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POPIS KORIŠTENIH KRATICA

FSH = folikulostimulirajući hormon

IETS  (International Embryo Transfer Society) = međunarodno društvo za embriotransfer

IVF (In vitro fertilization) = oplodnja in vitro
IVM (In vitro maturation) = dozrijevanje in vitro

IVP (In vitro production) = proizvodnja zametaka in vitro

LH = luteinizirajući hormon

SOF (Synthetic Oviductal Fluid) = sintetska tekućina jajovoda 

TCM-199 (Tissue Culture Medium) = medij za uzgoj tkiva

UVOD

Tijekom fetalnog života teleta u jajnicima se stvaraju primordijalne zametne stanice ili oogonije, čiji broj se povećava se mitotskim diobama. U trenutku kada započne mejoza, zametne se stanice prestaju dijeliti te se sve oogonije tijekom fetalnog života transformiraju u jajne stanice. Broj jajnih stanica kod goveda ostaje stalan (BYSKOV, 1999.).

Iako jajnici nakon rođenja sadrže više desataka tisuća jajnih stanica, većina njih propada zbog atrezije, dok samo manji broj ovulira. Jajne stanice prilikom rođenja miruju u diplotenu profaze prve mejotske diobe i tijekom dozrijevanja in vivo dosežu drugu metafazu. Čimbenici unutar folikula drže jajnu stanicu u mejotskom mirovanju, no oslobađanjem jajne stanice iz folikula, jajne stanice lišene čimbenika inhibicije mejoze sposobne su spontano nastaviti mejozu uzgojem u odgovarajućim uvjetima (PINCUS i ENZMANN, 1935.) . To je osnova dozrijevanja in vitro (IVM), čime su postavljeni temelji za proizvodnju goveđiha zametaka in vitro. Proizvodnjom goveđih zametaka in vitro omogućeno je iskorištavanje većeg broja jajnih stanica, čime se smanjuje gubitak genetskog materijala (HASLER, 1995.). 

U optimalnim uvjetima uzgoja in vitro, oplođena jajna stanica razvija se do stadija blastociste unutar 6 do 9 dana i ovisno o kvaliteti može nakon transfera u primateljicu rezultirati gravidnošću i rađanjem potomstva. Općenito govoreći, proizvodnja zametaka in vitro (IVP) uvelike zaostaje za proizvodnjom zametaka in vivo, i iznosi 30-40% (LONERGAN i sur., 2003.a). Čimbenici koji uvjetuju da li će se jajna stanica nakon oplodnje razviti do stadija blastociste jos uvjek se istražuju.  Uvjeti in vitro u kojima se zmetak uzgaja utječu na razvojnu sposobnost zametka i definiraju njegovu kvalitetu (LONERGAN i sur., 2001.), no kvaliteta jajne stanice predstavlja glavni čimbenik koji određuje hoće li se jajna stanica razviti do stadija blastociste (LONERGAN i sur., 2003.b). U prilog toj teoriji govori činjenica da se jajne stanice iz velikih folikula bolje razvijaju u uvjetima in vitro od onih iz malih folikula (LONERGAN i sur., 1994.). Isto tako, zigote dobivene nakon dozrijevanja i oplodnje in vivo pokazuju bolju razvojnu sposobnost u jednakim uvjetima uzgoja in vitro od zigota dobivenih nakon dozrijevanja i oplodnje in vitro (ENRIGHT i sur., 2000.). 
Kvaliteta jajne stanice definira se njenom sposobnošću razvoja do stadija blastociste u uvjetima uzgoja in vitro (MERTON i sur., 2003.) te sposobnošću razvoja nakon transfera u primateljicu. Jedini objektivni pokazatelj razvojne sposobnosti i kvalitete jajne stanice predstavlja broj oteljene teladi nakon transfera, no kako je nemoguće izvesti transfer svakog uzgojenog zametka, nužno je pronaći što više objektivnih pokazatelja pravilnog razvoja zametka u uvjetima uzgoja in vitro.

Jedan od pokazatelja pravilnog razvoja predstavlja vrijeme prve stanične diobe nakon oplodnje in vitro (IVF). Vrijeme prve diobe oplođenih jajnh stanica tijekom uzgoja in vitro može utjecati na razvojnu sposobnost i kvalitetu zametka. LONERGAN i sur. (1999.) su utvrdili da rano brazdane jajne stanice imaju veću sposobnost razvoja do stadija blastociste od onih kasno brazdanih. Vrijeme prvog brazdanja pokazatelj je razvojne sposobnosti goveđih zametaka i optimalnih uvjeta uzgoja in vitro (HOLM i sur., 1998.). 

