

ispitivanih grupa (X*=13,986; p<0,001).

Rezultati su 1 graficki prikazani (Grafikon 3).

Grafikon 3. PuSacki status pacijentkinja
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4.1.4.Trajanje infertiliteta

Deskriptivna statistika trajanja infertiliteta u odnosu na ispitivane grupe je prikazana u
tabeli 4.

Tabela 4. Trajanje infertiliteta

Grupa AS. SD Median Minimu Maksimu
m

Heracell + Cook 6.90 3.67 6.00 1 20

Heracell +

Medicult 8.76 3.87 8.00 1 25

K-Minc + Cook 5.89 3.32 5.00 1 20

Ukupno 7.15 3.79 6.00 1 25

Iz tabele se vidi da je prosecno trajanje infertiliteta, kao 1 medijana, najduze u grupi
Heracell + Medicult, dok je najkrace u grupi K-Minc + Cook. Ova razlika je statisticki
znadajna (X°=223,136; p<0,001). Naknadnim poredenjima je utvrdeno da je razlika
znacajna izmedu Heracell + Cook vs. Heracell + Medicult (p<0,001), izmedu Heracell +
Cook vs. K-Minc + Cook (p<0,001), kao 1 izmedu Heracell + Medicult vs. K-Minc +
Cook (p<0,001). Distribucija pacijentinja u odnosu na trajanje infertiliteta je i graficki
prikazana (Grafikon 4)

Grafikon 4. Trajanje infertiliteta
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4.1.5. Infertilitet

Distribucija pacijentkinja prema primarnom ili sekundarnom infertilitetu je prikazana u

tabeli 5.
Tabela 5. Infertilitet
Infertilitet Ukupno
primarni sekundarni
&30 304 1134
Heracell + Cook
% 73.2% 26.8% 100.0%
Heracell + N 558 139 697
Grupa :
Medicult % 80.1% 19.9% 100.0%
) 525 142 667
K-Minc + Cook
% 78.7% 21.3% 100.0%
N 1913 585 2498
Ukupno
% 76.6% 23.4% 100.0%

Iz tabele se vidi da je sekundarni infertilitet nace$¢i u prvoj grupi ispitivanih

pacijentkinja, dok su druga 1 treca vrlo slicne. Ova razlika je statisticki znacajna

(X*=13,645; p=0,001). Distribucija je i grafi¢ki prikazana (Grafikon 5).

Grafikon 5. Infertilitet
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4.1.6. Indikacije za VTO

Kada se analiziraju pacijentkinje po grupama u odnosu na indikacije za VTO dobijaju se
slede¢i rezultati prikazani u tabeli 6.

Tabela 6. Indikacije za VTO

Indikacije za VTO Ukupno
nepoznat zenski ~ muski kombinovan
0 1
139 349 322 324 1134
Heracell + Cook
% 12.3%  30.8%  28.4% 28.6% 100.0%
Heracell + N 122 239 169 167 697
Grupa :
Medicult % 17.5%  343%  24.2% 24.0% 100.0%
_ 139 211 145 172 667
K-Minc + Cook
% 20.8%  31.6%  21.7% 25.8% 100.0%
N 400 799 636 663 2498
Ukupno
% 16.0%  32.0%  25.5% 26.5% 100.0%

Evidentno je da postoje razlike u distribuciji po ispitivanim grupama, a analiziraju¢i ove
podatke hi-kvadrat testom utvrdeno je da postoji statisticki znaCajna razlika izmedu
grupa po indikacijama za VTO (X*=33,881; p<0,001). Rezultati su i grafi¢ki prikazani
(Grafikon 6).

Grafikon 6. Indikacije za VTO
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4.1.7. Prethodni pokusaji VTO

Distribucija pacijentkinja po ispitivanim grupama u odnosu na prethodne pokusaje
vantelesnog oplodenja je prikazana u tabeli 7.

Tabela 7. Prethodni pokusaji VTO

Broj prethodnih VTO
Ukupno
0 1 2 3 4+
725 261 82 43 23 1134
Heracell + Cook
% 63.9%  23.0% 7.2% 3.8% 2.0% 100.0%
Heracell + N 534 94 38 20 11 697
Grupa .
Medicult % 76.6% 13.5% 5.5% 2.9% 1.6% 100.0%
. 468 164 25 7 3 667
K-Minc + Cook
% 70.2%  24.6% 3.7% 1.0% 0.4% 100.0%
N 1727 519 145 70 37 2498
Ukupno

% 69.1%  20.8% 5.8% 2.8% 1.5% 100.0%
1z tabele se vidi da se radi o varijabilnim distribucijama, pri ¢emu su pacijentkinje prve

grupe imale najveci procenat prethodnih pokusaja vantelesnog oplodenja. Testiranjem,
hi-kvadrat testom, je utvrdeno da postoji statisticki znaGajna razlika (X’=26,831;
p<0,001). Rezultati su 1 graficki prikazani (Grafikon 7).

Grafikon 7. Prethodni pokusaji VTO
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4.2. Karakteristike procedure IVF

4.2.1. Protokol stimulacije

Distribucija pacijentkinja u odnosu na protokol po ispitivanim grupama je prikazana u
tabeli 8.

Tabela 8. Protokol

Protokol Ukupno
stimulacije
kratak dug
645 489 1134
Heracell + Cook
% 56.9%  43.1% 100.0%
Heracell + N 171 526 697
Grupa .
Medicult % 24.5%  75.5% 100.0%
. 412 255 667
K-Minc + Cook
% 61.8%  38.2% 100.0%
N 1228 1270 2498
Ukupno
% 49.2%  50.8% 100.0%

NajcesS¢e je dug protokol bio zastupljen u drugoj grupi pacijentkinja, dok je u
najmanjem procentu bio zastupljen u tre¢oj grupi pacijentkinja. Na osnovu rezultata
statistickog testa je utvrdeno da je ova razlika statisticki znaajna (X’=238,587;
p<0,001). Rezultati su 1 graficki prikazani (Grafikon 8).

Grafikon 8. Protokol stimulacije
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4.2.2. Trajanje stimulacije

Deskriptivna statistika trajanja stimulacije u odnosu na ispitivane grupe je prikazana u
tabeli 9.

Tabela 9. Trajanje stimulacije

Grupa AS. D Median Minimu Maksimu
m m

Heracell + Cook 9.55 1.281 10.00 5 16

Heracell +

Medicult 9.17 1.259 9.00 5 14

K-Minc + Cook 9.96 1.536 10.00 7 21

Ukupno 9.55 1.379 10.00 5 21

1z tabele se vidi da su prosecne vrednosti sli¢ne, kao 1 medijane. Ali, obzirom da se radi
o velikim uzorcima, ocekivano je da i1 ove male razlike budu statisticki znacajne
(F=54,622; p<0,001). Naknadnim poredenjima grupa, svake sa svakom utvrdeno je da
su sve razlike statisticki znacajne.

Rezultati su 1 graficki prikazani (Grafikon 9).

Grafikon 9. Trajanje stimulacije
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4.2.3. Prosecna potrosnja gonadotropina
Deskriptivna statistika prose¢na potrosnja gonadotropina u odnosu na ispitivane grupe
je prikazana u tabeli 10.

Tabela 10. Prosecna potrosnja gonadotropina

Grupa AS. SD Median Minimu Maksimu
m
Heracell + Cook 2826.5 1215.6 2625 750 8425
_l’_

Heracell 2849.9 12165 2675 750 7275
Medicult

K-Minc + Cook 2442 .8 791.3 2475 850 6450
Ukupno 2730.6 1131.5 2600 750 8425

Evidentno je da je prosecna potro$nja gonadotropina izmedu prve dve grupe vrlo sli¢ne,
ali poslednja ima neSto manju prose¢nu vrednost, odnosno medijanu. Statistickom
analizom je utvrdeno da postoji znacajna razlika izmedu ispitivanih grupa po prosecnoj
potrognji gonadotropina (X*=38,206; p<0,001). Naknadnim poredenjima je utvrdeno da
nema znacajne razlike izmedu Heracell + Cook vs. Heracell + Medicult (p=1,000),
postoji izmedu Heracell + Cook vs. K-Minc + Cook (p<0,001), kao 1 izmedu Heracell +
Medicult vs. K-Minc + Cook (p<0,001). Rezultati su i graficki prikazani (Grafikon 10).

Grafikon 10. Prosecna potrosnja gonadotropina
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4.2.4. Prosecna vrednost estradiola na dan zavrsSne injekcije

Deskriptivna statistika prose¢ne vrednosti estradiola na dan zavrSne injekcije u odnosu

na ispitivane grupe je prikazana u tabeli 11.

Tabela 11. Prosecna vrednost estradiola na dan zavr$ne injekcije

Grupa AS. D Median Minimu Maksimu
m m
Heracell + Cook  6539.5 29792  6768.0 37 16501
_l’_

Heracell 65242 30977 65335 50 20644
Medicult

K-Minc + Cook 66947 3017.8 6727.0 175 21236
Ukupno 6577.0 30228 6713.0 37 21236

Ovde je evidentno da se radi o vrlo sliénim prosecnim vrednostima. StatistiCkom
analizom je utvrdeno da nema znacajne razlike izmedu grupa (F=0,697; p=0,498).

Rezultati su 1 graficki prikazani (Grafikon 11).

Grafikon 11. Prosecna vrednost estradiola na dan zavrsne injekcije

25000
o
o
20000
o
o
8
15000 o
2
=
[
|
ol
wn
W
10000
5000=
0
T T !
Heracell + Cook Heracell + Medicutt K-Minc + Cook
Grupa

36



4.2.5. Ukupan broj folikula_na dan zavrSne injekcije

Deskriptivna statistika ukupnog broja folikula na dan zavrsne injekcije po ispitivanim
grupama je prikazana u tabeli 12.

Tabela 12. Ukupan broj folikula na dan zavrSne injekcije

Grupa N AS. SD Median Minimu Mal;s:mu
Heracell + Cook 1130 14.55 7.79 14 1 47
Heracell +

692 13.62 7.47 13 1 46
Medicult
K-Minc + Cook 663 16.67 9.21 16 1 69
Ukupno 2485 14.85 8.19 14 1 69

Evidentno je da je najveci broj folikula u tre¢oj grupi, dok je u drugoj grupi najmanji.
Razlika izmedu ispitivanih grupa je statisticki znaajna (X*=40,116; p<0,001).
Naknadnim poredenjima je utvrdeno da razlika znacajna izmedu Heracell + Cook vs.
Heracell + Medicult (p=0,030), izmedu Heracell + Cook vs. K-Minc + Cook (p<0,001),
kao 1 izmedu Heracell + Medicult vs. K-Minc + Cook (p<0,001). Rezultati su 1 graficki
prikazani (Grafikon 12).

Grafikon 12. Ukupan broj folikula na dan zavrsne injekcije
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4.2.6. Broj folikula ve¢ih od 17 mm na dan zavrSne injekcije

Deskriptivna statistika broja folikula koji su veéi od 17 mm na dan zavr$ne injekcije, po
ispitivanim grupama je prikazana u tabeli 13.

Tabela 13. Broj folikula ve¢ih od 17mm na dan zavr$ne injekcije

Grupa AS. SD Median Minimu Maksimu
m m

Heracell + Cook 6,70 3,57 6 1 20

Heracell +

Medicult 5,59 3,23 5 1 20

K-Minc + Cook 6,86 3,74 6 1 21

Ukupno 6,44 3,56 6 1 21

Kao 1 u ptrethodnoj analizi, najve¢i broj folikula je u trecoj grupi, dok je u drugoj
najmanji. Razlika izmedu ispitivanih grupa je statisticki znalajna (X*=50,192;
p<0,001). Naknadnim poredenjima je utvrdeno da razlika znacajna izmedu Heracell +
Cook vs. Heracell + Medicult (p<0,001), nema statistiCki znaCajne razlike izmedu
Heracell + Cook vs. K-Minc + Cook (p=1,000), a ima izmedu Heracell + Medicult vs.
K-Minc + Cook (p<0,001). Rezultati su i graficki prikazani (Grafikon 13).

Grafikon 13. Broj folikula ve¢ih od 17mm na dan zavr$ne injekcije
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4.2.7. Debiljina endometrijuma na dan zavrsSne injekcije

Deskriptivna statistika debljine endometrijuma na dan zavr$ne injekcije u odnosu na
ispitivane grupe je prikazana u tabeli 14.

Tabela 14. Debljina endometrijuma na dan zavr$ne injekcije

Grupa AS. D Median Minimu Maksimu
m m

Heracell + Cook 10.47 1.70 10.30 6.00 17.30

_l’_
Heracell 1056  1.63 1040  7.00  20.00
Medicult
K-Minc + Cook 1053 1.65 1050 630  17.00
Ukupno 1051 1.67 1040  6.00  20.00

Kao $to se vidi u tabeli prosecne vrednosti su vrlo slicne, gotovo identi¢ne 1 utvrdeno je

da nema statisticki znacajne razlike izmedu grupa (F=0,687; p=0,503).

4.2.8. Broj prikupljenih oocita, broj MII oocita i broj fertilizovanih oocita

Deskriptivna statistika broja prikupljenih oocita, MII oocita i broja fertilizovanih oocita

je prikazana u tabeli 15.

Tabela 15. Prikupljeni oociti, MII oociti 1 fertilizovani oociti

Grupa AS.  SD Median Perc.25 Perc.75 oAl
testiranja
) Heracell + Cook 8.43 4.43 8 5 11
Broj Heracell + X?=26,491
prlk'upljemh Medicult 7.90 4.72 7 4 11 $<0.001
oocita
K-Minc + Cook 8.79 4.16 8 6 11
Heracell + Cook 6.43 3.74 6 4 8
Broj MII Heracell + X?=22,920
oocita Medicult 598 4.10 > 3 8 p<0.001
K-Minc + Cook 6.65 3.71 6 4 9
) Heracell + Cook 4.07 2.79 4 2 6
Broj Heracell + X%=90.276
fertilizovani ) 3.37 2.66 3 1 5 ’
) Medicult p<0.001
h oocita )
K-Minc + Cook 4.77 3.01 4 3 7

Iz tabele se vidi da je najveci broj prikupljenih oocita bio u tre¢oj grupi, kao i ukupan

broj MII oocita 1 broj fertilizovanih oocita. Analiziraju¢i ove podatke Kruskal-Wallis
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testom utvrdeno je da su razlike u sva tri ispitivana obelezja posmatranja statisticki
znacajne.

