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POPIS SKRACENICA I AKRONIMA

ANGNRH - analozi gonadotropin otpustaju¢eg hormona

E2 - estradiol

ET - embriotransfer

FSH - folikulostimulirajuc¢i hormon

ICSI - intracitoplazmatska injekcija spermija

IVF - in vitro fertilizacija

KBC - Klinicki bolni¢ki centar

LH - luteiniziraju¢i hormon

MPO - medicinski pomognuta oplodnja

P4 - progesteron

HZZO - Hrvatski zavod za zdravstveno osiguranje



1. UvOD

1.1. NEPLODNOST | KRIOPOHRANA JAJNIH STANICA

Neplodnost podrazumijeva nemogucnost postizanja trudno¢e nakon godinu dana nezasticenih,
redovitih spolnih odnosa. Ona moze biti primarna te sekundarna kada nakon postizanja jedne
trudnoce ne dolazi do novog zaceca. Neki od uzroka neplodnosti ukljucuju pretilost, pusenje i
alkohol, ginekoloska oboljenja poput mioma, endometrioze i spolno prenosivih bolesti, no
najvazniji ¢imbenik neplodnosti je starija dob Zzene. Uzrok neplodnosti je u 50% slucajeva

zbog zenskog ¢imbenika, u 40% muskog te je oko 10% nepoznate etiologije (1,2).

Brojnim metodama medicinski pomognute oplodnje (MPO) omogucava se spajanje muske i
zenske spolne stanice izvan tijela s ciljem stvaranja embrija i rodenja zdravog djeteta. One se
koriste kada su svi ostali postupci lijeCenja bezuspjesni te kako bi se sprijeCilo prenosenje
teSke nasljedne bolesti na potomstvo. O lijecenju neplodnosti odlucuje ginekolog specijalist
humane reprodukcije ili stru¢njak na podrucju genetike u slucaju rizika teske nasljedne
bolesti. Medicinski pomognuta oplodnja moze biti homologna kada se koriste spolne stanice
parova u bra¢noj ili izvanbra¢noj zajednici ili heterologna u kojoj se Kkoriste stanice
darivatelja. Pravo na MPO uz financiranje Hrvatskog zavoda za zdravstveno osiguranje
(HZZ0-a) omoguceno je zenama do 42. godine zivota, odnosno iznimno duze ukoliko postoji
pravobitna zdravstvena indikacija. U jednom ciklusu lije¢enja je zakonom ograni¢ena
oplodnja do 12 jajnih stanica, a kako bi se izbjegla viseplodna trudnoca, dopusten je prijenos
do dva zametka u maternicu. Preostali zametci i jajne stanice se zamrzavaju i ¢uvaju do novog
ciklusa lije¢enja. U iznimnim slucajevima dopusta se unos i tri zametka, no suvremeni dokazi
govore u prilog najboljeg i najsigurnijeg lijeCenja neplodnosti nakon zaceta jednoplodne

trudnoc¢e. Zametci i jajne stanice ¢uvaju se Uz obavezno financiranje HZZO-a pet godina. Ovi



postupci MPO su regulirani Zakonom o medicinski pomognutoj oplodnji koji je stupio na
snagu 2012. godine. Takva zakonska regulativa predstavlja poboljSanje u odnosu na sli¢an
Zakon iz 2009. godine prema kojem je bila dozvoljena oplodnja najvise tri oocite po ciklusu
lijeCenja bez moguénosti zamrzavanja embrija. Takve zakonske odredbe su svojedobno
predstavljale ograni¢avajuci ¢imbenik uspjeSnosti lijeCenja, pogotovo za Zene oboljele od

malignih bolesti (3,4).

Nakon dijagnostickih postupaka, utvrdivanja uzroka neplodnosti te razgovora s parom
zapocinje se s lijeCenjem metodama MPO. Prvi korak u lijecenju je predvidanje ovulacije te
odluka o primjeni lijekova za stimulaciju jajnika. Tijek lijeCenja se procjenjuje na temelju
hormonskih pretraga i ultrazvu¢nih pregleda od osmog dana ciklusa koji po¢inje nastupom
mjesecnice. Ciklus moze biti prirodni sa spontanom ovulacijom te modificirani u kojem je
ovulacija potaknuta lijekovima. Promjer zrelog folikula u prirodnom ciklusu iznosi 22-28
mm, dok je u stimuliranom 16-18 mm. Osim veli¢ine folikula, kao dokaz nadolazece
ovulacije mjere se i serumske koncentracije luteiniziraju¢eg hormona (LH), estradiola (E2) i
progesterona (P4). Indukcija ovulacije moze se posti¢i: klomifen citratom, humanim
menopauzalnim gonadotropinima (FSH, LH), analozima gonadotropin otpustaju¢eg hormona
(anGnRH) te lije¢enjem endokrinopatija koje ometaju normalne reprodukcijske procese.
Sljedeci korak lijecenja je aspiracija jajnih stanica kroz lateralni svod vagine koja se obavlja
pod kontrolom ultrazvuka kako ne bi doSlo do osteéenja susjednih organa. U prirodnom
ciklusu ocekuje se jedan, dok u stimuliranom ciklusu moze biti aspirirano i do nekoliko
desetaka oocita, §to je ovisno o odgovoru jajnika na stimulaciju. Tijekom postupka vazno je
pripaziti na blizinu uterusa, vece zdjelicne krvne zile i mokraéni mjehur. Nakon aspiracije
jajnih stanica, slijedi mikroskopski pregled folikularne tekuéine, izdvajanje jajnih stanica te
odredivanje njihovog ukupnog broja i kvalitete dobivenih oocita Sto obavljaju klinicki

embriolozi. Daljnji postupci s jajnim stanicama ovise o tomu S§to je bio primarni cilj
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stimulacije, hoce li se stvarati i razvijati zametci ili ¢e samo jajne stanice biti zamrznute i
pohranjene, kao §to se to obi¢no ¢ini u svrhu prezervacije fertiliteta. Prilikom zamrzavanja i
odmrzavanja, dio oocita nazalost propadne, a oocite koje ostanu sa¢uvane i vitalne najéesce se
oploduju postupkom intracitoplazmatske injekcije spermija (ICSI) sa ciljem stvaranja
zametaka koji ¢e se koristiti za ostvarivanje zaCe¢a. Zametci rastu i razvijaju se u posebnim
uvjetima, $to nazivamo kulturom zametaka. Embriolozi prate njihov rast, razvoj i ocijenjuju
morfoloski kvalitetu te odlucuju o prijenosu trodnevnog ili peterodnevnog zametka u

maternicu (1,2).

