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INTRACITOPLAZMATSKO INJICIRANJE SPERMIJA: OSVRT NA
TEHNIKU I NJENU USPJESNOST U LIJECENJU NEPLODNOSTI,
TE PRACENJE RAZVOJA DJECE ZACETE OVOM METODOM

INTRACYTOPLASMIC SPERM INJECTION: REVIEW OF TECHNIQUE
AND ITS SUCCESSFUL IN TREATMENT OF INFERTILITY WITH FOLLOW
UP CHILDREN CONCEIVED WITH THIS METHOD

Sanja Vujisi¢ Zivkovicé'

SAZETAK

Intracitoplazmatsko injiciranje spermija (ICSI) predmet
je rasprava s obzirom na indikacije za postupak, nacin
provodenja postupka, te utjecaj na potomstvo. Namjera
ovog c¢lanka je iznijeti novine u tehnici provodenja
postupka ICSI, literaturne podatke o uspjeSnosti
postupka, te podatke o pracenju razvoja djece zalete u
postupku IVEF/ICSI.

Kljucne rijeci: 1CSI, probir spermija, diobeno vreteno,
ishod postupka

ABSTRACT

Intracytoplasmic sperm injection (ICSI) has been the
subject of ongoing debate regarding its indication, tech-
niques and impact on offspring. The intention of this
article is to review newer progress in the field of per-
forming ICSI technique, presentation of literature out-
come data as well as data of follow up studies children
conceived after IVF/ICSI procedure.
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UvOD

Vise od dvadeset godina pratimo ubrzani razvoj
tehnika medicinski pomognute oplodnje.
Izvantjelesna oplodnja (engl. 77 vitro fertilization —
IVF) je metoda lije¢enja neplodnosti uzrokovane
tubarnim ¢&¢imbenikom, endometriozom, u blazih
oblika  neplodnosti  uzrokovanih  muskim
¢imbenikom, te kod neplodnosti nepoznatog
uzroka. Provodi se tako da se spolne stanice
stavljaju u izravni kontakt u iz vitro uvjetima'.
Sredinom 80-ih godina 20. stolje¢a pocinju se
razvijati eksperimentalni modeli novih metoda
mikromanipulacije na svim stadijima gameta i
preimplantacijskih zametaka, kako u dijagnosticke,
tako i u terapeutske svrhe*, $to tehnic¢ki omogudéava
mikromanipulator — uredaj koji manualne pokrete
prevodi u fine pomake radnih mikropipeta. Zona
pelucida je membrana glikoproteinske strukture
koja okruzuje jajnu stanicu i preimplantacijski
zametak. Odgovorna je za indukciju akrosomske
reakcije, vrsno-specifi¢nih
blokiranje polispermije, mehanicki $titi oocitu i
prije¢i prodor biokemijskih toksikanata. S obzirom
na to da je zona pelucida barijera penetraciji

vezanje spermija,

spermija, razvili su se postupci koji omogucuju $to
blizi kontakt gameta: djelomi¢no razaranje zone
pelucide (engl. partial zona dissection — PZD)>° i
inseminacija spermija u perivitelini prostor (engl.
SUZI)”?. Nasuprot
oc¢ekivanog, navedenim tehnikama nisu postignuti
zadovoljavajuéi rezultati. Stupanj fertilizacije je

subzonal insemination —

nizak uz visoku stopu polispermije.
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Uvodenjem tehnike intracitoplazmatske mikro-
injekcije spermija doslo je do znacajnog pomaka u
razvoju medicinski pomognute oplodnje. Kod tezih
oblika muske neplodnosti sa smanjenim brojem
(manje od 500 000 spermija po ml ejakulata),
smanjenom pokretljivoséu,
morfologijom spermija, zatim kod neopstruktivne