Kada je u pitanju broj prikupljenih oocita, naknadnim poredenjima je utvrdeno da je
razlika znacajna izmedu Heracell + Cook vs. Heracell + Medicult (p=0,001), izmedu
Heracell + Cook vs. K-Minc + Cook razlika nije znacajna ali je blizu konvencionalnog
nivoa znacajnost (p=0,084), a izmedu Heracell + Medicult vs. K-Minc + Cook razlika je
znacajna (p<0,001).

Kada je u pitanju broj MII oocita, naknadnim poredenjima je utvrdeno da je razlika
znacajna izmedu Heracell + Cook vs. Heracell + Medicult (p=0,001), izmedu Heracell +
Cook vs. K-Minc + Cook razlika nije znacajna (p=0,449), a znacajna je izmedu Heracell
+ Medicult vs. K-Minc + Cook (p<0,001).

Kada je u pitanju broj fertilizovanih oocita, naknadnim poredenjima je utvrdeno da je
razlika znacajna izmedu Heracell + Cook vs. Heracell + Medicult (p<0,001), izmedu
Heracell + Cook vs. K-Minc + Cook (p<0,001), kao i izmedu Heracell + Medicult vs.
K-Minc + Cook (p<0,001).Rezultati su 1 graficki prikazani (Grafikon 14).

Grafikon 14. Ukupan broj oocita, broj MII oocita, broj fertilizovanih oocita
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4.2.9. Primenjeni nacin oplodenja jajnih celija

Distribucija pacijentkinja u odnosu na primenjeni na¢in oplodenja jajnih celija
je prikazana u tabeli 16.

Tabela 16. Primenjeni na¢in oplodenja jajnih Celija
Primenjeni na¢in oplodenja  Ukupno
jajnih ¢elija
IVF ICSI IVF i

ICSI
33 608 493 1134
Heracell + Cook
% 2.9%  53.6%  43.5% 100.0%
Heracell + N &0 481 136 697
Grupa .
Medicult % 11.5%  69.0% 19.5% 100.0%
) N 5 336 326 667
K-Minc + Cook
% 0.7% 504%  489% 100.0%
N 118 1425 955 2498
Ukupno
% 47%  57.0% 38.2% 100.0%

1z tabele se vidi da je procenat IVF najvec¢i u drugoj grupi, procenat ICSI takode, dok je
kombinacija najée$¢a u trecoj grupi (X*=214,343; p<0,001). Rezultati su i graficki
prikazani (Grafikon 15).

Grafikon 15. Primenjeni nacin oplodenja jajnih ¢elija
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4.2.10. Ukupan broj embriona, broj visoko kvalitetnih embriona i udeo visoko

kvalitetnih embriona u odnosu na MII oocite

Deskriptivna statistika ukupnog broja embriona, broj visoko kvalitetnih embriona i

udeo visoko kvalitetnih embriona u odnosu na MII oocite je prikazana u tabeli 17.

Tabela 17. Ukupan broj embriona, broj visoko kvalitetnih embriona i udeo visoko

kvalitetnih embriona u odnosu na MII oocite

Rezul
Grupa A.S. SD Median Perc.25 Perc. 75 ez'u t?t
testiranja
Heracell + Cook 3.14 1.66 3 2 3
Ukupan broj Heracell + X*=35.265
. . 3.01 1.74 3 2
embriona Medicult p<0.001
K-Minc + Cook 2.77 1.37 3 2 3
Heracell + Cook 2.63 1.97 3 1
Broj top Heracell + X*=19.407
2.56 2.00 2 1 3
embriona Medicult p<0.001
K-Minc + Cook 2.23 1.64 2 1 3
Udeo top Heracell + Cook 42 .29 4 2 .
bri Heracell + X?=24.384
ermbriona t - erace 44 29 4 3 .
odnosuna  Medicult p<0.001
MII K-Minc + Cook .36 .26 3 2 .5

Iz tabele se vidi da je ukupan broj embriona, najveci u prvoj grupi, a najmanji u trecoj.
Najveci broj visoko kvalitetnih embriona je bio takode, u prvoj grupi, a najmanji u
tre¢coj dok je udeo visoko kvalitetnih embriona u odnosu na MII oocite najveéi u
drugoj, ali gotovo identi¢an kao i u prvoj grupi pacijentkinja. Analiziraju¢i ove podatke
Kruskal-Wallis testom utvrdeno je da su razlike u sva tri ispitivana obelezja
posmatranja statisti¢ki znacajne.

Kada je u pitanju ukupan broj embriona, naknadnim poredenjima je utvrdeno da je
razlika znacajna nasamo granici statisticke zna€ajnosti izmedu Heracell + Cook vs.
Heracell + Medicult (p=0,052), ia znacajna zmedu Heracell + Cook vs. K-Minc + Cook
(p<0,001) 1 izmedu Heracell + Medicult vs. K-Minc + Cook (p<0,001).

Kada je u pitanju broj visoko kvalitetnih embriona, naknadnim poredenjima je utvrdeno

da razlika nije znacajna izmedu Heracell + Cook vs. Heracell + Medicult (p=0,943), ali
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je znacajna izmedu Heracell + Cook vs. K-Minc + Cook (p<0,001), i izmedu Heracell +
Medicult vs. K-Minc + Cook (p=0,011).

Kada je u pitanju udeo visoko kvalitetnih embriona u odnosu na MII oocite, naknadnim
poredenjima je utvrdeno da razlika nije znacajna izmedu Heracell + Cook vs. Heracell +
Medicult (p=0,432), ali je znacajna izmedu Heracell + Cook vs. K-Minc + Cook
(p<0,001), kao i izmedu Heracell + Medicult vs. K-Minc + Cook (p<0,001).

Rezultati su 1 graficki prikazani (Grafikon 16).

Grafikon 16. Ukupan broj embriona 1 broj visoko kvalitetnih embriona
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4.2.11. Ispitivanje potencijalnih faktora koji uti¢u na broj visoko kvalitetnih

embriona

U tabeli 18 prikazan je model sa brojem visoko kvalitetnih embriona kao zavisnom
varijablom i ostalim faktorima kao nezavisnim. Zbog devijacije distribucije, varijabla
ukupan broj visoko kvalitetnih embriona je transformisana logaritmovanjem i kao takva
je usla u model.

Rezultati su prikazani u tabeli 18.
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Tabela 18. Faktori koji uticu na ukupan broj visoko kvalitetnih embriona

Prediktor F p Parcijalna
vrednost Eta’
Grupa 6.350 .002 .006
Starost 2.613 .106 .001
IT™ 745 .388 .000
Pusenje .027 .869 .000
Trajanje infertiliteta 7.281 .007 .004
Broj prethodnih VTO 128 721 .000
Tretman 4.401 012 .004
Protokol .042 837 .000
Broj prikupljenih oocita .094 .760 .000
Broj MII oocita .035 851 .000
Broj fertilizovanih oocita  168.011  <0.001 .079

Iz tabele se vidi da su znacajni prediktori grupa (kombinacija inkubatora i medijuma),
trajanje infertiliteta 1 broj fertilizovanih oocita,. Od svih navedenih faktora najveci uticaj
broj fertilizovanih oocita. Grupa i trajanje infertiliteta imaju zanemarljivo mali uticaj u

odnosu na ostale znacajne prediktore.

4.2.12. Broj transferisanih embriona

Deskriptivna statistika broja transferisanih embriona je prikazana u tabeli 19.
Tabela 19. Broj transferisanih embriona

Grupa AS.  SD Median Perc.25 Perc.75 eruliat
testiranja
Heracell + Cook 2.61 67 3 2 3
Transferisan Heracell + X’=81.162
iembrioni  Medicult 248 7 ’ 2 3 p<0.001
K-Minc + Cook 2.36 64 2 2 3

ProseCan broj transferisanih embriona, kao 1 medijana, najve¢i je u grupi
Heracell+Cook, a najmanji u K-Minc+Cook. Statistickom analizom je utvrdeno da je
razlika izmedu ove tri grupe statisticki znacajna. Naknadnim poredenjima je utvrdeno
da je razlika znacajna izmedu Heracell + Cook vs. Heracell + Medicult (p=0,003),

izmedu Heracell + Cook vs. K-Minc + Cook razlika je znacajna (p<0,001), takode, je
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znacajna 1 izmedu Heracell + Medicult vs. K-Minc + Cook (p<0,001). Rezultati su i

graficki prikazani (Grafikon 17).

Grafikon 17. Broj transferisanih embriona
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4.2.13. Embrio transfer

Distribucija pacijentkinja u odnosu na embrio transfer je prikazana u tabeli 20.

Tabela 20. Embriotransfer

T
Heracell + Medicult

Grupa

I
K-Minc + Cook

Embriotransfer
Ukupno
ne da
163 971 1134
Heracell + Cook
% 14.4% 85.6% 100.0%
Heracell + N 139 558 697
Grupa .
Medicult % 19.9% 80.1% 100.0%
) 44 623 667
K-Minc + Cook
% 6.6% 93.4% 100.0%
N 346 2152 2498
Ukupno
% 13.9% 86.1% 100.0%
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Najveci procenat embriotransfera je u tre¢oj grupi, dok je najmanji u drugoj grupi.
Statistickom analizom je utvrdeno da je ova razlika stastisticki znadajna (X*=51,351;
p<0,001).

Rezultati su 1 graficki prikazani (Grafikon 18).

Grafikon 18. Embriotransfer
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4.2.14. Dan embrio transfera
Distribucija pacijentkinja u odnosu na dan embrio transfera je prikazana u tabeli 21.

Tabela 21. Dan embrio transfera

Dan embrio transfera Ukupno
2 3 5
689 260 22 971
Heracell + Cook
% 71,0%  26,8% 2,3% 100,0%
Heracell + N 445 107 6 558
Grupa .
Medicult % 79,7%  19,2% 1,1% 100,0%
. 428 194 1 623
K-Minc + Cook
% 68,7%  31,1% 0,2% 100,0%
N 1562 561 29 2152
Ukupno
% 72,6%  26,1% 1,3% 100,0%
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Drugi dan embrio transfera je najcesc¢e bio u drugoj grupi pacijentkinja, dok je tre¢i dan
embrio transfera bio u ostale dve grupe ces¢i. Analizirajuéi ove rezultate hi-kvadrat
testom uvrdeno je da je razlika izmedu grupa statisticki znadajna (X*=34,993; p<0,001).

Rezultati su i graficki prikazani (Grafikon 19).

Grafikon 19. Dan embriotransfera
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4.3. Ishodi vantelesnog oplodenja

Ishodi vantelesnog oplodenja kod pacijentkinja sa uradenim embriotransferom do

31.3.2015. godine

U tabeli 22. su prikazani ishodi trudnoc¢e pacijentkinja kojima je embriotransfer uraden

najranije devet meseci pre nego Sto su podaci sakupljeni.
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Tabela 22. Ishodi vantelesnog oplodenja

Grupa
Heracell + Cook Heracell + K-Minc + Cook P
i vrednost
Medicult
N % N % N %
Fertilizaciona stopa (x+sd) 0.69+0.29 0.67+0.28 0.74+0.23 <0.001
Biohemijska ne 526 53.1% 342 61.3% 220  45.7% <0.001
trudnoca da 465 46.9% 216 38.7% 261  54.3%

.. ne 554 559% 360 64.5% 234 48.6%
Klimcka trudnoca -, 437 441% 198 35.5% 247 514w o
Implantaciona stopa (x+sd) 0.50+0.23 0.49+0.23 0.58+0.26 <0.001
Uznapredovala ne 602  60.7% 375 67.2% 259  53.8% <0.001
trudnoca da 380 39.3% 183 32.8% 222 46.2%
Uznapredovala 1 268  68.9% 139 76.0% 159  71.6%
trudnoca — broj 2 99  25.4% 41 22.4% 56  252% 0.227
plodova 3 22 5.7% 3 1.6% 7 3.2%
Vanmateri¢na ne 980 98.9% 557 99.8% 477  99.2% 0.139
trudnoca da 11 1.1% 1 0.2% 4 0.8%

ne 344  88.4% 167 91.3% 205 92.3%
Spontanipobacaj  ~ . 45 1L6% 16 8% 17 17% °
Prevremeni porodaj ne 279 81,1% 139 83,2% 169 82.0% ¢4
da 65 18,9% 28 16,8% 37 18,0%
1 240  69.8% 129 77.2% 150  73.2%
Broj porodaja 2 97  28.2% 36 21.6% 53 259% 0.228
3 7 2.0% 2 1.2% 2 1.0%
Ukupno porodaja (n=716) 344 88.4% 167 91.3% 205  92.3% 0.252
Ukupan broj dece (n=924) 455 207 262
Sopa Zivorodene dece 30.3% 24.0% 30.7% 0.005

Iz tabele se vidi da postoji znaCajna razlika u biohemijskim, klinickim

i

uznapredovalim trudnocama izmedu ispitivanih grupa, kao i u stopi fertilizacije i

implantacije. Naknadnim poredenjem je utvrdeno da u odnosu na stopu fertilizacije

nema statistiCki znacajne razlike izmedu Heracell+Cook vs. Heracell+Medicult grupe

(p=0,647), a postoji

imedju Heracell+Cook vs.

Heracell+Medicult vs. Kminc+Cook grupe (p<0,001).

Kminc+Cook (p<0,001)

i

Naknadnim poredenjem je utvrdeno da u odnosu na stopu biohemijskih trudnoc¢a postoji

statisticki znaCajna razlika izmedu Heracell+Cook vs. Heracell+Medicult grupe
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(p=0,006), a takode, i izmedju Heracell+Cook vs. Kminc+Cook (p=0,024) i
Heracell+Medicult vs. Kminc+Cook grupe (p<0,001).

Naknadnim poredenjem je utvrdeno da u odnosu na stopu klini¢kih trudnoca postoji
statisticki znaCajna razlika izmedu Heracell+Cook vs. Heracell+Medicult grupe
(p=0,003), a takode, i izmedju Heracell+Cook vs. Kminc+Cook (p=0,027) i
Heracell+Medicult vs. Kminc+Cook grupe (p<0,001).

Naknadnim poredenjem je utvrdeno da u odnosu na stopu implantacije nema statisticki
znacajne razlike izmedu Heracell+Cook vs. Heracell+Medicult grupe (p=1,000), a
postoji imedju Heracell+Cook vs. Kminc+Cook (p<0,001) i Heracell+Medicult vs.
Kminc+Cook grupe (p<0,001).