Kriopohrana jajnih stanica je metoda medicinski pomognute oplodnje koja omogucéava
ocuvanje plodnosti u reprodukcijski mladih osoba, koje zbog kroni¢nog ili zlocudnog
oboljenja imaju rizik neplodnosti nakon izljeCenja osnovne bolesti. Ovim postupkom oocite se
zamrzavaju i pohranjuju na niske temperature prilikom ¢ega im se zaustavlja bioloska
aktivnost do trenutka odmrzavanja kada postaju spremne za oplodnju. Postoje dvije osnovne
metode zamrzavanja. Vitrifikacija je metoda izbora za zamrzavanje i pohranu oocita pri ¢emu
se tijekom postupka voda u citoplazmi stanice zamjeni krioprotektantima te se potom stanice
u kratkom vremenu hlade na -196°C pomocu tekuceg dusika u kojem ostaju pohranjene.
Oocite se vitrifikacijom pohranjuju tijekom nekoliko minuta, dok se sporim zamrzavanjem
stanice hlade 1°C /min i na kraju pohranjuju na —80°C &to traje i do nekoliko sati. Stanice
pohranjene metodom vitrifikacije manje su sklone osteéenjima i bolje se oploduju. Nakon
sporog zagrijavanja udio prezivljenja i uspjeSne oplodnje oocita iznosi 70-80%, dok nakon
postupka vitrifikacije oocite se oploduju i do 90%. U posebnim uvjetima se oocite ¢uvaju do
trenutka kada par odluci zaceti dijete te se u dogovoru s lijeénikom i parom oocite zagrijavaju
do 37°C kada postaju aktivne i sposobne za oplodnju. Takav oblik lijeCenja naziva se
sekundarni ICSI (6). Prvo rodeno dijete nakon kriopohrane oocita bilo je 1986. godine

metodom sporog zamrzavanja, dok se nakon zamrzavanja oocita metodom vitrifikacije prvo
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rodenje djeteta ostvarilo 1999. godine. U pocetku primjene ovih metoda zabiljezen je mali
udio zacetih trudnoca, no tijekom godina i ste¢enog iskustva vidljiv je napredak, pogotovo uz

metodu vitrifikacije koja biljezi sli¢an ishod kao i oplodnja svjezih oocita (7).

1.2. INDIKACIJE ZA KRIOPOHRANU OOCITA

Indikacije za kriopohranu oocita mogu biti medicinske i socijalne. Ovu metodu MPO zbog

medicinskih razloga savjetujemo i primjenjujemo u

e Zzena oboljelih od malignih bolesti ¢ije lijeCenje moze ometati kasnije normalnu
reprodukcijsku funkciju

e Zena s velikim rizikom za karcinom jajnika $to zahtjeva preventivno uklanjanje jajnika

e Zena koje boluju od endometrioze

e 7ena s kromosomskim abnormalnostima koje utje¢u na plodnost (npr. sindrom Turner)

e ocuvanje plodnosti kod transrodnih osoba

Udio malignih bolesti u mladoj populaciji raste, a S time i potreba za o¢uvanjem plodnosti.
Ostec¢enja reprodukcijskin  organa, pogotovo jajnika, Cesto nastaje nakon primjene
kemoterapije, radioterapije te operacijskih zahvata na reprodukcijskim organima ili u njihovoj
blizini. Uestalost neplodnosti nakon lije¢enja maligne bolesti varira ovisno o vrsti lijeenja,
dozi kemoterapeutika, lokalizaciji tumora, nadinu primjene lijekova i dobi pacijentice.
Tijekom lijeCenja maligne bolesti moze do¢i do smanjenja broja folikula, poremecaja
hormonske ravnoteze te anatomskih promjena maternice, jajovoda i jajnika. Poremecaj
funkcije jajnika je uglavnom progresivan i ireverzibilan, stoga je potrebno svaku pacijenticu
prilikom pocetka lijeCenja maligne bolesti upozoriti 0 moguc¢im rizicima neplodnosti i

upoznati s postupcima medicinski pomognute oplodnje koji omogucavaju ocuvanje plodnosti.



Kriopohrana stanica se savjetuje i pacijenticama sa simptomatskom rekurentnom
endometriozom kod kojih je moguée postoperacijsko ostecenje ili koje imaju malu Sansu za
spontano zaceée. Oko 20% zena s Turnerovim sindromom ima normalnu ovarijsku funkciju,
no ujedno i veliki rizik prijevremene ovarijske insuficijencije, stoga se savjetuje zamrzavanje
oocita u mladoj zivotnoj dobi kako bi se sacuvala reprodukcijska funkcija. Za kripohranu
jajnih stanica cesto se odlucuju pacijentice koje nemaju partnera ili parovi koji zbog
religioznih i moralnih razloga te zakonskih restrikcija zele izbje¢i zamrzavanje zametaka. U
modernom drustvu se sve viSe mladih transrodnih ljudi odlucuje na postupak promjene spola
primjenom hormona ili kirur§kim postupcima §t0 moze uzrokovati privremenu ili trajnu
neplodnost. Kriopohrana jajnih stanica prilikom tranzicije Zene u muiSkarca je oteZana.
Primjena Zenskih spolnih hormona za poticanje visestrukog rasta folikula otezava tranziciju.
Takoder, rast folikula je oteZan pogotovo u onih trans-muskaraca koji su godinama na terapiji
testosteronom te je Cesto potrebno ponavljati cikluse stimulacije kako bi se dobio dovoljan
broj oocita za kriopohranu i osigurala buduca reprodukcija trans-osobe (7-12,15). lako se
kriopohrana oocita na pocetku uglavom Koristila zbog medicinskih razloga, posljednjih
godina postoje i prosirene indikacije. Naj¢es¢i nemedicinski (socijalni) razlozi pohrane oocita