Rađena su mnoga znanstvena istraživanja na temu čimbenika koji utječu na vrijeme prve diobe, ali nisu još svi u potpunosti razjašnjeni. Neki od njih su uvjeti uzgoja in vitro (HOLM i sur., 1998.), vrijeme penetracije spermija - jajne stanice u koje spermij ranije penetrira se ranije i brazdaju (LONERGAN i sur., 1999.), spol zametka - muške zigote se brazdaju ranije (DOMINIKO i FIRST, 1997.) itd. Prvi stanični ciklus u uvjetima in vivo traje 32 sata, drugi 13 sati, treći 14 sati, a četvrti 24 sata. Stanični ciklusi u uvjetima in vitro traju podjednako, ali značajnija je razlika u četvrtom staničnom ciklusu jer je on u znatno duži u uvjetima in vitro (48h) što rezultira zaostajanjem u razvoju nakon 8 do 16 staničnog stadija u usporedbi sa zametcima koji se razvijaju u jajovodu krave (GORDON, 2003.). 

Kinetika ranog brazdanja naišla je na glavnu primjenu u humanom potpomognutom rasplođivanju, gdje se zametci presađuju u stadiju ranih dioba prije nego su "dokazale" svoju razvojnu sposobnost do stadija blastociste. Kako je kinetika razvoja nakon oplodnje in vitro izravno je povezana s razvojnom sposobnošću jajne stanice, mogla bi predstavljati važan parametar u odabiru zametaka sa najboljom razvojnom sposobnošću. 

   HIPOTEZA 
U postupcima potpomognutog rasplođivanja koristi se heterogena populacija jajnih stanica iz folikula različitih veličina i različitih stadija folikularnih valova, što dovodi do suboptimalne proizvodnje zametaka u usporedbi s normalnim uvjetima gdje ovulira jedan, prirodno odabrani folikul. 

Današnje tehnike proizvodnje goveđih zametaka in vitro omogućuju da se svega 30-40% jajnih stanica oplođenih in vitro razvije se do stadija blastociste i pogodno je za transfer u primateljice. Čimbenici koji utječu da li će se jajna stanica nakon oplodnje in vitro razviti u balstocistu još su uvjek relativno nepoznati. Vrijeme prve diobe goveđih zigota tijekom uzgoja in vitro može utjecati na razvojnu sposobnost i kvalitetu zametaka. Razna istraživanja pokazala su da rano brazdane jajne stanice imaju veću sposobnost razvoja do stadija blastociste od onih kasno brazdanih. Vrijeme prve stanične diobe pokazatelj je razvojne sposobnosti goveđih zametaka i optimalnih uvjeta uzgoja in vitro. Na kinetiku prvih staničnih dioba utječu uvjeti uzgoja in vitro, no ona je u većoj mjeri ovisna o samoj jajnoj stanici. Mehanizam koji kontrolira rani razvoj zametka nalazi se najvjerojatnije u jajnoj stanici već prije oplodnje, pa je podrijetlo jajne stanice presudan čimbenik u njenoj sposobnosti dozrijevanja, oplodnje, brazdanja i razvoja in vitro do stadija blastociste. Upravo kinetika razvoja nakon oplodnje in vitro izravno je povezana s razvojnom sposobnošću jajne stanice i mogla bi predstavljati važan parametar u odabiru zametaka koji imaju najveći izgled razvoja nakon transfera u primateljice. 

OPĆI CILJ I SPECIFIČNI CILJEVI RADA

U okviru izrade studentskog rada namjeravamo istražiti kinetiku brazdanja goveđih jajnih stanica dobivenih iz različitih kategorija antralnih folikula nakon oplodnje in vitro. Isto tako, bilježiti ćemo uspjeh uzgoja in vitro na osnovu postotka uzgojenih morula, blastocista i izlegnnutih blastocista 5., 6., 7, i 9. dana uzgoja in vitro. Kako se odabirom odgovarajuće populacije jajnih stanica može poboljšati uspjeh uzgoja in vitro, istražiti ćemo da li se kinetika brazdanja može koristiti kao parametar u odabiru zametaka sa najvećom razvojnom sposobnošću. U tu svrhu, nakon dozrijevanja, oplodnje i uzgoja oplođenih goveđih jajnih stanica in vitro pratiti ćemo:

1. kinetiku ranog brazdanja oplođenih jajnih stanica;

2. postotak morula, blastocista i izlegnutih blastocista 6.-9. dana uzgoja in vitro
3. kvalitetu uzgojenih zametaka
MATERJAL I METODE