Naknadnim poredenjem je utvrdeno da u odnosu na stopu uznapredovalih trudnoca
postoji statistiCki znacajna razlika izmedu Heracell+Cook vs. Heracell+Medicult grupe
(p=0,033), a takode, 1 izmedju Heracell+Cook vs. Kminc+Cook (p=0,036) 1
Heracell+Medicult vs. Kminc+Cook grupe (p<0,001).

Naravno, treba obratiti paznju na smanjenje ukupnog broja jedinica posmatranja u tabeli

koje je posledica toka trudnoce.

4.3.1. Logisti¢ki regresioni modeli sa klinickom trudnoé¢om kao ishodom

Logisticki regresioni modeli uradeni su sa ciljem da se utvrdi efekat inkubatora i

medijuma kada se kontroliSe za ostale faktore koji znac¢ajno uticu na ishod VTO.
U tabeli 23. prikazan je logistiCki regresioni model sa pacijentkinjama koje su u ciklusu

vestacke oplodnje imale COOK medijum, pa se porede one koje su imale Heracell 1

Kminc inkubatore.
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Tabela 23. Poredenje inkubatora sa COOK medijumom

Vre;)nost OR 95% IP za OR

Kminc ,005 1,411 1,111 1,792

Starost ,022 ,961 929 ,994

IT™ ,267 ,980 ,944 1,016

Pusenje ,003 577 ,403 ,825

Trajanje infertiliteta ,023 1,039 1,005 1,073

Broj prethodnih VTO ,010 ,828 717 ,957
Tretman IVF+ ICSI ,338 1

ICSI ,143 ,541 ,238 1,230

IVF ,962 ,994 ,783 1,262

Dug protokol ,145 1,213 936 1,572

Broj prikupljenih oocita ,298 970 917 1,027

Ukupnan broj M2 oocitia ,175 1,055 977 1,139

Broj fertilizovanih oocita ,693 1,013 ,949 1,083

Broj transferisanih embriona <0,001 1,767 1,443 2,164
dan_transfera_- 2 , 528 1

3 ,812 1,029 811 1,307

5 ,276 ,524 ,164 1,677

Iz tabele se vidi da je Sansa da dode do klinicke trudnoce za 41% veca ukoliko se radi o

K-Minc inkubatoru u odnosu na Heracell.

U narednom modelu uzete su samo pacijentkinje koje su u postupku vantelesnog

oplodenja imale Heracell inkubator a komparirani su medijumi (COOK i1 Medicult).
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Tabela 24. Poredenje medijuma kod Heracell inkubatora

Vre(fnost 95% IP za OR

COOK medijum ,002 1,528 1,174 1,988

Starost ,237 ,978 ,943 1,015

™ ,258 ,979 ,943 1,016

Pusenje ,047 ,713 ,510 ,996

Trajanje infertiliteta ,388 1,014 ,982 1,047

Broj prethodnih VTO ,008 ,830 ,722 ,954
Tretman IVF+ ICSI 847 1

ICSI ,970 1,010 ,611 1,668

IVF 572 1,081 ,826 1,414

Dug protokol ,028 1,352 1,034 1,768

Broj prikupljenih oocita ,224 ,967 917 1,020

Ukupnan broj M2 oocitia ,434 1,029 ,957 1,107

Broj fertilizovanih oocita ,287 1,038 ,969 1,113

Broj transferisanih embriona <0,001 2,066 1,651 2,585
dan_transfera -2 ,289 1

3 ,240 1,173 ,899 1,531

5 ,331 ,595 ,208 1,697

Sansa da dode do klinicke trudnoce je za 52% veca ukoliko se radi o COOK medijumu

u odnosu na Medicult.

Poslednji model je model koji poredi sve tri kombinacije inkubatora 1 medijuma (tabela

25).
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Tabela 25. Finalni model

Vre(fnost OR 95% IP za OR
Heracell + COOK <0,001 1
Heracell + Medicult ,001 ,648 ,502 ,836
Kminc + COOK ,003 1,422 1,126 1,796
Starost ,015 ,964 ,937 ,993
IT™M 312 ,984 ,954 1,015
Pusenje ,022 ,712 ,532 ,953
Trajanje infertiliteta ,120 1,022 ,994 1,050
Broj prethodnih VTO ,003 ,828 ,731 ,938
Tretman IVE+ ICSI 955 1
ICSI ,804 ,941 ,583 1,519
IVF ,907 1,013 ,816 1,258
Dug protokol ,046 1,251 1,004 1,558
Broj prikupljenih oocita ,056 ,956 913 1,001
Ukupnan broj M2 oocitia ,130 1,050 ,986 1,117
Broj fertilizovanih oocita ,187 1,038 ,982 1,097
Broj transferisanih embriona <0,001 1,830 1,541 2,173
dan_transfera -2 ,402 1
3 919 ,989 ,799 1,225
5 ,177 ,493 177 1,376

Na osnovu rezultata finalnog modela, jasno je da je najbolja kombinacija za klinicku
trudnocu kao ishod K-Minc + Cook, I da je za 42% veca Sansa da dode do klinicke
trudnoc¢e u odnosu na Heracell + Cook, odnosno skoro dva puta veca Sansa u odnosu na

Heracell + Medicult.
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4.3.2. Logisticki regresioni modeli sa porodajem kao ishodom

Slede¢i set logistickih regresionih modela uraden je sa ciljem da se utvrdi efekat
inkubatora i medijuma kada se kontroliSe za ostale fakotre koji znacajno uti¢u na ishod

VTO, au ovom slu¢aju na porodaj.
U tabeli 26. prikazan je logisticki regresioni modeli sa pacijentkinjama koje koje su u
ciklusu vestacke oplodnje imale COOK medijum, pa se porede one koje su imale

Heracell 1 Kminc inkubatore.

Tabela 26. Poredenje inkubatora sa COOK medijumom

Vre(fnost OR 95% IP za OR

Kminc 460 1.098 .857 1.407

Starost .013 957 924 991

IT™ .850 .996 959 1.035

Pusenje .090 122 496 1.052

Trajanje infertiliteta 422 1.014 .980 1.049

Broj prethodnih VTO <0.001 723 .614 .852
Tretman IVF+ ICSI .143

ICSI .058 397 152 1.032

IVF 741 1.043 .814 1.335

Dug protokol .037 1.330 1.018 1.737

Broj prikupljenih oocita .086 .949 .894 1.007

Ukupnan broj M2 oocitia .021 1.099 1.014 1.190

Broj fertilizovanih oocita 254 961 .898 1.029

Broj transferisanih embriona <0.001 1.878 1.511 2.335
dan_transfera -2 .635

3 .883 1.019 795 1.306

5 351 538 147 1.978

Iz tabele se vidi da je Sansa da se rodi dete za 9.8% veca ukoliko se radi o K-Minc

inkubatoru u odnosu na Heracell i ova $ansa nije statisticki znacajna.
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U narednom modelu uzete su samo pacijentkinje koje su u postupku vantelesnog

oplodenja imale Heracell inkubator a komparirani su medijumi (COOK i Medicult).

Tabela 27. Poredenje medijuma kod Heracell inkubatora

Vrecfnost OR 95% IP za OR

COOK medijum 011 1.420 1.083 1.862

Starost 454 .986 950 1.023

IT™M 276 .979 .943 1.017

Pusenje 167 784 555 1.107

Trajanje infertiliteta 731 1.006 973 1.039

Broj prethodnih VTO .000 731 .625 .854
Tretman IVF+ ICSI 407

ICSI 977 1.008 .601 1.690

IVF 193 1.202 911 1.585

Dug protokol 012 1.428 1.083 1.883

Broj prikupljenih oocita .094 954 .903 1.008

Ukupnan broj M2 oocitia 118 1.061 .985 1.143

Broj fertilizovanih oocita .850 1.007 .938 1.081

Broj transferisanih embriona .000 1.985 1.568 2.513
dan_transfera_- 2 .662

3 137 1.048 197 1.379

5 411 621 200 1.931

Sansa da Zena rodi dete je 42% veca ukoliko se radi o0 COOK medijumu u odnosu na

Medicult.

Poslednji model je model koji poredi sve tri kombinacije inkubatora i medijuma (tabela

28).
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Tabela 28. Finalni model

P

vrednost OR 95% IP za OR
Heracell + COOK .012
Heracell + Medicult 011 11 546 .924
Kminc + COOK 446 1.098 .863 1.399
Starost .022 .966 937 995
IT™ 740 .995 .963 1.027
Pusenje 145 798 .589 1.081
Trajanje infertiliteta 575 1.008 .980 1.037
Broj prethodnih VTO <0.001 741 .645 851
Tretman IVF+ ICSI 157
ICSI .608 .878 534 1.444
IVF .672 1.050 .839 1.312
Dug protokol .008 1.361 1.085 1.708
Broj prikupljenih oocita .020 944 .899 991
Ukupnan broj M2 oocitia .023 1.079 1.011 1.151
Broj fertilizovanih oocita .888 .996 941 1.054
Broj transferisanih embriona <0.001 1.860 1.549 2.232
dan_transfera -2 545
3 795 971 178 1.212
5 279 .539 176 1.650

Sansa da se rodi dete je manja za 28,9% ukoliko se radi o Heracell+Medicult u odnosu
na Heracell+Cook 1 ova Sansa je statisticki znacajna. Nasuprot tome, Sansa da se rodi
zivo dete je 9,8% veca ukoliko se radi o Kminc+Cook u odnosu na Heracell+Cook i ova

Sansa nije statisticki znacajna.
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4.4. Jednoplodne trudnoce zavrSene u terminu porodaja

U daljoj analizi analizirane su pacijentkinje koje su pracene do kraja trudnoée i koje su
imale jednoplodnu trudnoc¢u koju su iznele sa minimum 37 nedelja gestacije.
Deskriptivna statistika pacijentkinja i njihovih partnera u odnosu na opste karakteristike

(starost, antropometrija i pusenje) je prikazana u tabeli 29.

Tabela 29. Opste karakteristike

cig/dnevno

Heracell + Cook Heracell + K-Minc + Cook
' p vrednost
(n=157) Medicult (n=87) (n=91)
Pacijentkinja
Starost (godine) 33.0£3.35 32.2+2.9 33.2+3.7 0.088"
Visina (cm) 168.5+5.7 167.1£6.0 168.8+5.6 0.110°
TezZina (kg) 65.2+8.6 63.949.5 63.7+5.6 0.351°
BMI 22.95+2.77 22.86+3.15 22.36+2.58 0.272*
BMI raspon 17.7-29.9 19.3-29.9 17.2-29.9
Pusenje >10 5 (5.6%) b
_ 12 (7.9%) 10 (11.6%) 0.335
cig/dnevno
Partner
Starost (godine) 36.2+4.8 35.6+4.8 35.5+4.8 0.494°
Visina (cm) 181.7+7.8 180.8+7.2 182.4+6.5 0.435°
Tezina (kg) 88.8+13.3 87.4+13.6 90.3+12.6 0.406°
BMI 25.5+6.4 24.3+7.9 25.5+6.6 0.470°
Pusenje >10 23 (27.7%) b
45 (36.3%) 32 (43.2%) 0.125

“ ANOVA ° Hi-kvadrat



Iz tabele se vidi da su prosecne vrednosti kao i1 procenti vrlo sli¢ni u sve tri grupe, a

statistickim testovima je utvrdeno da nema znacajnih razlika izmedu grupa po

ispitivanim parametrima.

U daljoj analizi ispitivane su razlike po karakteristikama infertiliteta (tabela 30).

Tabela 30. Karakteristike infertiliteta

Heracell + Cook Heracell + K-Minc + Cook
p vrednost
(n=157) Medicult (n=87) (n=91)
Trajanje infert. 5.9743.32
6.62+3.64 8.72+3.54 <0.001°
(god.)
Uzrok infertiliteta
Nepoznato 27 (17.2%) 16 (18.4%) 29 (31.9%) 0.097°
Zenski uzrok 55 (35%) 37 (42.5%) 28 (30.8%)
Muski uzrok 40 (25.5%) 20 (23%) 16 (17.6%)
Kombinovani 35 (22.3%) 14 (16.1%) 18 (19.8%)
Broj prethodnih
ciklusa
0 108 (68.8%) 75 (86.2%) 70 (76.9%) 0.020°
1 36 (22.9%) 4 (4.6%) 17 (18.7%)
2 9 (5.7%) 6 (6.9%) 3 (3.3%)
3 3 (1.9%) 1 (1.1%) 1 (1.1%)
4+ 1 (0.6%) 1 (1.1%) 0
Infertilitet
Primarni 123 (78.3%) 70 (80.5%) 76 (83.5%) 0.614°
Sekundarni 34 (21.7%) 17 (19.5%) 15 (16.5%)

“ ANOVA ° Hi-kvadrat  Kruskal-Wallis

Za razliku od prethodne tabele, ovde postoje evidentne razlike izmedu grupa. Naime,

razlika je znaCajna po trajanju infertiliteta i broju prethodnih ciklusa. Trajanje
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infertiliteta je u proseku najkraée u trecoj grupi, a najviSe prethodnih pokuSaja

vantelesnog oplodenja je bilo u prvoj grupi pacijentkinja

U slede¢oj tabeli (Tabela 31) prikazana je deskriptivna 1 analiticka statistika
karakteristika VTO.

Tabela 31. Karakteristike VTO

Heracell + Heracell + K-Minc + Cook p
Cook (n=157)  Medicult (n=87) (n=91) vrednost
Broj dana 9.86+1.43
9.49+1.16 9.24+1.28 0.005°
stimulacije
Protokol
stimulacije
Kratak 80 (51.0%) 17 (19.5%) 47 (51.6%) <0.001°
Dug 77 (49.0%) 70 (80.5%) 44 (48.4%)
Ukupna doza 2364.5+£762.6
2563.0+892.6 2723.8+1157.3 0.187°¢
GnRH
E2 7030.4+£2621.5  7271.8+£2688.2 7416.5+£2752.9  0.525°
Ukupan br. 17.71£7.87
15.31+6.53 15.06+2.76 0.034°¢
folikula
Broj folikula > 17 7.53+3.65 6.23+2.68 7.17+3.49 0.039°¢
Endometr. 10.61%1.51
10.82+1.82 10.74+1.54 0.642°
debljina

“ ANOVA ° Hi-kvadrat  Kruskal-Wallis

Znaajne razlike izmedu grupa su po pitanju broja dana stimulacije, protokolu
stimulacije, ukupnom broju folikula i broju folikula koji su ve¢i od 17 mm. Naime,
prosecna vrednost dana stimulacije je najveca u tre¢oj a najmanja u drugoj grupi, dug
protokol je daleko ¢es¢i u drugoj grupi, dok je ukupan broj folikula u proseku najveéi u
trecoj grupi. Ali, prose¢na vrednost broja folikula vecih i jednakih 17 je znacajno manja

u drugoj grupi u odnosu na ostale dve.
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U tabeli 32. prikazane su dodatne karakteristike VTO.