neodgovaraju¢om

azoospermije s odrzanom spermatogenezom,
opstruktivne azoospermije, te retrogradne ejaku-
lacije, primjenjuje se metoda izravnog unos$enja
spermija/spermatida u citoplazmu jajne stanice
(engl. intracytoplasmic sperm injection — ICSI)'*
3. Nadalje, primjenjuje se i u slucaju kada je
fertilizacija reduciranaili izostaje nakon inseminacije
oocita u iz vitro uvjetima, zatim nakon kriopohrane
spermija, nakon kriopohrane oocita, te nakon
preimplantacijske genetske dijagnostike oocita
(prvog polarnog tjelesca) za monogenske bolesti.
Neki autori zastupaju misljenje da bi se ICSI
metoda trebala primjenjivati kod svih parova
ukljucenih u postupak izvantjelesne oplodnje.
Priprema sjemena za postupak ICSI ovisi o
kvaliteti i vrsti uzorka. Najces¢i oblik pripreme
sjemena je metodom isplivavanja (“swim up”) ili
pomocu gradijenta gustoée. Na navedene nacine
moze se pripremiti sjeme dobiveno postupkom
masturbacije, punkcijom i aspiracijom epididimisa
(engl. microsurgical epididymal sperm aspiration
— MESA), te u sluc¢aju retrogradne ejakulacije.
Izolacija spermija i spermatida iz tkiva testisa
nakon (engl. testicular sperm extraction —TESE;
testicular sperm aspiration — TESA) slozen je
postupak koji zahtijeva dobiveno tkivo testisa
prvotno macerirati kemijskim i/ili mehanickim
putem, viSestruko ispirati i pregledavati dobiveni
materijal, te izolirati spermije/elongirane spermatide

za postupak ICST'*">,

NOVE METODE ODABIRA SPERMIJA
Neposredno prije postupka ICSI, suspenzija

spermija stavlja se u odgovaraju¢u otopinu medija
povecane ciljem usporavanja
pokretljivosti. Odabir spermija jo$ uvijek je daleko
od zadovoljavaju¢eg jer se odabir zasniva na
morfoloskoj prosudbi (engl. morphologically
selected sperm injection — IMSI). Odabrani spermij
samo na osnovi zadovoljavaju¢e morfologije moze
sadrzavati fragmentiranu DNA ili kromosomske
nepravilnosti. Rezultati studija pokazali su da oblik
spermija ne moze predvidjeti prisustvo numerickih
kromosomskih aberacija'®.

viskoznosti s
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Znacajno mjesto u maturaciji spermija ima
expresija gena HspA2 (engl. heat shock protein
A2). Razina navedenog proteina povezana je sa
stupnjem stani¢ne zrelosti spermija, integritetom
DNA, zreloséu kromatina, ucestaloséu kromo-
somske aneuploidije i funkcijom spermija uklju-
¢ujudi fertilizacijski potencijal. Tijekom dozrijevanja
spermija, preoblikovanje plazma membrane
uklju¢uje i formiranje veznih mjesta za zonu
pelucidu i receptora za hijaluronsku kiselinu.
Metoda selekcije spermija pomocu hijaluronske
kiseline je nova tehnika. Ucestalost spermija s
kromosomskom disomijom je smanjena za cetiri
do pet puta u spermija odabranih pomo¢u hijalu-
ronske kiseline. Nadalje, isklju¢eni su nezreli
spermiji s ekstruzijom citoplazme, perzistentnim
histonima i lomovima DNA lanca'”".

Druga metoda odabira spermija zasniva se na
morfologiji organela pokretnih spermija (engl.
motile sperm organellar morphology examination
MSOME). Tehnika koristi svjetlosni mikroskop s
Nomarski optikom pojacanom digitalnom
tehnologijom koja omogudava poveéanje od 6300x.

20

Prikaz podataka Bartoova i sur.?® te Berkovitza i

sur.?!

ukazuju da je stopa fertilizacije i trudnoce
znacajno veéa pri odabiru spermija po kriterijima
MSOME. Autori iznose podatak da je uspjesnost
postupka MSOME 60% naspram IMSI 25%, dok
je stopa spontanih pobacaja nakon MSOME 14%

u usporedbi s onom u IMSI koja iznosi 40%.