 Dobivanje nezrelih goveđih jajnih stanica iz klaoničkog materijala

U istraživanju smo koristili 77 parova jajnika krava nepoznate reprodukcijske anamneze, sakupljenih na liniji klanja klaonice PIK Vrbovec d.d. Jajnike smo uzimali izravno na liniji klanja u termos boce s fiziološkom otopinom zagrijanom na 37°C, uz dodatak 10% antibiotika (penicilin/streptomicin). Jajnike smo dopremili u laboratorij unutar 3 sata od klanja. Nakon dopremanja u laboratorij jajnike smo isprali u 70% etilnom alkoholu te zatim u zagrijanoj fiziološkoj otopini uz dodatak 10% antibiotika.

Aspiracija nezrelih goveđih jajnih stanica iz klaoničkog materijala

Nezrele goveđe jajne stanice dobili smo aspiracijom perifernih folikula s pomoću 18G igle i vakuum pumpe (MAKEK i sur., 1998.). Folikule smo podijelili u dvije kategorije, ovisno o njihovu promjeru: ≤ 5 mm te > 5 mm. Svaku kategoriju folikula punktirali smo zasebno u 15 ml epruvete (Falcon().

Kao medij za aspiraciju koristili smo TCM 199 puferiran s HEPES-om uz dodatak 1% fetalnog telećeg seruma i heparina. Aspiracijsku iglu ubadali smo nekoliko milimetara ispred folikula kako bi se spriječio gubitak folikulinske tekućine a time i jajnih stanica. Do završetka aspiracije epruvete s medijem i aspiriranim jajnim stanicama držali smo u vodenoj kupelji zagrijanoj na 38,5oC. 
Morfološka ocjena i kategorizacija jajnih stanica

Aspirate folikula promjera  ≤ 5 mm te > 5 mm pretražili smo pod stereomikroskopom, zasebno po skupinama te jajne stanice svrstali u četiri kategorije, s obzirom na izgled stanica kumulusa i ooplazme: 

1. jajne stanice potpuno okružene s više od tri kompaktna sloja kumulusnih stanica i fino granuliranom ooplazmom koja potpuno ispunjava zonu pelucidu (G1);

2. jajne stanice djelomično okružene kompaktnim slojem stanica kumulusa ili s manje od 3 sloja stanica kumulusa (G2);

3. jajne stanice nepotpuno okružene stanicama kumulusa s oslabljenim međustaničnim vezama te neravnomjerno granuliranom ooplazmom (G3);

4. "gole" jajne stanice, bez staničnog omotača s degeneriranom ooplazmom s vakuolama, fragmentiranom ili samo s ostacima ooplazme, koja ne ispunjava u potpunosti zonu pelucidu (G4).
 Dozrijevanje goveđih jajnih stanica in vitro
U postupak dozrijevanja in vitro uzeli smo jajne stanice kvalitete G1 i G2. Jajne stanice stavljene su na dozrijevanje in vitro po skupinama: jajne stanice iz folikula veličine  ≤ 5 mm i > 5 mm. Za dozrijevanje jajnih stanica in vitro koristili smo  TCM 199 puferiran s NaHCO3 uz dodatak 10% fetalnog telećeg seruma, FSH/LH (Menopur( 75/75 i.j), 1 (l/ml estradiola 17-beta te 100 (M cisteamina (DE MATOS i sur., 1996.). 

U petrijevim zdjelicama pripremili smo kapljice od 40 μL medija za IVM pod sterilnim mineralnim uljem. Te smo petrijeve zdjelice stavili kroz 2 sata u CO2 inkubator kako bi se pH medija podesio na 7,3. Nakon preinkubacije, u svaku kapljicu medija stavili smo na dozrijevanje po 10 jajnih stanica. Vrijeme inkubacije iznosilo je 24 sata na 39°C uz 5% CO2 u zraku i 80% vlage.  