Tabela 32. Dodatne karakteristike VTO

Heracell + Cook Heracell + K-Minc + Cook p
(n=157) Medicult (n=87) (n=91) vrednost

Ukupan broj oocita 9.03+3.74 8.84+4.41 9.62+3.79 0.196°
MII oociti 7.01+£3.22 6.99+3.66 7.76£3.41 0.122°
Nacin oplodenja

IVF 1 (0.6%) 14 (16.1%) 0

ICSI 83 (52.9%) 57 (65.5%) 35 (38.5%) <0.001°

IVF/ICSI 73 (46.5%) 16 (18.4%) 56 (61.5%)
Stopa fertilizacije 68+29 66127 71420 0.177°
Broj embriona 4.5242.25 4.38+2.27 5.51£2.79 0.008°
Top kvalitet 2.53+1.76
embrioni 2.61%1.75 2.86+1.73 0.278°
Transferisani 2.38+0.53
embrion; 2.71+0.54 2.61+0.65 <0.001°
ET dan 2 112 (71.3%) 73 (83.9%) 65 (71.4%) b
ET dan 3 45 (28.7%) 14 (16.1%) 26 (28.6%) 0069

“ ANOVA ° Hi-kvadrat  Kruskal-Wallis

Razlike su znacajne u distribuciji na¢ina oplodenja jajnih Celija, broja embriona i broja
transferisanih embriona. Naime, prosecan broj embriona je najveci u tre¢oj grupi, kao i
transferisani embrioni, dok su ostale dve grupe vrlo sli¢ne. Broj transferisanih embriona
je najmanji u trecoj grupi dok je vrlo slican u ostale dve. Dan embriotransfera ima

znacajnost vrlo blizu konvencionalnog nivoa znacajnosti.
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U tabeli 33. prikazane su karakteristike novorodencadi po ispitivanim grupama.

Tabela 33. Karakteristike novorodencadi

Heracell + Heracell + K-Minc + Cook p
Cook (n=157) Medicult (n=87) (n=91) vrednost
Telesna teZina(g) 3290.4+406.0 3280.0+416.5 3292.2+425.9 0.977°
Niska telesna tezina 0 b
6 (3.8%) 2(2.3) 0.169
(<2500g)
Normalna (2500-4500g) 151 (96.2%) 85 (97.7%) 91 (100%)
Duzina (cm) 51.04£2.17 51.36£2.36 51.35+£2.34 0.485°
Musko 74 (47.1%) 46 (52.9%) 41 (45.1%) 0.551°
Telesna tezina (g) 3371.5+444.9 3304.3+449.7 3350.0+403.7 0.714
Niska telesna 0 b
‘ 2 (2.7%) 2 (4.3%) 0.590
tezina(<2500g)
Normalna (2500-4500g) 72 (97.3%) 44 (95.7%) 41 (100%)
DuzZina (cm) 51.35+2.37 51.54+2.55 51.83+2.29 0.703*
Zensko 83 (52.9%) 41 (47.1%) 50 (54.9%) 0.603"
Telesna tezina (g) 3218.1+£355.3 3252.7+£379.3 3244.8+441.6 0.872°
Niska telesna 0 b
4 (4.8%) 0 0.125
tezina(<2500g)
Normalna (2500-4500g) 79 (95.2%) 41 (100%) 50 (100%)
DuzZina (cm) 50.77+1.94 51.18+2.17 50.96+2.33 0.619°

“ ANOVA ° Hi-kvadrat  Kruskal-Wallis

Iz tabele se jasno vidi da nema znacajnih razlika izmedu ispitivanih grupa po telesnoj

masi 1 telesnoj duzini kod jednoplodnih trudnoc¢a koje su zavrSene u terminu porodaja.
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4.4.1. Generalizovani linearni model sa telesnom teZinom novorodenceta

Generalizovani linearni model sa telesnom tezinom novorodenceta kao zavisnom i

prediktorima koji su se znacajno razlikovali izmedu grupa u univarijantnoj analizi je

prikazan u tabeli 34

Tabela 34. Telesna tezina novorodenceta

Parametar B SE p Parcije;lna
vrednost Eta

Odsecak 3444,472 234,802 ,000 ,402
Heracell+Cook -16,343 56,705 ,773 ,000
Heracell+Medicult -47,464 70,655 ,502 ,001
K-Minc+Cook 0*

Kratki protokol 11,113 48,957 ,821 ,000
Dugi protokol 0°

Dan transfera 2 -55,343 52,980 ,297 ,003
Dan transfera 3+ 0*

Trajanje infertiliteta 12,221 6,609 ,065 ,011
Broj prethodnih VTO 92,260 34,057 ,007 ,022
Trajanje stimulacije -11,102 18,942 ,958 ,001
Broj folikula 17+ -6,207 7,601 415 ,002
Broj transferisanih emb.  -23,947 41,953 ,569 ,001

"Referentna grupa

Iz modela se vidi da grupa, odnosno vrsta medijuma 1 vrsta inkubatora nema statisticki

znacajan uticaj na telesnu masu novorodencadi. Zapravo, gotovo nijedan prediktor u

ovoj analizi nije znacajan (osim prethodnih VTO).
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5. DISKUSIJA

U ovoj studiji analizirane su dve vrste medijuma i dve vrste inkubatora, odnosno
njihove kombinacije (Heracell + Cook, Heracell + Medicult i K-Minc + Cook) i njihov
uticaj na ishod vantelesnog oplodenja, na telesnu tezinu i duzinu terminske dece iz

jednoplodnih trudnoc¢a.

Starost pacijetkinja je jedan od najvaznijih faktora povezanih sa uspehom vantelesnog
oplodenja. Zapravo, kvalitet jajnih cCelija je direktno povezan sa godinama Zivota
pacijentknja 1 Sto su Zene starije kvalitet jajnih ¢eija je loSiji 1 njithova sposobnost da
dovedu do nastanka visokokvalitetnih embriona sposobnih da daju zdravu trudnocu je
manja (70). Analizirajuéi starost pacijentkinja u nasim ispitivanim grupama utvrdili smo
da je prosecna starost vrlo sli¢na u sve tri grupe pacijentkinja. Ali obzirom da se radi o
velikim uzorcima 1 malim standardnim devijacijama, razlika izmedu grupa je statisticki
znaCajna 1 prosecna starost pacijentkinja je bila najveta u K-Minc-Cook grupi
pacijentkinja (33,95 + 3,96.god), a najmanja u Heracell + Medicult grupi (32,64 + 3,17),
dok je u Heracell + Cook bila 33,42 + 3,86 godina. Naknadnim poredenjima je utvrdeno

da je razlika znacajna medu grupama.

Kod gojaznih Zena bez obzira na nacin zatrudnivanja (prirodno ili postupcima
asistirane reprodukcije) je utvrdeno da je smanjen procenat zivorodene dece, s jedne
strane zbog toga sto je smanjena stopa zatrdnjivanja, a sa druge strane zato Sto je
povecan procenat spontanih pobacaja kao i povecana ucestalost komplikacija u trudno¢i
(71). Prosecna vrednost indeksa telesne mase u nasoj studiji je bila vrlo sli¢ana u sve tri
grupe 1 bila je unutar normalnih vrednosti, s tim Sto se zbog veli¢ine uzorka ipak
satisticki znacajno razlikovala izmedu Heracell + Cook i1 K-Minc + Cook kao 1 izmedu
Heracell + Medicult i K-Minc + Cook grupe, a nije se razlikovala izmedu Heracell +
Cook vs. Heracell + Medicult grupe. Prosecna vrednost indeksa telesne mase je bila
najmanja u K-Minc + Cook grupi pacijentkinja. U nekoliko studija je uoceno da je rizik
od infertiliteta tri puta ve¢i u populaciji gojazih Zena nego kod normalno uhranjenih
Zena 1 to bez obzira da li se radi o spotanom zatrudnjivanju ili pokuSaju zatrudnjivanja
primenom asistiranih reproduktivnih tehnologija (72, 73, 74). Pokazano je, da se Sansa

da ostanu u drugom stanju, smanjuje za po 5% po povecanju BMI za 1, kod Zena sa
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vrednosti BMI od 29 kg/m” pa nadalje (75) .

Poznato je da cigarete sadrze toksine hemikalije, koje imaju mutagena i
kancerogena dejstva (76). PuSenje smanjuje fertilnost i produzava trajanje infertiliteta.
Takode, Pineles BL 1 sar. su u svojoj studiji pokazali da puSenje prouzrokuje poveéan
rizik od poremecaja menstrualnog ciklusa, smanjenja ovarijalne rezerve sa povecanjem
serumskog AMH, kao 1 povecanja incidence pobacaja (77). Pokazano je da je 1 uspeh
IVF-a manji kod puSaca, pa je u studiji Lintsen AM 1 sar. u grupi pacijentkinja koje su
pusile procenat porodaja bio manji za 7,3% (78). U naSim ispitivanim grupama
postojala je statisticki znac¢ajna razlika u puSackom statusu, tako da je najviSe puSaca

bilo u Heracell-Medicult grupi (16,4%), a najmanje u K-Minc-Cook grupi (9,3%).

Prose¢no trajanje infertiliteta, u nasim ispitivanim grupama je bilo najduze u
grupi Heracell + Medicult (8,76 god), a najkra¢e u grupi K-Minc + Cook (5,89 god.),
Sto se moZe objasniti 1 veCom dostupnosScu postupka vantelesnog oplodenja u okviru
nacionalnog programa i1 brzim upucivanjem pacijentkinja na proceduru VTO u periodu
kada se koristio K-Minc + Cook. Takodje je i1 indeks telesne mase, kao 1 zastupljenost
pusaca u Heracell + Medicult bila najve¢a Sto moze imati veze sa duzim trajanjem
infertiliteta. Studije su pokazale da je potrebno duZze vremena da zene zatrudne, bilo
sponatno ili metodama asistirane reprodukcije, ukoliko su gojazne, ukljucujuéi tu i one
gojazne Zene koje imaju regularne cikluse (79).

Sekundarni infertilitet nace$¢i u Heracell + Cook (26,8%) grupi pacijentkinja,
dok su Heracell-Medicult (19,9%) 1 K-Minc-Cook (21,3%) grupa veoma sli¢ne.
Analizom indikacija za vantelesno oplodenje utrvdeno je da je Zenski uzrok infertiliteta
najéeS¢e bio zastupljen u Heracell-Medicult grupi (34,3%), muski i kombinovani
infertilitet u Heracell + Cook grupi (28,4% 1 28,6%) pacijentkinja, a nepoznat
(idiopatski) infertilitet u K-Minc-Cook grupi pacijentkinja (20,8%).

Bitno je naglasiti da se procenat trudno¢a u prvom pokuSaju i1 kumulativni
procenat trudnoca razlikuju i da je za procenu uspeha IVF-a, bitno analizirati da li je i
koliko bilo prethodnih pokuSaja IVF-a kod pacijentkinja. U studiji Malizia BA 1 sar.
kumulativni procenat trudnoca, na 6000 pacijentkinja u toku 6 IVF ciklusa, je bio

izmedu 51% 1 72% (80). Takode je utvrdeno, da su pacijentkinje koje se nisu vracale na
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ponovni IVF posle neuspesnog IVF pokusaja imale slabiju prognozu da zatrudne od
onih koje su ponavljale IVF tretmane posle neuspelih IVF procedura. Naravno, treba
imati u vidu fizioloski pad u fertilnosti sa starenjem pacijentkinja, koji je prisutan kako
u opstoj populaciji, tako 1 u populaciji sa smanjenim fertilitetom, tako da se kumultaivni
procenat trudnoca smanjuje sa staroS¢u pacijentkinja (80). U nasim ispitivanim grupama
utvrdeno je da su pacijentkinje Heracell + Cook grupe  imale najveci procenat
prethodnih VTO (36,1%), a da su pacijentkinje Heracell-Medicult grupe imale najmanje
(23,4%).

Primenjeni protokol za konrolisanu ovarijalnu hiperstimulaciju 1 optimalna doza
gonadotropina zavise od godina starosti pacijentknja, njihovog hormonskog stausa,
ovarijalne rezerve kao 1 od odgovora pacijentkinje u eventualnim prethodnim
pokusajima IVF-a (6). Najcesce je dug protokol primenjivan u Heracell-Medicult grupi
(75,5%) jer su one bile najmlade 1 imale su najmanji broj prethodnih VTO, dok je
najrede primenjivan u K-Minc-Cook (38,2%) grupi pacijentkinja, koje su bile u proseku
najstarije 1 imale vise prethodnih pokusaja VTO.

Prose¢na duzina stimulacije u K-Minc-Cook grupi pacijentkinja je bila najduza
(9,96+1,536) dana, u Heracell + Cook grupi (9,551,281 dana), a najkraca je bila
Heracell-Medicult grupi (9,17+1,259). Prose¢na potroSnja gonadotropina bila je
najmanja u K-Minc-Cook grupi (2442,8+791,3 1.j.) a najveca u Heracell-Medicult grupi
(2849,9+1216,6) iako bi bilo za ocekivanje da u K-Minc-Cook grupi pacijentkinja i
duzina stimulacije i utroSak gonadotropina bude najveci, obzirom na najvecu prosecnu
starost pacijentkinja ove grupe. Medutim, najveca prosecna potroSnja gonadotropina je
zapravo bila u grupi pacijentkinja u kojoj je bio najveéi prosecni indeks telesne mase.
Maheshwari i sar. su analizom 37 studija utvrdili potrebu za vefim dozama
gonadotropina u postupcima IVF-a kod gojaznih Zena (81). Medutim, u studijama
Spandorfer SD 1 saradnika a potom i1 u najnovijoj studiji Ozekinci M 1 saradnika
koli¢ina ordiniranih gonadotropina bila je komparabilna (82, 83). Potreba za povisenim
dozama gonadotropina kod gojaznih pacijentkinja, isto tako moZze biti povezana i sa
absorpcijom, distribucijom i klirensom ovih lekova u ekscesivnom masnom trkivu (84).
Takode, su 1 Apinkar F. i saradnici pokazali pove¢ane potrebe za ukupnom dozom
gonadotropina sa porastom BMI, uz dobijen manji broj jajnih ¢elija (85).