Su:

e 0cuvanje plodnosti kod Zena koje planiraju potomstvo u starijoj reprodukcijskoj dobi

e doniranje jajnih stanica drugim korisnicama

Neke zene se zbog osobnih razloga odluc¢uju na potomstvo u starijoj reprodukcijskoj dobi.
Budu¢i da je dob Zene najvazniji ¢imbenik zbog kojeg dolazi do problema reprodukcije,
kriopohrana oocita omogucava odgodu majéinstva. Za ovu metodu odlucuju se uglavnom
zene fokusirane na karijeru ili one koje trenutno nemaju partnera, a u buduénosti planiraju

potomstvo. U reprodukciji oplodnja oocita koje potjecu od mladih osoba dokazano smanjuje



rizik od gubitka trudnoce te kromosomskih anomalija u potomaka, no istrazivanja su pokazala
kako su starije zene kod kojih je trudnoca zaCeta na ovaj nacin sklonije komplikacijama u
trudnoc¢i poput hipertenzije, preeklampsije i gestacijskog dijabetesa. Donirane jajne stanice
koriste se u slucaju genetskih poremecaja, niske rezerve jajnika, preuranjene menopauze te
pacijentica koje uz stimulaciju jajnika slabo reagiraju na terapiju i podvrgnute su brojnim
bezuspjesnim ciklusima lije¢enja. Prednost kriopohrane u ciklusima lijeCenja s doniraim
jajnim stanica u odnosu na svjezi ciklus je ta $to ciklus pacijentice koja se lijeci 1 ciklus
donatorice ne moraju biti sinkronizirani $to bitno olaksava postupak. Pacijentica koja se lijeci
mora biti zdrava, bez rizika od komplikacija u trudno¢i i tijekom porodaja (2,5,13,14). U
Republici Hrvatskoj socijalne indikacije za kriopohranu janih stanica nisu ukljuene u

zdravstveno osiguranje te pacijentica samofinancira takav postupak.

1.3. RIZICI KRIOPOHRANE OOCITA

Kriopohrana jajnih stanica ima i odredene rizike. Neoplodene jajne stanice podloZnije su
oSte¢enjima prilikom postupaka zamrzavanja ili zagrijavanja zbog velikog stani¢nog
volumena i koli¢ine vode koju sadrze. Neka osteCenja obuhvacaju disfukciju citoskeleta,
odnosno aktinske mrezice, mikrotubula, kromosoma i ostalih stani¢nih struktura. Buduéi da
su te strukture neophodne za normalno stani¢no funkcioniranje, njihova disfunkcija dovodi do
smanjene kvalitete i propadanja jajnih stanica. Do osteCenja dovodi i moguce stvaranje
kristalica leda u citoplazmi §to mehanicki oSteCuje stanice te uzokuje promjene pH i
osmotskog tlaka. Za razliku od sporog zamrzavanja, zbog vece brzine hladenja, vitrifikacijom
se bolje ¢uva kvaliteta i smanjuju rizici za oStecenje stanica. Kako bi se stanice zastitile
tijekom postupka i manipulacije dodaju se krioprotektanti koji uzrokuju dehidraciju,
onemogucavaju stvaranje ledenih kristala 1 smanjuju osmotski stres te tako ¢uvaju kvalitetu

stanica. Tehnikom sporog zamrzavanja oocite ostaju duze izlozene krioprotektantu i njegovoj



mogucoj toksi¢nosti. Krioprotektanti se dijele na permeabilne i nepermeabilne, odnosno na
intracelularne i ekstracelularne. U postupku vitrifikacije dodaju se velike koli¢ine
krioprotektanta, a buduci da stanice ne smiju biti dugo izloZzene ovoj tvari zbog potencijalne
toksi¢nosti, uranjaju se u tekuci dusik u kratkom vremenu. Oocite su tijekom zagrijavanja
takoder vrlo osjetljive, a potrebno ih je zagrijati na 37°C kada postaju aktivne i Sposobne za
oplodnju. Tijekom zagrijavanja postoji rizik oste¢enja i propadanja stanica, o ¢emu je

unaprijed potrebno informirati pacijenticu (5,12).



2. ISPITANICE I POSTUPCI

Istrazivanje obuhvaca analizu medicinske dokumentacije pacijentica koje su se lijecile zbog
neplodnosti na Zavodu za humanu reprodukciju, u KBC-u Rijeka tijekom 2010., 2013. i 2014.
godine. Podatci su prikupljeni iz baze medicinskih podataka Zavoda za humanu reprodukciju
i bolnickog sustava-IBIS te medusobno usporedivani i statisti¢i obradivani. Ukupno je
analizirano iz knjiga protokola 128 sekundarnih ciklusa ICSI-ET u 105 pacijentica, buduci da
su neke viSe puta lijeCene u navedenom kalendarskom razdoblju. Cilj istraZivanja je bio
utvrditi uéinkovitost lije€enja u prvim godinama nakon uvodenja metode zamrzavanja jajnih
stanica. Podatci su analizirani i usporedivani na osnovi ukupnog broja ciklusa, a ne broja

pacijentica. Prikupljeni su 1 usporedeni slijedeci podatci:

1. Zivotna dob pacijentica

2. Broj postupaka lijeCenja nakon kriopohrane jajnih stanica u ovulatornim ciklusima
3. Broj odmrznutih jajnih stanica

4. Broj oplodenih jajnih stanica

5. Broj razvijenih embrija

6. Broj prijenosa zametaka

7. Broj klini¢ki potvrdenih trudno¢a

8. Kalendarska godina lijecenja

Pacijentice su prema zivotnoj dobi podijeljene u Ccetiri skupine te su prema tome
usporedivani podatci pacijentica. Sekundarni ciklusi u kojima nije nastupila ovulacija ili se
zbog nekog razloga odustalo tijekom lije€enja nisu prikazani u ovom strazivanju. Analizirani
su samo ciklusi lije¢enja u kojima je ultrazvu¢nim pregledom potvrdena ovulacija te potom
donesena odluka o zagrijavanju jajnih stanica. U svim sekundarnim ciklusima ICSI-ET
odmrzavana je barem jedna ili viSe jajnih stanica te je uCinjena kultura zametaka 3-5 dana po
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standardnom protokolu i potom embriotransfer. Analiziran je udio ciklusa u kojima su
uspjesno oplodene jajne stanice u odnosu na ukupni broj ciklusa te udio razvijenih embrija u
odnosu na ukupne cikluse i cikluse u kojima je oplodnja bila uspjesna. Udio prijenosa
zametaka u odnosu na ukupni broj ciklusa usporeden je prema dobnim skupinama, dok je
udio zacetih trudnoca analiziran s obzirom na ukupno uéinjene embriotransfere. Konacno,
usporedena su kalendarska razdoblja u kojima su pacijentice lijeGene i UspjeSnost razvoja

zametaka u pacijentica koje su lijeCene 2010. u odnosu na one lijeCene 2013. i 2014. godine.



3. SVRHA RADA
Svrha ovog istrazivanja je utvrditi uspjeSnost lijeCenja neplodnosti vitrificiranim jajnim

stanicama u pocecima primjene ove metode.
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4. REZULTATI

Analizirano je ukupno 128 sekundarnih ciklusa ICSI-ET, u kojima je prethodno tijekom
ultrazvuénog pracenja potvrdena ovulacija i zatim je u svima odmrzavana jedna ili vise jajnih
stanica. U 79 ciklusa (62%) zagrijane su oocite i potom oplodene ICSI postupkom. Razvoj
embrija zapocet je u 68 sekundarnih ciklusa (53%), a u 65 (51%) je ucinjen embriotransfer.
Ukupno je zaceto 9 trudnoca (7%). Tablica 1. prikazuje raspodjelu analiziranih sekundarnih

ciklusa.

Tablica 1. Raspodijela analiziranih sekundarnih ciklusa ICSI -ET.

OVULATORNI CIKLUSI

(N=128)

CIKLUSI U KOJIMA SU OPLODENE
OOCITE

N= 79 (62%)

CIKLUSI U KOJIMA NISU
OPLODBENE OOCITE

N= 49 (38%)

CIKLUSI S RAZVIJENIM EMBRUIMA

N= 68 (53%)

CIKLUSI BEZ RAZVOJA EMBRUA

N= 60 (47%)

CIKLUSI S EMBRIOTRANSFEROM

N= 65 (51%)

CIKLUSI BEZ EMBRIOTRANSFERA

N= 63 (49%)

ZACETE TRUDNOCE PO CIKLUSU

N= 9 (7%)

ZACETE TRUDNOCE PO
EMBRIOTRANSFERU

N= 9 (14%)

Svaki drugi ciklus nije doSao do faze prijenosa zametka, a udio zace¢a po sekundarnom

ciklusu je manji od prirodnog fekundabiliteta. Najve¢i rizici obustavljanja lijecenja su u fazi
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zamrzavanja 1 zagrijavanja oocita i u vrijeme oplodnje dok je rizik prekida lijeCenja u fazi

razvoja embrija manji.

4.1. Zivotna dob pacijentica

ZIVOTNADOB

" <34 = 35-37 = 3840 " 241

Slika 1. Udio analiziranih sekundarnih IVF ciklusa prema Zivotnoj dobi pacijentica (N=128)

Srednja vrijednost Zivotne dobi pacijentica koje su lije¢ene sekundarnim ICSI-ET ciklusom
iznosila je 34,41 (+4,43) godina. Najmlada pacijentica imala je 24, a najstarija 45 godina.
Najveci broj sekundarnih ICSI-ET ciklusa zapocet je u pacijentica mlade reprodukcijske dobi
do 34 godine (51%), a smanjuje se s ve¢om zivotnom dobi. Najmanji broj ciklusa ucinjen je u

pacijetnica starih 41 i vise godina (8%). Slika 1.
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4.2. Sekundarni ciklusi ICSI-ET u kojima su oplodene jajne stanice i razvijeni
embriji

Tablica 2. Broj sekundarnih ICSI-ET ciklusa u kojima su oplodene jajne stanice i razvijeni

embriji prema dobnim skupinama

Zivotna dob Broj ciklusa Broj ciklusa Broj ciklusa s razvijenim
pacijentica (Q) (N) s oplodenim embrijima N (%)
oocitama N (%)

<34 65 41 (63) 39 (60)
35-37 29 16 (55) 11 (38)
38-40 23 16 (70) 13 (57)
>41 11 6 (55) 5 (45)
Ukupno 128 79 (62) 68 (53)

Raspon uspjes$ne oplodnje prema dobnim skupinama pacijentica bio je od 55 — 70%. Ne
postoji jasna povezanost uspjeSne oplodnje i zivotne dobi pacijentica. Najvec¢a uspjeSnost
razvoja embrija bila je u pacijentica mladih od 34 godine (60%). Ne postoji jasna veza
izmedu zastoja u razvoju zametaka i zivotne dobi pacijentica. Usporedbe i medusobni odnos

podataka prikazane su zasebno kasnije u slikama.
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4.3. Odmrzavanje jajnih stanica