PRIMJENA LASERA U POSTUPKU ICSI

Smatra se da je degeneracija oocita nakon
postupka ICSI u rasponu od 5% do 19%. Razlog
degeneracije nije jasan. Analizom zone pelucide
pokazano je da nema fragmentacije zone pelucide
tijekom postupka. Otvor se zatvara neposredno
nakon $to se ICSI igla makne, dok se injekcijsko
mjesto nakon 15 min viSe ne moze detektirati*?.
Prisutna je i moguénost osteéenja oocite zbog
Oocite nisu jednako
osjetljive na postupak ICSI; tako se pokazalo da su

mehanicke kompresije.

osjetljivije one s fragilnom oolemom koja lagano
puca pri samom postupku mikroinjekcije*>?4.
Mogu¢nost da se neposredno prije postupka
ICSI nacini otvor na zoni (engl. driling zone
pellucide) laserom omogucuje manipulaciju ICSI
mikropipete manje traumatski po oocitu?*%. Kanal
u zoni promjera 5-6 pm napravi se pomo¢u 3 do 5
pulsa niske energije (1,48 pm valne duljine) pri
trajanju pulsa manje od 2 mikro sekunde. Rienzi i
sur.” prvi su izvijestili o trudno¢i koja je uslijedila
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nakon laserom pomognutog postupka ICSI u
bra¢nog para koji je prethodno imao cetiri ICSI
postupka sa slabim prezivljenjem oocita. Autori su
izvijestili o minimalnoj deformaciji oocita i
prezivljenju 8 od 13 oocita.

Druge skupine autora*?’ takoder su izvijestile o
znacajnom smanjenju degeneracije oocita u
bolesnica s fragilnom oolemom, kao i bolju
kvalitetu zametaka. Medutim, podatci koje su
iznijeli Richter i sur.’® na osnovi opseine studije
dovode do zakljucka da laserom pomognuti
postupak ICSI nema utjecaja u ukupnoj populaciji
ICSI bolesnica, kao ni u onih s fragilnom
oolemom.

ICSI POSTUPAK POMOCU
POLARIZACIJSKOG MIKROSKOPA

Diobeno vreteno tijekom mejoze ima vaznu ulogu
u segregaciji kromosoma. Pokazano je da se nepra-
vilnosti strukture diobenog vretena poveéavaju s
dobi bolesnica®’. Polozaj diobenog vretena u
metafazi II u oocitama odreduje se u odnosu na
polozaj polarnog tjelesca. Da bi se izbjeglo osteéenje
diobenog vretena prilikom ulaska ICSI mikroigle u
oocitu, oocita se fiksira tako da je polarno tjelesce
na polozaju 6 sati. Medutim, pokazano je da se na
osnovi polozaja polarnog tijela ne moze sa sigur-
no$c¢u predvidjeti polozaj diobenog vretena®.

Korak dalje u postupku ICSI postignut je
primjenom svjetlosnog polarizacijskog mikroskopa
(Polscope) koji omogudéava neinvazivan prikaz
diobenog vretena®. Moon i sur.** usporedivali su
oocite u ovisnosti je li diobeno vreteno vidljivo i
pokazali su da je znacajno veéi postotak kvalitetnih
zametaka nakon postupka ICSI oocita s vidljivim
diobenim vretenom. Autori su zakljucili da se
analizom oocita Poloskopom moze predvidjeti
razvojni potencijal zametaka. Medutim relativni
polozaj diobenog vretena unutar oocita ne pokazuje
utjecaj na razvojni potencijal zametaka.

NEONATALNI I OPSTETRICKI PODATCI O
TRUDNOCAMA NAKON ICSI POSTUPKA

Bonduelle i sur.® iznijeli su u opseznoj studiji
podatke o trudno¢ama nakon postupka ICSI. Prije
iznosenja podataka potrebno je navesti da su autori
definirali sljedece: gestacijsku dob racunali su tako
da je aspiracija oocita na 14. dan ciklusa; biokemijsku
trudnocu kao znacajan porast HCG (>10 IU/I)
izmedu 10. i 20. dana nakon porasta LH; spontani
pobacaj kao gubitak fetusa do 20 tjedana trudnode;
mrtvorodence kao intrauterinu smrt ili rodenje
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djeteta u gestacijskoj dobi visoj od 20 tjedana ili
tezinu djeteta veéu od 500g; prijevremeni porod kao
porod prije napunjenog 37. tjedna trudnoce.