Prose¢na vrednost estradiola na dan aplikacije zavrSne injekcije nije se
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razlikovala u nasim ispitivanim grupama pacijentkinja, ali je najniza prosecnu vrednost
estradiola bila u Heracell-Medicult grupi u kojoj je i BMI bio najve¢i. Souter I. i
saradnici su utvrdili da je BMI u negativnoj korelaciji sa nivoom estradiola
preovulatornih folikula, odnosno da su nize vrednosti estradiola povezane sa poviSenim
verdnostima BMI i nasi rezultati su u skladu sa ovim zapazanjem (84). A takode, je u
skladu sa studijama koje su pokazale da su pacijenti sa prekomernom tezinom imali
signifikantno nizi nivo estradiola u krvi (82, 86). Imudia AN 1 sar. su u svojoj
retrospektivnoj kohortnoj studiji utvrdili da VTO pacijenti sa visokim pikom estradiola
na dan zavrSne injekcije ceS¢e radaju decu sa niskom telesnom tezinom za dob, od

pacijentkinja sa nizim pikom estradiola (87).

Uloga endometrijuma u uspehu IVF-a je od ogromnog znacaja. Utvrdeno je da
debljina endometrijuma moZze imati protektivni efekat na radanje dece sa niskom
telesnom teZinom, isti¢uci na taj nacin ulogu endometrijuma na rast fetusa 1 perinatalni
ishod nakon vantelesnog oplodenja (87, 88). Takode, je utvrdeno da je pozeljna debljina
endometrijuma od 7-14 mm 1 da ta debljina daje najvecu Sansu da dode do klinicke
trudno¢e 1 rodenja deteta (89, 90, 91), mada je u literaturi opisana i trudnoca sa
endometrijumom od 4 mm (92). U ovoj studiji poredenjem debljine endometrijuma na
dan aplikacije zavrsne injekcije nije utvrdeno postojanje razlike u ispitivanim grupama
pacijentkinja i u sve tri grupe pacijentkinja debljina endometrijuma je bila
zadovoljavajuca, odnosno preko 10 mm.

Evidentno je da je najve¢i ukupan broj folikula u K-Minc + Cook grupi
(16,67+9,21), dok je u Heracell + Medicult grupi najmanji (13,62+7,47). Takode, je i
prosecan broj folikula ve¢ih od 17 mm najvec¢i u K-Minc + Cook grupi (6,86+3,74), a
najmanji u Heracell + Medicult grupi (5,59+3,23). Iako je bilo za ocekivanje da se
najmanji broj folikula i folikula ve¢ih od 17 mm dobije u grupi pacijentkinja koje su
bile najstarija, mi smo najmanji broj folikula 1 folikula ve¢ih od 17 mm imali u grupi
pacijentkinja sa najve¢im proseénim BMI. Poznato je da gojaznost uzrokuje infertilitet
na razli¢ite nacine ukljucujuci poremecaj razvoja folikula, tj. uti¢e i na kvalitativni i na
kvantitativni razvoj folikula, potom na fertilizaciju, razvoj embriona kao i na
implantaciju (93). Studije su su pokazale da kod gojaznih pacijentkinja postoji potreba
za ve¢im dozama gonadotropina pracena sa izostankom adekvatnog rasta folikula (82,
94, 95, 96). Takodje su uocili, da je kod gojaznih pacijentkinja bila smanjena

intrafolikularna koncentracija humanog horionskog gonadotropina, smanjen pik
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estradiola, uz smanjen broj jajnih ¢éelija dobijenih aspiracijom. Dobijene jajne ¢elije su
bile losijeg kavliteta, bio je smanjen broj zrelih oocita, dobijeni embrioni su bili loSijeg
kavliteta, bio je smanjen procenat embriotransfera i smanjen broj transferisanih
embriona (82, 94, 95, 96). Takode su, Matalliotakis I. i sar. koji su podelili grupe BMI
< 24 kg/m® i BMI > 24 kg/m” kao i Esinler I i sar., dobili manji broj jajnih ¢elija kod
pacijentkinnja sa prekomernom tezinom, dok su Dechaud H. i sar., Farhi J. i sar. i
Ozekinci M. 1 sar. u svojim studijama dobili komparabilan broj jajnih ¢elija (97, 86, 98,
99, 83).

U ovoj studiji najve¢i broj prikupljenih oocita je bio u K-Minc + Cook
(8,79+4,16), a najmanji u Heracell + Medicult grupi (7,9+4,72), $to je bilo i ocekivano
obzirom na ukupan broj dobijenih folikula. Naknadnim poredenjima, kada je u pitanju
broj prikupljenih oocita, utvrdeno je da je razlika znacajna izmedu Heracell + Cook vs.
Heracell + Medicult, dok razlika u broju prikupljenih oocita izmedju Heracell + Cook
vs. K-Minc + Cook nije znacajna, ali je blizu konvencionalnog nivoa znacajnosti
(p=0,084) 1 izmedu Heracell + Medicult vs. K-Minc + Cook razlika je bila znacajna.

Kada je u pitanju broj MII oocita, takode, je taj broj bio najve¢i K-Minc + Cook
(6,65+£3,71), a najmanji u Heracell + Medicult grupi (5,98+4,1). Naknadnim
poredenjima je utvrdeno da je razlika znacajna izmedu Heracell + Cook vs. Heracell +
Medicult , izmedu Heracell + Cook vs. K-Minc + Cook razlika nije znacajna (p=0,449),
a znaCajna je izmedu Heracell + Medicult vs. K-Minc + Cook.

U odnosu na primenjeni na¢in oplodenja jajnih ¢elija, odnosno da li je primenjen
konvencionalni IVF, ICSI ili i IVF 1 ICSI metod utvrdili smo da je procenat IVF
naj¢es¢i u Heracell + Medicult grupi (11,5%), procenat ICSI takode (69,0%), dok je
kombinacija najées¢a u K-Minc + Cook grupi (48,9%). Izbor naina oplodenja jajnih
¢elija zavisio je od udela muSkog infertiliteta. U Heracell + Medicult grupi je ucestalost
zenskog infertiliteta bila najviSe zastupljena, pa je zato 1 klasican IVF najCeSce
primenjivan.

Broj fertilizovanih oocita bio je najve¢i u K-Minc + Cook grupi (4,77+3,01),
potom u Heracell + Cook grupi (4,07+2,79) a najmanji u Heracell + Medicult grupi
(3,3742,66). Kada je u pitanju broj fertilizovanih oocita, naknadnim poredenjima je
utvrdeno da je razlika znaCajna izmedju sve tri grupe, Sto je moglo i da se ocekuje

obzirom da je identi¢na razlika postojala i po broju dobijenih oocita i MII oocita.
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Medutim, najveé¢i ukupan broj embriona je bio u Heracell + Cook grupi
(3,14+1,66), a najmanji u K-Minc + Cook (2,77+1,37). Takode je, i najveci broj top
embriona je bio u Heracell + Cook grupi (2,63+£1,97), a najmanji u K-Minc + Cook
(2,7741,37), dok je udeo top embriona u odnosu na MII oocite najve¢i u Heracell +
Medicult grupi (44%). Naknadnim poredenjem utvrdeno je da su razlike, kada je u
pitanju ukupan broj embriona, na samoj granici statisticke znacajnosti izmedu Heracell
+ Cook vs. Heracell + Medicult (p=0,052), a znac¢ajna je izmedu Heracell + Cook vs. K-
Minc + Cook 1 izmedu Heracell + Medicult vs. K-Minc + Cook. Kada je u pitanju broj
top embriona, naknadnim poredenjima je utvrdeno da razlika nije znacCajna izmedu
Heracell + Cook vs. Heracell + Medicult (p=0,943), ali je znacajna izmedu Heracell +
Cook vs. K-Minc + Cook i izmedu Heracell + Medicult vs. K-Minc + Cook. Kada smo
analizirali udeo top embriona u odnosu na MII oocite, naknadnim poredenjima je
utvrdeno da razlika nije znacajna izmedu Heracell + Cook vs. Heracell + Medicult
(p=0,432), ali je znacajna izmedu Heracell + Cook vs. K-Minc + Cook kao i izmedu
Heracell + Medicult vs. K-Minc + Cook. Ovakvi rezultati nisu iznenadenje. lako je
najvec¢i broj MII oocita, fertilzovanih oocita bio u naSoj tre¢oj grupi (K-Minc + Cook)
pacijentkinja u toj grupi smo dobili najmanje embriona i visokokvalitetnih embriona,
Sto ukazuje na Cinjenicu da iako su celije bile zrele i1 oplodile se da je najverovatnije
kvalitet jajnih ¢elija bio loSiji, jer su te pacijentkinje ujedno bile najstarije (100). Ova
¢injenica se najvise ogleda u odnosu broja visokokvalitetnih embriona 1 MII ¢elija koji
je bio najbolji u drugoj grupi (Heracell + Medicult) pacijentkina, koje su ujedno bile 1

najmlade.

Svaka zemlja ima svoju zakonsku regulativu po pitanju broja embriona koji mogu da
budu transferisani. Skandinavske zemlje su po tom pitanju najrestriktivnije. Po nasem
zakonu maksimalan broj embriona koji moZe da se ubaci tokom embriotransfera je tri.
Smanjenje broja transferisanih embriona ima za cilj da se smanji broj viSeplodnih
trudnoca, zbog poznatih brojnih komplikacija povezanih sa viSeplodnim trudno¢ama. U
Evropi se kod 24.2% pacijentkinja radi embrio transfer sa jednim embrionom, kod
57.7% pacijentkinja embrio transfer se radi sa 2 embriona, kod 16.9% pacijentkinja
embrio transfer se radi sa 3 embriona a kod 1.2% pacijentkinja embrio transfer se radi
sa 4 embriona (101). Prosecan broj transferisanih embriona, najve¢i je u grupi

Heracell+Cook (2,61+0,67), a najmanji u K-Minc+Cook grupi (2,36+0,64), dok je u
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Heracell+Medicult grupi (2,48+0,75). U K-Minct+Cook grupi proseéan broj
transferisanih embriona je bio namanji, jer smo u nasem svakodnom radu do 2014
godine transferisali po 3 embriona kod pacijentkinja svih starosnih kategorija, a od
2014.g. do danas, kada je bilo najvise pacijentkinja iz K-Minc+Cook grupe,
pacijentkinjama do 36. godine zivota transferisali po 2 embriona, a nakon 36. godine po
3 embriona, jer smo Zeleli da smanjimo broj viSeplodnih trudnoca. Tako da se rezultati
dobijeni u naSoj studiji, koji se odnose na broj transferisanih embriona, uklapaju u

Evropsku statistiku.

Analiziraju¢i procenat embriotransfera koje je bio uradjen u naSe tri ispitivane
grupe utvrdili smo da procenat embriotransfera bio najveé¢i u K-Minc+Cook grupi
(93,4%), u Heracell + Cook grupi (85,6%), dok je najmanji procenat embriotransfera

bio u Heracell + Medicult grupi (80,1%) 1 ova razlika je bila stastisticki znacajna.

Kada je u pitanju dan embrio transfera po doktrini rada naseg odeljenja embrio
transfer smo najcesc¢e radili drugi ili tre¢i dan od aspiracije jajnih ¢elija, a do 5.dana smo
kultivisali embrione ¢iji kvalitet nije bio odgovarajuci na dan 2 1 3, kako bi videli da i
¢e se oni nastaviti razvoj do stadijuma blastociste i kog kvaliteta ¢e biti eventualno
dobijene blastociste. Ukoliko su oni dostigli stadijum blastociste 1 bili su adekvatni za
embriotransfer, ET je i1 uradjen. Analiziraju¢i podatke vezane za dan embrio transfera
medu ispitivanim grupama utvdili smo da je najviSe embrio transfera 2. dan bilo u
Heracell + Medicult grupi (79,7,1%), tre¢i dan embriotransfera je bio najceSce
zastupljen u K-Minc+Cook grupi (31,1%), a 5. dan smo embrio transfer najc¢esce radili
u Heracell + Cook grupi (2,3%). Analiziraju¢i ove rezultate hi-kvadrat testom uvrdeno

je da je razlika izmedu grupa statisticki znagajna (X*=34,993; p<0,001).

Ishod procedure vantelesnog oplodenja visoko je zavisna od mnogih faktora. Pod tim
faktorima se podrazumevaju karakteristike pacijenata, kakteristike opreme za IVF
laboratoriju, uslovi za kulturu tkiva, vrste medijuma i vrste kulture embriona. Kada su u
pitanju karakteristike pacijenata znacajne su godine Zivota pacijentkinja (102, 103),
protokol stimulacije jajnika (104), debljina endometrijuma (89,90), selekcija
spermatozoida (105) 1 brojni drugi faktori. Izbor opreme za IVF laboratoriju je jako
vazan, jer on omogucuje da se obezbede adekvatni uslovi za kulturu embriona kao S$to je

pH unutar kulture (106), koncentracija O, u inkubatorima (107), koncentracija CO; u
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inkubatorima (18), temperatura unutar inkubatora (17), pojedinac¢na ili grupna kultura
embriona (108, 109), ali je veoma vazan 1 potroSni materijal koji se koristi u toku rada
sa gametima i embrionima, a predviden je za jednokratnu upotrebu (110). Gore
nabrojani faktori u medusobnom sadejstvu omoguéavaju nastanak visoko kvalitetnih
embriona za embrio transfer, koji su potom sposobni da daju normalnu trudnodu, koja

rezultuje rodenjem zdravog deteta u terminu porodaja.

Poslednja decenija je donela brojne napretke i inovacije vezane za tehnologije VTO.
Tako da se u klinickoj praksi u svetu 1 kod nas koriste novi tipovi medijuma 1
inkubatora 1 njithov uticaj na gamete, nastanak 1 razvoj embriona je predmet
interesovanja mnogih nau¢nika. Cilj svakog centra koji se bavi vantelesnim oplodenjem
je da odabere odgovarajuci sistem kulture tkiva koji daje najbolje rezultate i u tom
smislu smo 1 mi u naSem svakodnevnom radu, prate¢i najnovija saznanja menjali

medijume za kulturu embriona 1 vrste inkubatora 1 u ovoj disertaciji ih analizirali.