Tablica 3. Broj ukupno odmrznutih oocita prema dobnim skupinama

Zivotna dob (g) Broj ciklusa (N, %) Broj odmrznutih Srednja vrijednost
jajnih stanica (N, %)

<34 65 (50,78) 270 (55,79) 4,15

35-37 29 (22,66) 91 (18,80) 3,14

38-40 23 (17,97) 88 (18,18) 3,83

>41 11 (8,59) 35(7,23) 3,18

Ukupno 128 484 3,78

U jednom sekundarnom ICSI-ET ciklusu najveéi broj odmrznutih oocita iznosio je devet, a

najmanje je jedna odmrznuta oocita. Prosje¢no je bilo odmrznuto 3-4 oocite po jednom

ciklusu u svim dobnim skupinama.
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4.4. Oplodnja jajnih stanica

UDIO SEKUNDARNIH ICSI-ET CIKLUSA U KOJIMA SU
OPLOPENE OOCITEU ODNOSU NA UKUPNE CIKLUSE
PREMA ZIVOTNOJ DOBI PACIJENTICA

W Broj ciklusa H Broj ciklusa u kojima je oplodena jedna ili vise oocita m %

=]
=

3 3
‘A &
5 e
= 2
S I &
[1s] [Tw]
— — —
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[T}
II |I -
35-37 38-40 =41
ZIVOTNA DOB

Slika 2. Udio sekundarnih ICSI-ET ciklusa u kojima su oplodene oocite u odnosu na ukupne

cikluse prema zivotnoj dobi pacijentica

Postotak oplodnje jajnih stanica po sekundarnom ciklusu ICSI —-ET bio je od 55-70%. Nema

jasne povezanosti Zivotne dobi i postotka oplodnje jajnih stanica.
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4.5. Udio sekundarnih ciklusa ICSI-ET u kojima su razvijeni embriji u odnosu na

ukupan broj ciklusa (N=128)

UDIO SEKUNDARNIH CIKLUSA ICSI-ETU KOJIMA SU
RAZVIJENIEMBRIJIU ODNOSU NA UKUPAN BROJ
CIKLUSA

B Brojciklusa ™ Brojciklusa s razvijenim embrijima ™%

LN
o o
]
LN
- =T
oo
M o
)
™ M
o~
—
—
i =
<34

35-37 38-40 =41
ZIVOTNA DOB

CIKLUSI

.
Bl 3

Slika 3. Udio sekundarnih ciklusa ICSI-ET u kojima su razvijeni embriji u odnosu na ukupan

broj ciklusa

Najveci udio ciklusa u kojima su razvijeni embriji bio je u pacijentica mlade reprodukcijske
dobi, a iznosio je 60%. Postoji tendencija manjeg razvoja embrija prema starijoj dobi,
medutim uocili smo najmanji udio ciklusa s razvijenim embrijima u odnosu na broj ciklusa u

pacijentica u dobi od 35 do 37 godina (38%). Slika 3.
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4.6. Udio sekundarnih ciklusa ICSI-ET u kojima su razvijeni embriji u odnosu na

sekundarne ICSI-ET cikluse s oplodenim oocitama (N=79)

UDIO SEKUNDARIH ICSI-ET CIKLUSA U KOJIMA SU
RAZVIJENIEMBRIJI U ODNOSU NA BROJ CIKLUSA S
OPLODPENIM JAIJNIM STANICAMA

m Broj ciklusa u kojima je oplodena jedna ili vise oocita
m Broj ciklusa u kojima je stvoreno jedan ili vise embrija

%

o b Y
(1]
&
= ¥ 3
S e . S .
- i o _'-.
H = H = —
=34 35-37 38-40 =41
ZIVOTNA DOB

Slika 4. Udio sekundarnih ciklusa ICSI-ET u kojima su razvijeni embriji u odnosu na broj

ciklusa s oplodenim jajnim stanicama

Najvise sekundarnih ciklusa s razvijenim embrijima u odnosu na cikluse s oplodenim jajnim
stanicama bilo je u pacijentica mlade reprodukcijske dobi (95%). Najmanji udio sekundarnih
ciklusa s razvijenim embrijima bio je u pacijentica Zivotne dobi od 35 do 37 godina (69%).

Slika 4.
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4.7. Usporedba lijeenja sekundarnim ciklusima ICSI-ET u kalendarskim

godinama

Tablica 4. Udio ciklusa u kojima su razvijeni embriji prema kalendarskim godinama

Kalendarska godina | Ukupni broj ciklusa | Ciklusi u kojima su %
(N) razvijeni embriji (N)

2010. 85 36 42

2013. - 2014. 43 32 74

Ukupno 128 68 53

UDIO CIKLUSA U KOJIMA SU RAZVIJENI EMBRIJI. USPOREDBA
PREMA KALENDARSKIM GODINAMA.

90
80

70
60
50
40
30
20
10

Ukupni broj ciklusa (N)

CIKLUSI

o

Ciklusi u kojima su razvijeni
embriji (N)

KALENDARSKE GODINE

H 2010 ®2013.-2014.

Slika 5. Udio ciklusa u kojima su razvijeni embriji. Usporedba prema kalendarskim

godinama.

Uspjesnost razvoja embrija nakon vitrifikacije jajnih stanica, tijekom 2013. i 2014. godine
bila je gotovo dvostruko veca nego u pocetnoj 2010. godini kada je uvedena vitrifikacija

oocita kao metoda medicinski pomognute oplodnje, a iznosila je 74% .
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4.8. U¢injeni embriotransferi i zacete trudnoce

Tablica 5. Udio prijenosa zametaka prema zivotnoj dobi pacijentica

Broj sekundarnih
Zivotna dob ciklusa ICSI-ET Broj embriotransfera %
(N=128) (N=65)
<34 65 37 57
35-37 29 11 38
38-40 23 13 57
>41 11 4 36

Embriotransfer je ucinjen u ukupno 65 sekundarnih ciklusa ICSI-ET S$to je polovica od
ukupno zapocetih ciklusa lijeCenja. Udio embriotransfera kretao se u dobnim skupinama

pacijentica od 36-57%, ali nismo uo¢ili povezanost sa zivotnom dobi pacijentica. Tablica 5.