Od ukupnog broja ICSI trudnoéa (3 073)
biokemijskih trudno¢a bilo je 8,2% (251), izvan-
materi¢nih 1,6% (49), spontanih pobacaja 13,9%
(428), prekida trudnoée 0,6% (18), te je 2 254
djece rodeno. Studijom nije obuhvaéeno 2,4%
(73) trudnoda jer se bolesnice nisu javile u centar.
Iz podataka proizlazi da priblizno 75% trudnoda
zavr$ava i porodom.

Prekidi trudnode su ucinjeni u devet slucajeva
nakon prenatalne kariotipizacije, jedna nakon
prenatalne DNA dijagnostike i osam nakon ultra-
zvu¢ne dijagnostike. Nepravilan fetalni kariotip
naden je u 42 slucaja od 1 437 prenatalno ispitanih
ICSI fetusa (2,9%), od ¢cega su 23 nepravilnosti
de novo (devet je nepravilnosti spolnih kromosoma,
14 nepravilnosti autosoma, kako numericke, tako i
strukturne), dok je u 19 slucajeva uocena nasljedna
nepravilnost i to u njih 15 naslijedena od oca.

Srednja gestacijska dob iznosila je 37,9 (+/-2,6)
tjedana trudnode. Srednja porodajna tezina djece
bila je 2 807 g, duljina 47,9 cm, opseg glave 33,4
cm. Mala porodajna tezina (<2 500 g) prisutna je u
26,7% slucajeva. Perinatalna smrt u 1,87%.

Veée malformacije prisutne su u 3,38% rodene
djece (sr¢ana greska 1%, nepce 0,21%, misi¢no/
skeletni sustav 0,8%, zivéani sustav 0,42%, mo-
kra¢ni sustav 0,24%, spolni sustav 0,38%, gastro-
intestinalni 0,1%, uho i oko 0,03%, metabolicki
0,07%).

Min i sur.* iznose da su zabiljezena ukupno 644
pozitivna testa na trudno¢u od ukupno 2 600
zapocetih ciklusa (24,8%). U 509 bolesnica bila je
prisutna pozitivna sr¢ana akcija (19,6%), a poroda
je bilo 448 (17,0%). Autori zaklju¢uju da bi kao
mjerilo uspjesnosti postupka trebalo uzimati broj
poroda jednog djeteta u terminu po broju ciklusa
koji su zapoceti. U svojoj studiji iznose da je po
ovom kriteriju njihova uspjesnost 11,1%.

Horak i sur.’” svojom su studijom pokazali da
strukturne razlike izmedu spermija dobivenih u
postupku MESA i spermija iz ejakulata nemaju
znacajan utjecaj na ishod ICSI postupka. Nadalje,
Schwarzer i sur.®® iznose da se postotak vrac¢anja
zametaka, postotak trudnoéa i poroda po ICSI
ciklusu ne razlikuje izmedu postupka sa spermijima
dobivenim prilikom TESE i spermija dobivenim
postupkom  MESA. Retrospektivna  studija
Pasqualotto i sur.*” donosi podatke da je pravilna i
nepravilna fertilizacija nakon ICSI postupka
uzrokovana opstruktivnom azoospermijom 60,5%
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i 16,6% dok u slu¢aju neopstruktivne azoospermije
iznosi 54% i 16,4%. Postotak trudnoc¢a po bolesnici
i postotak spontanih pobacaja iznosi 39,8% i 28%
uskupinibolesnicasopstruktivnom azoospermijom,
dok u skupini neopstruktivne azoospermije iznosi
28,3% i 40%. Usporedujudi postupak PESE (engl.
percutaneous epididymal sperm aspiration) i TESA,
postotak pravilne i nepravilne fertilizacije iznosi
58,7% i 21,4% vs. 57;3% i 14,5%. Postotak
trudnoéa po bolesnici i spontanih pobacaja za
postupak PESE iznosi 54,5% i 11,1%, odnosno za
postupak TESE 31% i 41%. Autori navode da
pokretni spermiji dobiveni iz epididimisa ili testisa
rezultiraju manjim postotkom spontanih pobacaja
u usporedbi s nepokretnim spermijima. Zanimljivo
je istrazivanje skupine Dozortsev i sur.*’ koji iznose
podatke da je postotak fertilizacije ve¢i u skupini
PESA bolesnika, ali je postotak implantacija zna-
¢ajno bolji u TESA skupini bolesnika uz tendenciju
veceg postotka trudnoca koje se razvijaju i manji
postotak spontanih pobacdaja u sludajevima
opstruktivne azoospermije.