Po naSem saznanju ni jedna studija na ovako sveobuhvatan nacin, (ukljucujuci
karakteristike pacijenata, karakteristike procedure, ishode trudno¢a 1 uticaj na telesnu
tezinu 1 duzinu novorodencadi), a uzimaju¢i u obzir i1 iskljuujuée faktore, nije

analizirala ove dve vrste medijuma 1 inkubatora.

Ne postoji jedinstven stav o efikasnosti razli¢itih komercijalno dostupnih medijuma na
ishod VTO, odnosno njihov uticaj na kvalitet embriona, stopu trudnoca i implantacije. |
dok jedni smatraju da te razlike ne postoje (111, 112, 113), drugi pak smatraju da
postoje razlike medju razli¢itim komercijalno dostupnim medijumima kada je u pitanju
kvalitet embriona (114, 115, 116). U ovoj disertaciji porede¢i ishode trudnoca kada smo
koristili dva razli¢ita medijuma za kulturu embriona u istoj vrsti inkubatora (Heracell)
od kojih je Cook medijum bio sekvencijalni, a Medicult nije sekvencijalni utvrdili smo
da ne postoji statisti€ki znacajna razlika u stopi fertilizacije 1 stopi implantacije, dok
postoji znacajna razlika u stopi klinickih trudnoca, stopi uznapredovalih trudno¢a iu
stopi zivorodene dece, te da se sekvencijalni medijum pokazao kao bolji. Nekoliko
studija je ispitivalo efekte ISM1 1 G-1TM v5 medijuma na kvalitet embriona 1 stopu
implantacije. Morfologija embriona drugog i tre¢eg dana je bila signifikantno bolja kada
su kultivisani u GIII medijumu, nego u ISM1 (112). Druga studija je pokazala da
G1.2/G2.2 medijum bolji od Sydney IVF medijuma kada su embrioni transferisani 3.
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dan, dok su bili podjednako efikasni kada su embrioni transferisani u stadijumu
blastociste (114). Ranija studija je pokazala statisticki znacajno vecu stopu trudnoca i
stopu klinickih trudnoc¢a u Vitrolife medijumu u odnosu na Cook medijum (117).
Nasuprot tome, druge studije su pokazale da ne postoji signifikantna razlika u kvalitetu
embriona, stopi trudnoca i implantacionoj stopi izmedu Irvine Scientific i IVF-50
Scandinavian IVF Science medijuma (112), Vitrolife i Medicult medijuma (113), kao i
Earle's medijuma 1 komercijalno dostupnog Menezo B2 medijuma (111). Mi smo
dobili statisticki znac¢ajno manji broj visoko kvalitetnih embriona u Cook grupi, ali su te
pacijentkinje ujedno bile starije od pacijetkinja gde je koris¢en Medicult medijum, dok
su drugi autori pokazali razliku u kvalitetu embriona na dan 3 sugeriSuci superiornost
medijuma u odnosu na kvalitet embriona (Cleavage medijum 1 HTF) (115), G1.2/G2.2 1
Sydney IVF cleavage/blastocyst medijum (114). Fechtali i sar. su pokazali da je kvalitet
embriona 2. dana bio bolji u ISM1 kulturi, nego u FertiCult medijumu, cak i1 kada
razlika u stopi trudnoca i1 implantacije nije postojala. Druga studija je pokazala da ISM1
medijum unapreduje embrionalni rast 1 razvoj, kao i procenat trudnoca (118).

U ovoj disertaciji nije dobijena statistCki znacajnu razliku u stopi vanmateri¢nih
trudnoca, stopi pobacaja, prevremenih porodaja i terminskih porodaja izmedu poredenih
grupa. Medutim, Lin S i sar. su analizom 23.481 ciklusa VTO, kada su koristili tri
razli¢ita medijuma (G5, G5 Plus, Global) utvrdili postojanje ekstrauterinog graviditeta
kod 364 pacijentkinje. Njihova ucestalost u odnosu na klini¢ke trudnoce je bila 3.01%
u G5 grupi, 3.89% u G5 Plus grupi i 4.04% u Global grupi. Oni su utvrdili da je
ucestalost vanmateri¢nih trudnoc¢a povezana sa vrstom koris¢enog medijuma (119). Dok
su Santos-Ribeiro S. i sar. u dvanaestogodiSnjoj nacionalnoj analizi Velike Britanije,
koja je obuhvatala 160000 trudnoca nastalih IVF procedurama, pokazala da im je
incidenca ektopi¢nih trudnoca bila 1,4% (120). U naSim analiziranim grupama bilo je
ukupno 16 vanmateri¢nih trudnoca i nihova ucestalost po grupama je bila 1,1%, 0,2% i
0,8% 1 nije bila statisticki znacajna, niti je mogla da se poveze sa vrstom koriS¢enog
medijuma. Podaci iz literature govore da procenat pobacaja posle IVF procedura varira
u rasponu od 9 -33% (101). Nasi dobijeni rezultati su u skladu sa tim podacima i iako
ne postoji statisticki znacajna razlika najmanji procenat pobacaja je bio u nasoj trecoj

grupi pacijentkinja.

Helmerhorst FM 1 sar. su utvrdili da kod jednoplodnih trudno¢a nakon VTO u odnosu
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na trudnoce nastale nakon prirodne koncepcije postoji relativni rizik 2.04 (1.80 to 2.32)
za prevremene porodaje (< 37 nedelja) (51). Takode, je utvrdio da je ucestalost
prevremenog porodaja (< 37 nedelja) 5.8-15% kod pacijentkinja nakon VTO, a 1.4-
10.5%, kod pacijentkinja koje su prirodno zatrudnele (51). Ucestalost prevremenog
porodaja u nasim ispitivanim grupama je bio od 16,8 - 18,9% i nije postojala zna¢ana
razlika izmedu ispitivanih grupa. U Evropi je prose¢an broj porodaja po aspiracijama

oko 19,3% (101).

Eksperimentalne studije kod brojnih sisara su utvrdile da koncentracija kiseonika u
uterusu 1 tubama varira od 2 - 8% (121, 122, 123, 124, 125). Utvrdeno je da niske
koncentracije kiseonika mogu unaprediti razvoj embriona kod nekoliko vrsta Zivotinja
kao Sto su: miSevi (126, 127, 128, 129, 130), pacovi (131), hrcci (132), zecevi (133),
svinje (134), koze (135), ovce (136, 137) i goveda (136, 138). Utvrdeno je da ukoliko
se kultura mi§jih embrona obavlja na niskim koncetracijma kiseonika, embrioni u tom
slucaju imaju manji procenat aneuploidija (139). Pod pretpostavkom, da i u Zenskom
reproduktivnom traktu postoji fiziloska hipoksija, ova saznanja mogu imati veliki
klinicki znacaj na vantelesnu oplodnju kod ljudi. Iako je utvrdeno da su u tubama i
uterusu kod vecine sisara koncentracija kiseonika niske, jo§ uvek se u mnogim
laboratorijama koriste inkubatori sa atmosferskim koncentracijama kiseonika (20%). Te
povisene, nefizioloske koncentracije kiseonika mogu u kulturi embriona da dovedu do
oslobadanja slobodnih radikala i na taj na¢in da izazovu oksidativni stres kod embriona
1 da dovedu do poremecaja u razvoju embriona i razvoj visoke stope fragmentacija

unutar embriona (140, 141).

Kada smo u ovoj disertaciji poredili ishode trudnoc¢a koriste¢i isti medijum
(Cook) a dve razli¢ite vrste inkubatora dobili smo da postoji statisticki znacajna razlika
kako u stopi fertilizacije, tako i u stopi klinickih trudnoca, implantacionoj stopi, stopi
uznapredovalih trudnoca i u stopi zivorodene dece, te da se K-Minc inkubator pokazao
kao superiorniji. Razlika izmedu dva kori$¢ena inkubatora je zapravo u koncentraciji
kiseonika koja se koristi za kulturu embriona pri ¢emu Heracell inkubator radi sa 20%

O,, dok K-Minc koristi gotovu smesu gasova u kojoj je koncentracija O, 5%.

I kao $to je uoceno u studijama na zivotinjama, tako je i na ljudskim studijama
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utvrden pozitivan efekat niskih koncentracija kiseonika i na stopu embrionalnog razvoja
do stadijuma blastociste, brzu deobu, povecanu stopu blastulacije, poveéan broj ¢elija
blastociste i broja zamrznutih blastocisti i povecanog broja visokokvalitetnih blastocisti
(107, 142, 143, 144, 145). Kada su u pitanju klinicki ishodi nakon primene niskih
koncentracija kiseonika u poredenju sa konvencionalnim inkubatorima koji rade na
atmosferskim koncentracijama kiseonika neke studije su utvrdile vecu stopu
implantacije, trudnoc€a, porodaja i zivorodene dece (145, 146, 147), dok druge studije
nisu utvrdile postojanje pozitivnih efekata primene niskih koncentracija kiseonika na
implantacionu stopu 1 stopu trudnoc¢a (107, 142, 148, 149).

Tako su Kasterstein E. 1 sar. kada su podelili oocite svake pacijentkinje na inkubatore sa
5% 1 20% kiseonika 1 uporedivali stopu fertilizacije, kvalitet embriona, stopu
implantacije, trudnoc¢a 1 Zzivorodene dece utvrdili da se stopa fertilizacije nije
razlikovala izmedu ispitivanih grupa, ali je u 5 % O, grupi postojala statisticki znacajna
razlika u visokokvalitenim embrionima na dan 3 1 razvio se ve¢i broj embriona
adekvatnih za embriotransfer (150). Stopa implantacija, stopa trudnoca, a takodje i1
stopa zivorodene dece su bile statisti¢ki znacajno vece u grupi sa 5% kiseonikom (150).
Nasuprot gore navedenim rezultatima, Dumoulin i sar. porede¢i rezultate kulture
humanih oocita 1 embriona u prvih 2 ili 3 dana razvoja, koriste¢i atmosferske ili
redukovane koncentracije kiseonika, nisu utvrdili postojanje razlike u stopi fertilizacije,
razvoju embriona u 2 i 3 danu, stopi trudno¢a i implantacije, ali su utvrdili statisticki
znaCajnu razliku u procentu nastalih blastocisti 1 5 1 6 dan, te su stoga zakljucili da
niske koncentracije kiseonika verovatno imaju uticaja na kasnije faze razoja embriona
(142). Bahgeci 1 sar. su utvrdili, da kod pacijenata kojima je raden ICSI, ne postoji
razlika u klinickim ishodima u zavisnosti od koncentracije kiseonika i zakljucili su da
atmosferske koncentracije kiseonika nemaju Stetan uticaj na razvoj embriona u prvih 2
ili 3 dana kulture embriona i da nemaju Stetan uticaj na klinic¢ki ishod (149). U studiji
Kea i sar., je utvrdeno da razli¢ite koncentracije kiseonika nemaju efekta na stopu
fertilizacije 1 formiranje blastociste kao ni na stopu trudnoca, ali da razliite
koncentracije kiseonika imaju uticaja na srednji skor embriona 3. dana (148).

Kovacic i sar., su u svojoj studiji analizirali efekte 5% 1 20% koncentracija kiseonika na
produZzeni razvoj embriona i utvrdili su da niske koncentracije kiseonika nemaju uticaja

na fertilizaciju, ali su u poredenju sa 20% kiseonika ustanovili da je postojala statisticki
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znacajna razlika u broju optimalnih embriona 3 dana razvoja i u IVF i u ICSI grupi
(143). Takode su utvrdili, da je kada se kultura radi na niskim koncentracijama
kiseonika, veéa Sansa za razvoj optimalne blastociste 5.dan razvoja i to 2,1 put kod IVF-
aa 1,7 puta kod ICSI-a.

Ciray 1 sar., su u svojoj studiji pokazali da su niske koncentracije kiseonika poboljsale
ukupan broj blastocisti, a takodje i kvalitet embriona i 3. 1 5. dana kulture (144).
Meintjes 1 sar., su u svojoj studiji pokazali da embrioni kultivisani na niskim
kocentracijama kiseonika imaju vecu stopu implantacije nego embrioni kultivisani na
atmosferskim koncentracijama kiseonika, kao 1 da je ukoliko su embrioni kultivisani na
niskim kocentracijama kiseonika potom dali vise zivorodene dece nego embrioni
kultivisani na atmosferskim koncentracijama kiseonika (147).

Kovacic 1 sar., su u svojoj studiji pokazali da je na niskim koncentracijama kiseonika
postignut veci procenat kvalitetnih embriona na dan 2 i dan 5 kulture, dok je procenat
uznapredovalih trudnoca i stopa implantacije bio sli¢an u obe grupe pacijenata tj. i kod
pacijenata gde su koriS¢eni atmosferske ili redukovane koncentracije kiseonika. Oni su
zakljucili da su niske koncentracije kiseonika korisne za razvoj embriona bez obzira na
duzinu kulture embriona (107).