Udio zacetih trudnoc¢a u sekundarnim ciklusima ICSI-ET u kojimaje u€injen
embriotransfer

® ZACETE TRUDNOCE M ET

Slika 6 . Udio zafetih trudno¢a u sekundarnim ciklusima ICSI-ET u kojima je ucinjen

embriotransfer
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Udio zacetih trudnoca u sekundarnim ICSI-ET ciklusima u odnosu na ukupni broj prijenosa
zametaka iznosio je 14%, a u odnosu na ukupni broj zapocetih sekundarnih ICSI-ET ciklusa

svega 7 %.
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5. RASPRAVA

Rezultati ovog istrazivanja obuhvatili su uspjesnost lije¢enja neplodnosti nakon kriopohrane
jajnih stanica, u prvim godinama nakon pocetka primjene ove metode MPO. Od ukupnog
broja analiziranih ciklusa, samo u nesto vise od 60% su oplodene oocite. U preostalim
ciklusima, jajne stanice nisu prezivjele zagrijavanje ili oplodnja jajnih stanica nije uspjela, sto
ukazuje na poteSkoCe u zamrzavanju ili odmrzavanju jajnih stanica, odnosno poteSkoce u
ocuvanju kriopohranjenog materijala. Prijenos zametaka je bio izvrsen u oko polovice ciklusa,

a udio zaceca u sekundarnom ICSI-ET ciklusu bio je manji od prirodnog fekundabiliteta.

Budu¢i da je Zakonom o medicinski pomognutoj oplodnji uvedenim 2009. godine bilo
dozvoljeno oploditi najviSe tri jajne stanice bez moguénosti zamrzavanja embrija te takoder
zbog ograni¢enog broja prijenosa zametaka, broj oocita po ciklusu koje su zagrijavane u
analiziranom razdoblju prosje¢no je iznosio 3-4 jajne stanice. Isto tako, treba naglasiti da je u
nekih pacijentica, aspiracijom bilo dobiveno manje jajnih stanica zbog ¢ega je i mogucnost

kriopohrane stanica u suvisku bila ograni¢ena (3,4).

Ovom studijom utvrdena je uspjesnost oplodnje od 55-70% sekundarnih ciklusa, a udio je
prezivjele zagrijavanje. Rezultati retrospektivne studije iz 2020. godine D. Cornet-Bartolome
i suradnika, koja je obuhvatila 35 654 svjezih i vitrificiranih oocita, pokazali su kako nema
razlike u uspjesnosti oplodnje usporedujuci svjeze i sekundarne cikluse s prezivjelim
oocitama. Medutim, uzimaju¢i u obzir i vitrificirane oocite koje nisu prezivjele zagrijavanje,
tada je udio oplodnje vitrificiranih oocita manji u odnosu na svjezi ciklus te je gubitak oocita
tijekom procesa zagrijavanja vjerojatno glavni razlog losijeg ishoda lije¢enja sekundarnim
ciklusima. Takoder, The American Society for Reproductive Medicine (ASRM) provelo je
2021. godine istrazivanje rezultata razli¢itih studija provedenih od 1986.-2018. godine od
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kojih su neke pokazale slican udio oplodnje vitrificiranih i svjezih oocita, a iznosio je oko

70%.

lako je mlada reprodukcijska dob glavni ¢imbenik pozitivhog ishoda lijecenja MPO,
usporedujuci udio oplodnje u razli¢itim dobnim skupinama pacijentica, uspjesnost je bila
najveé¢a U dobnoj skupini ispitanica od 38-40 godina. Moguénost zaceca najvjerojatnija je
opcenito u dvadesetim godinama, dok nakon tridesetih pada. Starenjem se kvaliteta jajnih
stanica smanjuje, odnosno dolazi do promijena genetskog materijala te mitohondrijske
disfunkcije 1 oStecenja ostalih stani¢nih struktura (17). Znanstveni ¢lanak Zhao-Jia Ge i
suradnika, objavljen 2015. godine navodi kako su brojne IVF studije ipak zabiljezile da dob
ne utjeCe na oplodnju oocita, ve¢ na probleme implantacije te porast kromosomskih
abnormalnosti u embrija i ve¢u ucestalost spontanih pobacaja. U ovom istrazivanju druga
dobna skupina pacijentica s visokim udjelom oplodnje po ciklusu su pacijentice mlade od 34
godina S§to govori u prilog ocuvane kvalitete oocita u mladoj Zivotnoj dobi. Relativno mali
broj prikupljenih sekundarnih ciklusa s oplodenim oocitama moZe imati utjecaj na dobivene

rezultate ovog istrazivanja.

Tijekom kulture embrija kroz 3-5 dana dio oplodenih jajnih stanica prestao se razvijati te u
nekim sekundarnim ciklusima nije doslo do razvoja embrija i posljedi¢no nije bilo ET-a. Udio
sekundarnih ciklusa s razvijenim embrijima u odnosu na ukupan broj ciklusa i ciklusa u
kojima su oplodene oocite bio je najveci u dobnoj skupini pacijentica mladih od 34 godine, no
najmanja uspjesnost bila je u pacijentica 35-37 godina. Nismo uo¢ili tendenciju smanjenog
razvoja embrija prema starijoj zivotnoj dobi. Neki autori navode da dob ispitanica ima blagi
utjecaj na razvoj embrija do stadija blastociste, no nosi veliki rizik razvoja aneuploidija.
Molekularne i stani¢ne promjene jajnih stanica u reprodukcijski starijih Zena mogu izazvati

mitohondrijsku i kohezijsku disfunkciju, skracenje telomera te promijene diobenog vretena.
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Takve promjene utjecu na razvoj embrija i povecavaju rizik za kromosomske abnormalnosti

(19).