Filicori i sur*' isticu problem prijevremenog
poroda u zena nakon postupka izvantjelesne
oplodnje. Uz ve¢u incidenciju vi$eplodnih trudnoc¢a
koje utje¢u na prijevremeni porod, ukljuceni su i
drugi ¢imbenici. Autori smatraju da prijevremeni
porodi mogu biti povezani s anamnezom neplodnih
bolesnica. Pokazalo se da, ukoliko je samo muski
¢imbenik neplodnosti prisutan, nije zamije¢ena
veca incidencija prijevremenih poroda.

Allen i sur.** smatraju da trudnoée nakon
hormonske stimulacije gonadotropinima imaju
vedi rizik za perinatalne komplikacije. Ovaj rizik
pojacava kako uzrok neplodnosti, tako i viseplodne
trudnode, te bra¢ni par treba biti obavijeSten o
povedanom riziku opstetrickih intervencija kao $to
je induciranje poroda i porod carskim rezom. S
obzirom na to da se radi o neplodnom bra¢nom
paru koji je ostvario trudnocu, nije zanemariv ni
psiholoski ¢imbenik.

PRACENJE RAZVOJA DJECE ZACETE
POSTUPKOM ICSI

Belva i sur.®® pokazali su kroz psiholoska i
neuroloska ispitivanja djece zacete postupkom ICSI
i spontano rodene djece, da nema znacajne razlike
izmedu ove dvije skupine djece u predpubertetnom
i pubertetnom razdoblju. Sto se ti¢e intelektualnih
funkcija, ICSI djeca pokazuju nesto vise rezultate
u, kako ukupnoj, tako i verbalnoj inteligenciji*. U
pogledu motori¢kog razvoja, ono je podjednako
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kod djece zalete postupkom ICSI i spontano
rodene djece u dobi do osam godina. Nadalje,
nakon detaljnih oftalmoloskih istrazivanja u djece
zaCete postupkom ICSI pokazano je da nema
nikakve razlike u pogledu vizualne funkcije i
okularne morfologije u odnosu na spontano rodenu
djecu®. Medutim kongenitalne malformacije su
znac¢ajno vise zastupljene u djece rodene nakon
ICSI postupka, ali ve¢ina malformacija je ispravljena
manjim kirur$kim zahvatima®.

Pretpostavka da je jedna tre¢ina muske neplod-
nosti uzrokovana genskom etiologijom izaziva
zabrinutost ulaska bolesnika s azoospermijom i
oligoasthenozoospermijom u postupak medicinski
pomognute oplodnje, a to je veéina bolesnika
uklju¢enih u postupak ICSI. Kongenitalna
neplodnost moze biti uzrokovana mutacijom gena,
kvantitativnim i strukturalnim nepravilnostima
spolnih kromosoma i autosoma. Vjerojatnost naslje-
divanja CFTR gena u postupku ICSI u sljede¢u
generaciju je 50%, za Klinefelterov sindrom
mozaika kariotipa i do 70%, dok je prijenos AZF
mutacije na djecu muskog spola 100%%. Stoga se
parovima uklju¢enim u postupak zbog muskog
¢imbenika neplodnosti preporucuju genetsko
savjetovanje zbog rizika od de novo kromosomskih
nepravilnosti (posebice spolnih kromosoma), uz
prenatalno praéenje zbog kongenitalnih strukturnih
nepravilnosti, ukljucujuéi biokemijski i ultrazvuéni
probir, te prenatalnu dijagnostiku, kao sto je CVS
ili amniocenteza. U obzir treba takoder uzeti i
koje preimplantacijska

moguénosti pruza

dijagnostika.
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