Sem koncentracija kiseonika kao mogucéeg uzroka za bolje rezultate uocene u ovoj
disertaciji 1 sama konstrukcija inkubatora moze imati uticaj na ishod IVF-a, §to je i
pokazala studija Fujiwara M i sar. Cija studija je pokazala da je u mini inkubatorima sa
vratima na gore, nakon otvaranja vrata u trajanju od 5 sekundi, vreme neophodno za
oporavak temperature i u komori i u posudi bilo 5 min, dok je kod konvencionalnih
inkubatora sa vratima napred, nakon otvaranja vrata u trajanju od 5 sekundi, bilo
potrebno 20 min da se oporavi temperatura u komori koja je nakon otvaranja vrata brzo
pala na 36.4°C, a u posudi je bilo potrebno 30 min da se oporavi temperatura koja je
bila pala na 36.7°C (151). Razlika, u vremenu potrebnom da se oporavi koncentracija
kiseonika posle otvaranja vrata izmedju mini i konvencionalnih inkubatora, takodje je
bila velika. Za oporavak koncentracije kiseonika posle otvaranja vrata u mini
inkubatorima je bilo potrebno 3.0 + 0 min, za razliku od konvencionalnih inkubatora
kojima je trebalo za oporavak koncentracije kiseonika posle otvaranja vrata
7.8 £ 0.9 min. Mini inkubatori su se pokazali superiornijim u odnosu na konvencionalne

inkubatore u oporavaku uslova unutar inkubatora i kulture tkiva nakon otvaranja i
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zatvaranja vrata inkubatora. Razlog za to je sto kod konvencionalnih inkubatora dolazi
do velike razmene vazduha tokom otvaranja vrata i postoji i dodatno ubacivanje
rashladenog gasa iz gasnog cilindra neophodnog za oporavak koncentracije gasova
unutar inkubatora. Maksimalna razlika temperature u ovoj studiji je bila 0.6°C, ali moze
se pretpostaviti da je u svakodnevnom radu u IVF laboratoriji ta razlika i veca, posto se
vrata CeS¢e otvaraju zbog kontrole kulture i promene medijuma, posebno ako se ima
veci broj pacijenata ili ukoliko se dobije veci broj jajnih ¢elija kod jedne pacijentkinje, a
to moze uticati na ishod kulture embriona. Klinic¢ki rezultati su pokazali da je stopa
dobrih embriona stataisticki znac¢ajno bila ve¢a u mini inkubatorima (151, 152). Sa
zeljom da se jo$ viSe unaprede rezultati IVF-a, poslednjih godina u upotrebu se uvode
embrioskopi koji omogucavaku kontinuirano pracenje deobe embriona. Shodno tome
ocekivano je da upotreba embrioskopa smanji ove nepozeljne varijacije temperature.
Ipak, nije pronadena staisti¢ki znacajna razlika u svim analiziranim parametrima izmedu
embrioskopa 1 standardnih inkubatora, embrioskop omogucava samo morfoloske,
prostorne 1 vremenske analize embrionalnog razvija (153). Anifandis G. 1 sar. isticu da
jedan od razloga za ovakve preliminarne rezultate moze biti Cinjenica da je embrio
transfer raden 2. ili 3. dana i smatraju da ukoliko bi umesto toga embrio transfer bio
raden 5. Ili 6.dana da bi mozda uspeh IVF-a bio znatno manji (154). Takodje su
znacCajni rezultati Park H. i sar., Cija studija je pojazala da nije bilo statisticki znacajne
razlike u prose¢nom broju embriona dobrog kvaliteta, kao ni u broju embriona sa 4
¢elije, implantacionoj stopi, stopi trudnoca i uznapredovalih trudnoca izmedu time lapse
inkubatora (embrioskopa) 1 konvencionalnih inkubatora, dok je stopa pobacaja bila veca

u grupi gde je koriS¢en time lapse inkubatora (155).

Cinjenica da je veca stopa Zivorodene dece ukoliko su transferisani embrioni na dan 5
nakon kulture pri niskim koncentracijama kiseonika nego kada su transferisani_embrioni
iste starosti koji su kultivisani na atmosferskim koncentracijama kiseonika u
konvencionalnim inkubatorima, govori u prilog stanovistu da atmosferske koncentracije
kiseonika negativno uti¢u na kasnije stadijume razvoja embriona, tako Sto uti€u na
metabolizam embriona i1 razvoj blastociste. Studija Calzi F. 1 sar. je dokazala hipotezu
da niske koncentracije kiseonika mogu poboljsati ishod IVF-a kod embriona koji su

transferisani na dan 2, dok to nije uo€eno kod embriona iz ICSI-ja. Za konvencionalni
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IVF i stopa fertilizacije i procenat dobijenih embriona je bio statisti¢i znacajno bolji pri

niskim koncentracijama kiseonika nego pri atmosferskim koncentracijama (156).

Potencijalni Stetni efekat slobodnih kiseonickih radikala na kulturu embriona moze se
prevazi¢i dodavanjem antioksidanasa u medijume ili smanjivanem koncentracije
kiseonika u inkubatorima (147). Racionalnije je spreciti natanak Stetnih slobodnih
radikala u samom embrionu i u njegovoj okolini kultivacijom embriona u sredini
redukovanog O, nego pokuSavati da se ve¢ nastali slobodni radikali neutraliSu
razli¢itim agensima (146). U prilog tome da je korisnije koristiti redukovan kisenik
nego antioksidanse u kulturi medijuma je i saznanje da mehanizam kojim kiseonik u
ve¢im koncentracijama moze da prouzrokuje Stetne efekte na embrion kao Sto je
povecana ekspresija gena, nije moguce prevenirati samo dodavanjem antioksidansa u

kulturu medijuma, Sto je pokazano na animalnim modelu (157).

Od kada je 1978. godine rodena prva “ beba iz epruvete” primena arteficijelnih
reproduktivih tehnologija je u stalnom porastu, sa priblizno 1-4% porodaja godiSnje
nakon vantelesnog oplodenja u razvijenim zemljama sveta (2). Poslednjih godina raste
zabrinutost za bezbednost procedura ART 1 njihovog potencijalnog uticaja na zdravlje
dece. Trudnoce iz IVF-a su povezane sa povecanim rizikom od prevremenog porodaja,
radanja dece sa niskom telesnom tezinom, kongenitalnim anomalijama, perinatalnim
mortalitetom, kao i drugih komplikacija vezanih za trudnoc¢u (158, 159, 160, 161, 162,
163). Glavni razlog loSijeg neonatalnog ishoda trudnoc¢a iz ART procedura je uglavnom
nepoznat i najverovatnije je potencijalno multifaktorijalno uslovljen. U literaturi je
opisano da ovarijalna stimulacija moZe uticati na kvalitet jajnih Celija i1 receptivnost
endometrijuma (164, 165), dok in vitro kultura moze imati direktan uticaj na razvoj
embriona (166, 167, 168, 169, 170). Nasuprot tome, drugi autori su misljenja, da su za
lo§iji perinatalni rezultat procedura IVF-a odgovorne karakteristike pacijenata kao §to
su tip 1 duZina trajanja infertiliteta kao 1 sami uzroci subfertilnosti pacijenata a ne faktori

koji su povezani sa samom procedurom [VF-a (171).

Formulacija medijuma kao i kontrolisani laboratorijski uslovi su od krucijalnog znacaja
za razvoj humanih embriona (31, 32, 33). Medutim na trzistu su dostupne razli¢ite vrste

medijuma, sa razli¢itim sastavom i malo je poznato koji su potencijalni kratkoro¢ni i
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dugoro¢ni efekti razlicitih sastojaka medijuma na razvijaju¢i embrion. Studije na
zivotinjama su ukazale da promene u telesnoj tezini potomstva mogu biti uzrokovane
sastojcima medijuma (67, 68, 69, 172). Komplikacija, kao $to je niska telesna tezina
dece, u humanoj populaciji moze da predstavlja predispoziciju za rano ispoljavanje
bolesti odraslih, kao §to su tip 2 dijabeta (56), hipertenzija (57) i kardio-vasklarne
bolesti (58, 59). Premda, ova udruZenost nije u potpunosti razjasnjena, povecéan rizik od
niske telesne tezine na rodenju kod dece iz vantelesnog oplodenja je uglavnom
povezana sa visokom stopom viSeplodnih trudno¢a nakon ART procedura. Kako god, u
humanom IVF-u se jo$ uvek malo zna o mogu¢im efektima vrste medijuma na telesnu

tezinu dece.

Do sada je ograni¢en broj komercijalno dostupnih medijuma u tom smislu ispitivan, a
dobijeni rezultati su kontraverzni. Dumoulin 1 sar., Nelissen i sar., Wuder 1 sar. i
Kleijkers 1 sar. su poredili Vitrolife i Cook medijum (117, 173, 174, 175). Hassani i sar.,
su sproveli studiju porede¢i Medicult and Vitrolife medium (176), dok su Eskild i sar.,
poredili Medicult Universal IVF, Medicult ISM1 1 Vitrolife G-I PLUS (177). Ove
studije su pokazale da vrsta koriS¢enog medijuma ima statisticki znacajan efekat na rani
razvoj embriona, fetalni razvoj, kao i na telesnu tezinu na rodenju. Stavise, Eaton i sar.
(2012), su poredili GI.3, Global i GI.5 medium (168), Vergouw isar. HTV i Sage (167),
Lin i sar. GS ™, Global i Quinn’s advantage (169), Carrasco i sar., MediCult, Cook i
Vitrolife (178), Zhu 1 sar. (2014) Vitrolife, Global 1 Quinns (170), Lemmen i sar. su
poredili Cook and Medicult (179) i kona¢no Gu 1 sar. sproveli poredenje izmedu
SAGE 1 Vitrolife (180). Nasuprot prethodnoj grupi ove studije su pokazale da nema
signifikantne povezanosti izmedu vrste koriS¢enog medijuma i telesne tezine na

rodenju.

U pokusSaju da analiziramo efekte komercijalno dostupnih medijuma na telesnu tezinu
novorodencadi mi smo poredili novorodencad rodenu nakon embrio transfera embriona
nastalih u kulturi Cook i Medicult medijuma. Prema naSem saznanju ova dva medijuma
su uporedivana jedino u studiji Carrasco i sar. i Lemmen i sar., ali su se nasi ukljucujuci
kriterijumi za analizu novorodencadi iz jednoplodnih trudnoc¢a razlikovali (178, 179).

Zato smo mi postavili za cilj, da nastavimo ve¢ publikovana istrazivanja i da svojim
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proucavanjem doprinesemo boljem razumevanju i rasvetljavanju efekata medijuma za

kulturu embriona koji su u Sirokoj upotrebi.

Ova studija je pokazala da tip medijuma za kulturu embriona nema statisticki znacajan
efekat na prosecnu telesnu tezinu i duzinu dece iz jednoplodnih terminskih trudnoda,

nastalih nakon procedure IVF-ICSI.

Prema naSem saznanju ovo je prva analiza u kojoj su poredeni Cook 1 Medicult
medijumi, sa decom rodenom u terminu porodaja, na ovako homogenoj grupi
pacijenata, kada su isklju€eni svi za trudno¢u vezani faktori, a koji mogu uticati na
telesnu teZinu novorodencadi (svi oblici Secerne bolesti, poviSen arterijski pritisak,
gestoze, intrauterini zastoj u rastu ploda, nestajuci blizanci).

Sugerisano je da deca iz jednoplodnih trudnoc¢a nasalih nakon ART procedura imaju
povecan rizik od loSeg neonatalnog ishoda, kao S§to je niska telesna tezina
novorodencadi na rodenju 1 prevremeni porodaj (51, 181, 182, 183). Zbog toga je
telesna tezina novorodencadi na rodenju najceS¢e koriS€en parameter za procenu
perinatalnog ishoda, a koji je povezan morbiditetom i mortalitetom. (184).

Do danas je objavljeno jedanaest radova, od strane deset autora koji su ispitivali efekte
medijuma za kulturu embriona na telesnu tezinu novorodencadi (185), od kojih su Cetiri
analizirali 1 telesnu duzinu novorodencadi (169, 179, 176, 174). Pet studija je pokazalo
da vrsta medijuma ima statisticki znac¢ajan uticaj na rani embrionalni razvoj i sledstveno
tome 1 fetalni razvoj, kao i na telesnu tezinu novoodencadi iz IVF-a (117, 173, 176,
177, 170). Jos specifi¢nije, oni su pokazali da su embrioni kultivisani u Vitrolife
sekvencijalnom medijumu (GI.3) dali signifikantno tezu decu na rodenju u odnosu na
novorodencad ¢iji du embrioni kultivisani u Cook sekvencijalnom medijumu (117)
(173). Stavise Eskild i sar., su pokazali iste rezultate kada u poredili Medicult universal,
Medicult ISM 11 Vitrolife GI.5 (177), slicno Hassaniju i sar., kada su poredili Medicult
ISM 1 i Vitrolife GL.5 (176), 1 Zhu i sar., kada su poredili Vitrolife GI.5 1 Vitrolife GL.5
plus (170). Nasuprot tome, u nasoj studiji nije uocena statisticki znacajna razlika u
telesnoj teZini 1 duzini novorodencadi ¢ija je kultura embriona obavljana u Cook ili
Medicult medijumu. Nasi rezultati su u korelaciji sa rezultatima Eaton-a i sar., a koji je
utvrdio da nema efekta na telesnu tezinu novorodencadi kada je poredio Global

medijum ili GI.3 medium (Vitrolife) ili GI.5 medium (Vitrolife) (168). Stavise,
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Vergouw i sar., su objavili iste rezultate za HTF i Sage®™ medijume za kulturu embriona
(167). U studiji u kojoj su poredena novorodencad ciji su embrioni kultivisani u GI.5
(Vitrolife) ili Global ili Quinn’s advantage medijumu (Sage) je utvrdeno da vrsta
medijuma nema uticaj na srednju vrednost telesne tezine i srednju vrednost telesne
duzine novorodencadi (169). Carrasco 1 sar., su svoje rezultate dobili poredeéi u
prospektivnoj studiji Vitrolife GI.3 medijum i Cook K-SICM, a u retrospektivnoj
studiji Medicult ISM I 1 Cook K-SICM 1 Vitrolife GI.3 medijum (178), dok je Wunder 1
sar. poredio Vitrolife 1 Cook K-SICM medijume 1 dobili su iste rezutate (174). Jedino su
Lemmen 1 sar. (2014) poredili istu vrstu medijuma kao u nasoj studiji i takode, pokazali
da vrsta medijuma nema uticaj na telesnu teZinu novorodencadi, ali oni nisu u svojoj
studiji iskljucili iz analize novorodencad iz trudnoca koje su komplikovane nekim od
stanja za koja se zna da mogu uticati na telesnu tezinu novorodencadi (179).

Cheung 1 sar., su utvrdili da je telesna duzina na rodenju usko povezana i1 sa
neonatalnim i postneonatalnim mortalitetom, te smo zbog toga 1 mi u nasu analizu
ukljucili 1 telesnu duzinu novorodencadi (186). Medutim, duzina dece na rodenju u
studiji Lemmen i sar. je bila statisticki znacano razli€ita u zavisnosti od vrste koris¢enog
medijuma (179). Oni su utvrdili da su deca na dan 2 embrio transfera u Medicult grupi
kra¢a od dece na dan 2 embrio transfera u Cook grupi. Stavise Hassani i sar., su
pokazali da su deca, ¢iji su embrioni kultivisani u ISM 1 medijumu duza od dece ¢iji su
embrioni kultivisani u GI.5 Vitrolife medijumu (176). U naSoj studiji nije postojala
razlika u prosec¢noj duzini dece na rodenju u zavisnosti od vrste korisS¢enog medijuma.
Nasi rezultati su u skaldu sa rezultatima koje su dobili Lin 1 sar. kada su poredili telesnu
duzinu novorodencadi iz jednoplodnih 1 blizanackih trudnoca ¢iji su embrioni
kultivisani u tri razlicite vrste medijuma i1 to GL.5 (Vitrolife) ili Global ili Quinn’s
advantage medijum (Sage) (169), kao i Wunder 1 sar. porede¢i Vitrolife 1 Cook
medijum (174).