Tijekom tri kalendarske godine rezultati lijeCenja neplodnosti sekundarnim ICSI-ET
ciklusima rastu, osobito uspjeSnost razvitka embrija, koja je gotovo dvostruko porasla u
odnosu na pocetnu 2010. godinu. Ipak, od ukupnog broja sekundarnih ICSI-ET ciklusa,
prijenos zametaka je u€injen u samo polovice njih, $to znaci da u svakom drugom ciklusu nije
bilo prijenosa zametka. Nismo uocili bolji ishod lije¢enja povezan s dobi pacijentica. Prvom
zabiljezenom trudno¢om i rodenjem dijeteta 1999. godine nakon kriopohrane oocita metodom
vitrifikacije zapocinje napredak i usavrSavanje tehnike kriopohrane oocita. Jajne stanice su
pocetno bile ¢esto podlozne ostecenjima, S niskom stopom prezivljavanja nakon zagrijavanja.
Brojnim novim istrazivanjima i boljim poznavanjem metode vitrifikacije te uporabom
krioprotektanata i metodom ICSI oplodnje udio zac¢etih trudnoc¢a nakon zamrzavanja oocita se

povecéavao, §to potvrduju i rezultati naseg istrazivanja (5).

Slozenost postupka zamrzavanja i odmrzavanja te pocetni gubitak jajnih stanica glavni je
razlog niske uspjesnosti lije¢enja u sekundarnom ICSI-ET ciklusu, budu¢i da u 38% ciklusa
ve¢ pocetno nema stanica za daljnje faze cjelokupnog postupka. Nakon oplodnje u jo$ oko
11% sekundarnih ICSI-ET ciklusa dode do zastoja u razvoju zametaka, $to predstavlja jednu
vrstu embrioselekcije. Problemi implantacije i zacec¢a rane trudnoce su daljnji razlog male
u¢inkovitosti ovakvog lijeCenja, koja je u vrijeme uvodenja ove metode u naSem centru
iznosila na ukupni broj sekundarnih ciklusa 7%, a na ukupni broj ET 14%. Budu¢i da u
svakom drugom ciklusu izostane embriotransfer, pacijentice moraju biti savjetovane o takvoj
mogucnosti. Postotak zaceca po prijenosu zametka je dvostruko manji (14%) od prirodnog
mjesecnog fekundabiliteta zdravih ljudi koji iznosi 20-25%, §to je vjerovatno povezano s

moguc¢im problemima na svim prethodnim razinama cijelog postupka udruzeno opcenito sa
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zdravstvenim stanjem pacijentice i uzrokom neplodnosti. Zakonske odredbe (2009.-2012.) u
smislu ograni¢enja oplodnje na samo tri oocite, te vitrifikacija svih ostalih i zatim sekundarno
zagrijavanje i oplodnja ponovno samo tri oocite, dodatna su ogranienja u ostvarivanju
uspjesnog lijeCenja sekundarnim ciklusom i zaceca trudnoce. Informiranje pacijentica i
objektivno iznoSenje rezultata i ograniCenja lijeCenja u sekundarnom ICSI-ET ciklusu
presudno je za pacijetnice koje odgadaju svoje majCinstvo iz osobnih razloga za stariju
reprodukcijsku dob. Isto tako iskustvo s metodama lijeCenja, razvoj i napredak u postupcima
MPO od iznimne je vaznosti za pacijetnice koje trebaju prezervaciju fertiliteta zbog

medicinskih razloga.

24



6. ZAKLJUCCI

1. Sekundarnim ICSI-ET ciklusom lijeCena je polovica pacijentica (49%) u starijoj

reprodukcijskoj dobi, $to je za ishod prognosticki nepovoljno.

2. Nakon zagrijavanja oocita, u dvije tre¢ine sekundarnih ciklusa (62%) su prethodno
zamrznute jajne stanice bile uspjeSno oplodene, u stadiju zigote. U neSto viSe od treCine

ciklusa (38%), daljnje lijeenje je bilo obustavljeno.

3. U analizirnom razdoblju ukupno je odmrznuto 484 jajnih stanica, a najveci udio (55,8%) su
bile jajne stanice reprodukcijski mladih zena. Prosje¢no po sekundarnom ciklusu lije¢enja bilo

je odmrznuto 3-4 jajne stanice (SV = 3,78).

4. Uspjesna oplodnja nakon sekundarnog ICSI postupka potvrdena je u ukupno 79
sekundarnih ciklusa (62%). Ne postoji jasna povezanost uspje$ne oplodnje i Zivotne dobi
pacijentica. Raspon uspjesne oplodnje prema dobnim skupinama pacijentica bio je od 55 —
70% sekundarnih ICSI-ET ciklusa u odnosu na ukupni broj zapocetih ciklusa lijecenja (N =

128).

5. Razvoj vitalnih embrija (u stadiju 3. ili 5. dan nakon oplodnje) potvrden je u ukupno 68
sekundarnih ciklusa (53%). Najvec¢a uspjes$nost razvoja embrija bila je u pacijentica mladih od
34 godine (60%). Zastoj u rastu zametaka zabiljezen je samo 3% u pacijentica mlade
reprodukcijske dobi, dok je u starijoj reprodukcijskoj dobi zastoj u razvoju zametka bio u
rasponu od 10-17%. Ne postoji jasna veza izmedu zastoja u razvoju zametaka i zivotne dobi

pacijentica.

6. Ukupni broj sekundarnih ICSI-ET ciklusa dovrsenih prijenosom zametka bio je 65 (51%).
Svaki drugi sekundarni ciklus lijecenja je bio prekinut tijekom postupaka do faze prijenosa

zametka. Prema zivotnoj dobi pacijentica raspon udjela prijenosa zametaka iznosio je od 36-
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57% sekundarnih ciklusa. Ne postoji jasna povezanost vjerovatnosti prijenosa zametka i

zivotne dobi pacijentica.