Mi smo primenili multiplu regresionu analizu kako bi utvrdili odnos izmedu
confounding (engl.) faktora i telesne tezine i duzine novorodencadi. Rezultati ove
analize su pokazali da vrsta medijuma za kulturu embriona nema uticaja na telesnu
tezinu 1 duZzinu novorodencadi, dok je nezavisni factor, kao Sto je broj prethodno
radenih procedura vantelesnog oplodenja, imao uticaj. Predasnje studije su pokazale da

gestacijska starost 1 pol deteta signifikantno uticu na telesnu teZinu dece na rodenju
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(167, 169, 179). Dok su, Nelissen i sar. u svojoj multiploj regresionoj analizi pokazali
statisticki znacajnu korelaciju izmedu vrste koris¢enog medijuma za kuluru embriona i
telesne tezine na rodenju (173).

Brojne studije na zivotinjama su ukazale na povezanost razli¢itih sastava medijuma za
kulturu embriona i epigenetsku nestabilnost tokom ranog embrionalnog razvoja
(187,188, 189). Precizna genska metilacija je od kljuénog znacaja za programirane
dogadaje koji reguliSu ranu embriogenezu (56, 190). Zbog toga promene u
epigenetskom obrascu mogu imati negativan efekat na razvoj i genetsko utiskivanje
(engl.imprinting). Stavise, kod miSeva, serumske komponente u medijumima za kulturu
embriona su udrZzene sa niZzom telesnom tezinom na rodenju, dovodec¢i do supresije
regulacije H19 1 Igf2 u poredenju sa embrionima ¢ija je kultura obavljana u
medijumima bez prisutnog seruma (172). U nasoj studiji u medijumima koje smo
koristili bili su zastupljene razliite vrste seruma, ali to nije imalo uticaja na telesnu
tezinu 1 duzinu dece na rodenju.

Regresioni modeli

Sa ciljem da utvrdimo uticaj koriS¢enih medijuma za kulturu embriona na klinicku
trudnocu kao ishod, koristili smo logisticki regresioni model i utvrdili smo da je Sansa
da dode do klini¢ke trudnoce za 52% veca ukoliko se koristi Cook medijum u odnosu
na Medicult. Kada smo porodaj koristili kao ishod, utvrdili smo da je 42% veca Sansa
da pacijentkinje rode Zivo dete kada se koristi Cook medijum u odnosu na Medicult

medijum.

Sa ciljem da utvrdimo uticaj inkubatora na klinicku trudno¢u kao ishod koristili smo
logisticki regresioni model 1 utvrdili smo da je Sansa da dode do klinicke trudnoce za
41% veca ukoliko se koristi K-Minc inkubator u odnosu na Haracell. Kada smo porodaj
koristili kao ishod, utvrdili smo da je 9,8% veca Sansa da pacijentkinje rode Zivo dete
kada se koristi K-Minc inkubator u odnosu na Haracell, ali ta razlika nije statisti¢ki

znacajna.

Na osnovu rezultata finalnog modela, jasno je da je najbolja kombinacija za ishod
klini¢ku trudnoéu Kminc + Cook, za 42% veca je Sansa da dode do klinicke trudnoce u
odnosu na Heracell + Cook, odnosno skoro dva puta veca Sansa u odnosu na Heracell +

Medicult. Dok je Sansa da se rodi Zivo dete manja za 28,9% ukoliko se radi o
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Heracell+Medicult u odnosu na Heracell+Cook i ova $ansa je statisticki znacajna.
Nasuprot tome, Sansa da se rodi zivo dete je 9,8% veca ukoliko se radi o Kminc+Cook u

odnosu na Heracell+Cook i ova Sansa nije statisticki znacajna.
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ZAKLJUCAK

U skladu sa postavljenim ciljevima istrazivanja, na osnovu dobijenih rezultata moze se

zakljuciti sledece:

10.

11.

12.

Vrsta koriS¢enog medijuma ima uticaj na stopu biohemijskih, klinickih,
uznapredovalih trudnoca 1 stopu Zivorodene dece

Vrsta koris¢enog medijuma nema uticaj na fertilizacionu i implantacionu stopu
Vrsta koriS¢enog inkubatora ima uticaj na stopu fertilizacije, stopu implantacije,
stopu biohemijskih, klinickih 1 uznapredovalih trudnoca, kao i1 na stopu
zivorodene dece

Vrsta koriS¢enog medijuma, vrsta koris¢enog inkubatora, kao 1 njihove
kombinacije nema uticaja na telesnu tezinu 1 telesnu duzinu terminske
novorodencadi

Sansa da dode do klinicke trudnoée za 52% veéa ukoliko se koristi Cook
medijum u odnosu na Medicult.

Sansa da pacijentkinje rode Zivo dete je za 42% veéa kada se koristi Cook
medijum u odnosu na Medicult medijum.

Sansa da dode do klini¢ke trudnoée za 41% veéa ukoliko se koristi K-Minc
inkubator u odnosu na Haracell inkubator.

Sansa da pacijentkinje rode Zivo dete kada se koristi K-Minc inkubator u
odnosu na Haracell inkubator je za 9,8% veca, ova Sansa nije statisticki
znacajna.

Najbolja kombinacija za klini¢ku trudno¢u je Kminc + Cook, 1 ona daje za 42%
vecu Sansu da dode do klinicke trudnoc¢e u odnosu na Heracell + Cook

Najbolja kombinacija za klini¢ku trudno¢u je Kminc + Cook, i ona daje, skoro
dva puta vecu Sansu u odnosu na Heracell + Medicult.

Sansa da se rodi zivo dete je manja za 28,9% ukoliko se radi o
Heracell+Medicult u odnosu na Heracell+Cook kombinaciju.

Sansa da se rodi Zivo dete je 9,8% veéa ukoliko se radi o Kminc+Cook u odnosu

na Heracell+Cook 1 ova Sansa nije statisti¢ki znacajna.
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SPISAK SKRACENICA KORISCENIH U TEKSTU

WHO - World Health Organization (svetska zdravstvena organizacija)
VTO - vantelesno oplodjenje

KOH - kontrolisana ovarijalna hiperstimulacijastimulacija

ET - embrio transfer

IVF - in vitro fertilizacija

ICSI - intracytoplasmatic sperm injection (intracitoplazmaticna injekcija
spermatozoida)

HMG - humani menopauzalni gonadotropini

rFSH - rekombinantni folikulostimuliraju¢i hormon

rLH - rekombinantni luteiniziraju¢i hormone

GnRH - gonadotropni rilizing hormon

hCG - humani horionski gonadotropin

AFC - antral follicular count (broj antralnih folikula)

OV - ovarian volumene (merenje volumena jajnika)

BMI - body mass index (indeks telesne tezine)

PCO - policisti¢ni ovarijumi

PCOS - sindrom policisticnih ovarijuma

IGF-1 - Insulin-like growth factor 1

IGFBP-1 - Insulin-like growth factor-binding protein 1

SHBG - Sex hormone-binding globulin

BMPO - biomedicinski potpomognuto oplodenje

ART - arteficijelne reproduktivne tehnologije

HbsAg - hepatitis B povrSinski antigen

HCV - hepatitis C virus

HIV - virus humane imunodeficijencije

VDRL - Venereal Disease Research Laboratory (test na sifilis)
FSH - folikulostimuliraju¢i hormon

LH - luteiniziraju¢i hormone



E, - estradiol

Pg - progesterone

T - testosteron

TSH - tireostimuliraju¢l hormon

Ts . trijodtironin

T, - tiroksina

AMH - antimilerijan hormon

AFC - antral follicular count (broj antralnih folikula)

PN - pronukleus

ESHRE - European Society of Human Reproduction and Embryology (evropsko

uderuzenje za humanu reprodukciju 1 embriologiju)


https://www.eshre.eu/

BIOGRAFIJA AUTORA

Dr Biljana Arsi¢ je rodjena je 1967. godine u Zemunu.

Medicinski fakultet upisala je u Beogradu skolske 1985/86 godine a diplomirala 1991.
godine, sa srednjom ocenom 9,28. U toku studija, bila je demostrator na Institutu za
hemiju Medicinskog fakulteta.

Volontirala je u KBC Dr Dragisa MiSovic — Dedinje od marta 1992. godine a potom je
1993. godine primljena u stalni radni odnos u istoj ustanovi. Od aprila 1998. godine je
primljena u u stalni radni odnos u Ginekolosko-akuSerskoj klinici «Narodni Front» u
Beogradu, gde 1 sada radi.

Specijalisticki ispit iz Ginekologije 1 Akuserstva na Medicinskom fakultetu u Beogradu,
je polozila 1996. godine sa odliénom ocenom.

Magisatrsku tezu, iz uZe nauc¢ne oblasti endokrinologije, pod naslovom «Primena
ultrasonografije kod hirzutnih 1 gojaznih Zena sa menstrualnim poremecajima»
odbranila je 2001. godine na Medicinskom fakultetu u Beogradu.

Od strane Ministarstva zdravlja Republike Srbije 2012. godine dodeljena joj je titula
primarijusa.

Ucestvovala je u medjunarodnim i domaéim studijama 1 projektima, kao 1 u
organizovanju medjunarodnih 1 domacih nauc¢nih satanaka i simpozijuma.

Bila je predava¢ po pozivu na kursevima laparoskopije u ginekologiji, Ian Donald
medjunarodnoj skoli medicinskog ultrazvuka u ginekologiji 1 akuSerstvu 1 prezentovala
radove u vidu oralnih prezentacija i postera na stranim i domac¢im kongresima.

UZzu specijalizaciju iz fertiliteta 1 steriliteta pod nazivom «Uticaj razliitih indeksa
telesne mase (bmi) na ishod vantelesne oplodnje» odbranila je 2016. godine na

Medicinskom fakultetu Univerziteta u Beogradu sa odlicnom ocenom.



Mpunor 1.
W3jaBa o ayTopcTBy

Motnucanu-a  Biljana Arsi¢

6poj ynuca

UsjaBrbyjem

[a je 4OKTOpCcKa AucepTauuja Nod HAcNoBOM:

Procena uticaja razli€itih inkubatora i medijuma u toku postupka vantelesnog

oplodenja na ishod trudnoée

pe3ynTaTt CONCTBEHOr CTPAXUBAYKOT pPaga,

LA npeanoxeHa Jucepraumja y UenvHM HWM Yy aenosuma  Huje 6Guna
npeanoxeHa 3a fobujarbe GUNO KOje AWMMOMe Npema CTYAUCKUM MporpamuMa
LPYrMX BUCOKOLLKONCKMX YCTaHoBa,

Aa Cy pe3yntatu KOPeKTHO HaBedeHU 1

Ja Hucam KpLuvo/na ayTopcka rnpasa U KOpUcTUO UHTENEKTYaHY CBOjUHY
LApYrux nuua.

VY Beorpagy, 29.01.2018.

5, ; /
DT A T

ﬁnmc ﬂOKTOpaHﬂ?MF



Mpunor 2.

M3jaBa 0 MICTOBETHOCTM WITAMMNAHE U €NIEKTPOHCKE
Bep3uje 4OKTOPCKOr paaa

Mme v npeaume aytopa___ Biljana Arsic¢

Bpoj ynuca

Ctyanjckm nporpam

Hacros papa: Procena uticaja razli¢itih inkubatora i medijuma u toku postupka

vantelesnog oplodenja na ishod trudnoce

MenTop _ Prof.dr Eliana Garaleji¢
MoTnucanw __Biljana Arsic

ugjas/byjeM [[a je lwWTamnaHa Bepauja MOr [JOKTOPCKOr paja UCTOBETHA
eNeKTPOHCKO] Bep3uju Kojy cam npegao/na 3a objaBreuBarbe Ha nopTany
JurutanHor penosutopujyma YunsepauteTa y beorpaay.

[osBorbaBam ga ce objaBe mMoju AMYHWM Nojaun BesaHu 3a fobujarbe akaaemckor
3Barba OOKTOPA HAayka, Kao LITO Cy UMe W npeswme, roguvHa u mMecto poherba u
natym oabpaHe paaa.

OBU nuuHM nopauM Mory ce ob6jaBuTu Ha MpeXHUM cTpaHuuaMma purutanHe
6ubnuoTeke, y eneKTPOHCKOM KaTanory u y nybnukauuwjama YHusepauteta y
Beorpaay.

Y beorpangy, 29.01.2018 <J;on'[mc [OKTOpaHaa P

1

Zr',z;,’!)/ww_/fﬁ}, ///’75’«‘_/&/ /




Mpunor 3.

UzjaBa o kopuwhemy

Osnawhyjem YHuBepauteTcky 6ubnuoteky ,CeTo3ap Mapkoeuh“ pa y urutanyu
peno3uTopujym YHuBepauteTa y Beorpasy yHece Mojy AOKTOpCKY aucepTauujy noj
HacoBOM:

Procena uticaja razliitih inkubatora i medijuma u toku postupka vantelesnog
oplodenja na ishod trudnoée

Koja je Moje ayToOpCcKO Oeno.

OucepTauvjy ca cBuUM npunosvMma npefao/na caMm y eneKTPoHCKOM chopmarty
NOrofiHOM 3a TPajHO apxXMBUparbe.

Mojy pokTopcky —AucepTauujy noxparbeHy |y OuruTanHu  penosutopujym
YHusepauTteta y beorpaay mory Aa Kopucte CBM Koju NOWTYjy oapenbe cappxare
y opabpaHom Tuny nuueHue KpeatusHe 3ajepHuue (Creative Commons) 3a Kojy
cam ce oany4uo/na.
1. AyTopcTBo
2. AyTopcTBO- HEKOMepLHjanHo
N o
@Ayropcmo— HeKomepuujanHo — 6e3 npepage
4. AyTopcTBO— HEKOMepLUjanHo — AeNUTU Mo UCTUM yCrioBUuMa
5. AytopcTBo— 6e3 npepase

6. AyTOpCTBO— AEMUTY NOA UCTUM YCIOBUMA

(Monumo na 3aokpyXuTe camo jefHy oA WecT NoHyheHux nuueHun, kpaTak onuc je
Ha nonehuHu nucTa).

Y Bbeorpaay, 29.01.2018, Aotnnc noktopaHaa /
S ol Sl WM
(/ i il e N S }