7. Broj klinicki potvrdenih trudnoca (biokemijski i ultrazvuéno) bio je devet, §to na broj
zapocetih sekundarnih ICSI-ET ciklusa iznosi 7%. Na osnovi sekundarnih ciklusa dovr$enih
prijenosom zametka uspjeSnost lijeCenja iznosti 14%. Rezultati se mogu usporediti s
rezultatima lijeenja neplodnosti u svjezem prirodnom IVF-ET ciklusu, koji iznosi oko 10%.
Udio zace¢a manji je od prirodnog mjesecnog fekundabiliteta najvisSe zbog potencijalnih
rizika zamrzavanja i odmrzavanja jajnih stanica te izostanka oplodnje, dok je u fazi razvoja

embrija te prijenosa zametka taj gubitak manji.

8. Usporedbom dva kalendarska razdoblja, zabiljezili smo gotovo dvostruko veéi udio
sekundarnih ICSI-ET ciklusa s razvijenim embrijima u kasnijem razdoblju (42% vs. 74%).
Iskustvo u svim procedurama sekundarnog ICSI-ET ciklusa, kao i razli¢ite zakonske odredbe
koje opcenito ureduju pravila lijeCenja postupcima MPO znacajno utjeCu na konacni ishod

lije¢enja u sekundarnom ICSI-ET ciklusu.
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7. SAZETAK

Uvod: Kriopohrana jajnih stanica je metoda pomognute oplodnje kojom se stanice
zamrzavaju na niske temperature u teku¢em dusiku te ostaju pohranjene do trenutka oplodnje.
Vitrifikacija je metoda izbora zamrzavanja koja nosi manje rizika za ostecenje oocita prilikom
zamrzavanja i odmrzavanja. Indikacije za kriopohranu oocita mogu biti medicinske $to
obuhvaca zZene s malignim bolestima 1 ostalim zdravstvenim problemima koja smanjuju

plodnost te socijalne zbog osobnih razloga pacijentica.

Cilj: Cilj istrazivanja je bio utvrditi uspjesnost vitrifikacije kao metode lije¢enja neplodnosti u

njenim pocecima i usporediti dva zakonom razli¢ito uredena razdoblja lijecenja.

Metode i pacijenti. Analizirana je medicinska dokumentacija 128 sekundarnih ICSI-ET
ciklusa u pacijentica lijeCenih na Zavodu za humanu reprodukciju KBC-a Rijeka. Rezultati su

prikazani i usporedeni na osnovi postotnog racuna.

Rezultati: Udio pacijentica mladih od 34 godine bio je 51%, prosje¢no su po ciklusu lije¢enja
odmrznute 3-4 oocite. Udio prekinutih ciklusa do stadija oplodnje bio je 38%, a udio ciklusa s
uspjesnom oplodnjom jajnih stanica je bila 55-70%. Nije uoc¢ena tendencija manje uspje$nosti
oplodnje, kao ni loSijeg razvoja embrija prema starijoj reprodukcijskoj dobi pacijentica.
Prijenos zametka je uc¢injen u 51% sekundarnih ICSI-ET ciklusa. Udio zac¢ec¢a na broj ukupno
zapocetih ciklusa lijeCenja je bio 7%, odnosno na broj sekundarnih ciklusa s prijenosom

zametaka 14%.

Zakljucak: Uspjesnost lijecenja u sekundarnom ICSI-ET ciklusu je manja u odnosu na
prirodni mjese¢ni fekundabilitet. Najveci rizici obustavljanja lijecenja su u fazi zamrzavanja i
zagrijavanja oocita, odnosno u vrijeme oplodnje. Buduéi da se rezultati razlikuju prema

ostalim istrazivanjima koja ukazuju na manju uspjesnost lijeCenja U starijih pacijentica
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misljenja smo da je istrazivanje potrebno nastaviti zbog relativno malog broja analiziranih

ciklusa u ovom istrazivanju.

Kljucne rijeci: kriopohrana oocita, neplodnost, vitrifikacija
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8. SUMMARY

Introduction: Cryopreservation of oocytes is a method of assisted fertilization by which
cells are frozen at low temperatures in liquid nitrogen and stored until fertilization.
Vitrification is a method of choice that carries less risk of oocyte damage during freezing
and thawing. Indications for cryopreservation of oocytes can be medical, which includes
women with malignant diseases and other health problems that reduce fertility, and social
for the personal reasons of patients.

Aim: The aim of the research was to determine the success of vitrification as a method of
infertility treatment in its beginnings and to compare two legally regulated treatment
periods.

Methods and patients: The medical documentation of 128 secondary ICSI-ET cycles in
patients treated at the Department of Human Reproduction of the University Hospital
Center Rijeka was analyzed. The results are presented and compared based on a percentage
calculation.

Results: The proportion of patients younger than 34 years was 51%, on average 3-4
oocytes were thawed per treatment cycle. The proportion of interrupted cycles to the stage
of fertilization was 38%, and the proportion of cycles with successful fertilization of
oocytes was 55-70%. There was no tendency of lower fertilization success, nor worse
development of the embryo towards the older reproductive age of the patients. Embryo
transfer was done in 51% of secondary ICSI-ET cycles. The proportion of conceptions in
the number of total treatment cycles started was 7%, and in the number of secondary cycles
with embryo transfer 14%.

Conclusion: Treatment success in the secondary ICSI-ET cycle is lower compared to
natural monthly fecundability. The greatest risks of discontinuation of treatment are in the

phase of freezing and heating of oocytes, ie at the time of fertilization. Since the results are
29



different from other studies that indicate lower treatment success in elderly patients, our
opinion is that the study needs to be continued due to the relatively small number of cycles
analyzed in this study.

Keywords: cryopreservation of oocytes, infertility, vitrification
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