Oplodnja goveđih jajnih stanica in vitro  

Priprema sperme za IVF na gradijentu BoviPure™ -a: spermu za oplodnju in vitro pripremili smo na gradijentu BoviPure™-a prema SAMARDŽIJA i sur. (2006.). Sve otopine koje smo koristili smo 2 sata prije uporabe stavili na sobnu temperaturu. U epruvetu od 15 ml (Falcon() sterilnom pipetom smo prenjeli 2 ml donjeg sloja BoviPure™-a (BoviPure™Bottom Layer) na što smo nadslojili 2 ml gornjeg sloja BoviPure™-a (BoviPure™Top Layer) kako bi se na dodiru ovih slojeva formirao prsten. Otopljenu duboko smrznutu spermu u količini od 400 μl prenjeli smo u epruvetu zagrijanu na 37°C i razrjedili istom količinom BoviSperm™ pufera (BoviSperm™Extend). Razrjeđenu spermu naslojili smo na gornji sloj gradijenta BoviPure™. Tako pripremljen gradijent stavli smo centrifugirati 20 minuta na 1300 okretaja/min (300 G) na sobnoj temperaturi. Nakon centrifugiranja pipetom smo odstranili nadtalog, a talog smo prebacili u novu epruvetu s 5 ml BoviSperm™Wash-a. Sadržaj smo centrifugirali 10 minuta na 1700 okretaja/min (500 G) na sobnoj temperaturi. Nakon odbacivanja nadtaloga, talog sperme otopili smo s 150 μl medija za oplodnju. Nakon toga pregledali smo pokretljivost spermija te odredili koncentraciju. Konačna koncentracija spermija koju smo koristili za oplodnju jajnih stanica iznosila je 1,0 x 106 spermija/ml medija za oplodnju. 
Priprema jajnih stanica za oplodnju in vitro i ko-kultura s kapacitiranim spermijima: nakon 24 sata inkubacije jajnih stanica radi dozrijevanja provjerili smo uspjeh dozrijevanja u obje skupine, pregledom kumulusne mase. Uspjeh dozrijevanja in vitro jajnih stanica određivali smo provjerom stupnja ekspanzije stanica kumulusa i korone. Nezrele i degenerirane jajne stanice smo odbacili, a dozrele jajne stanice s dobro ekspandiranim kumulusom pripremili smo za IVF. U petrijevim zdjelicama pripremili smo kapljice od 30 μL medija za oplodnju pod sterilnim mineralnim uljem. Te smo petrijeve zdjelice stavili kroz 2 sata u CO2 inkubator kako bi se pH medija podesio na 7,3. Nakon preinkubacije, u svaku mikrokapljicu medija stavili smo 5-7 zrelih jajnih stanica. Količinu od 10 μL sperme prethodno pripremljene na gradijentu BoviPure™-a koncentracije 1,0 x 106 spermija u mililitru, dodali smo u svaku mikrokapljicu medija za oplodnju s jajnim stanicama. Ko-inkubacija jajnih stanica i spermija trajala je 24 sata na 39°C uz 5% CO2 u zraku i 80% vlage.  
  Uzgoj goveđih zametaka in vitro 
Nakon 24 sata ko-inkubacije jajnih stanica i spermija, jajne stanice iz svake skupine smo isprali u  mediju za ispiranje jajnih kako bi uklonili stanice kumulusa i spermije. Nakon toga, zametke smo u grupama od 10 pohranili u petrijeve zdjelice s kapljicama od 40 μL SOF-a bez glukoze pod mineralnim uljem te stavili na inkubaciju. Nakon 48 sati zametke iz svake skupine prebacili smo u SOF-a s 1,5 mM glukoze te uzgajali do devetog  dana uzgoja. Svakih 48 sati promjenili smo medij za uzgoj. Sve mikrokapljice medija smo unaprjed pripremili i prethodno inkubirali kroz 2 sata da bi se podesio pH medija. Zametke smo uzgajali na 39°C u atmosferi s 5% CO2, 5% O2 i 90% N2, uz maksimalnu vlažnost. 

Određivanje uspjeha uzgoja in vitro goveđih zametaka

Radi praćenja kinetike ranog brazdanja mikrokapljice s osjemenjenim jajnim stanicama smo pregledavali pod stereomikroskopom točno 24, 27, 30, 33, 36 i 48 sati nakon oplodnje in vitro, da bi zabilježili broj brazdanih jajnih stanica. Bilježili smo broj zametaka koje su dosegli stadij od 2 ili više stanica.

Razvoj goveđih zametaka in vitro ocjenili smo prema propisima IETS-a (IETS Manual, 1998.):

· Uspjeh oplodnje zabilježili smo drugog dana uzgoja in vitro na osnovu postotka brazdanih zametaka;

· Embrionalni razvoj bilježili smo 5.-9. dana uzgoja in vitro na osnovu postotka razvijenih morula i blastocista te smo ih prema kvaliteti svrstali u četiri kategorije; 
· Postotak izlegnutih blastocista zabilježili smo devetog dana uzgoja in vitro te ih prema kvaliteti svrstali u četiri kategorije.

Statistička obrada podataka

Brojčani podaci analizirani su programskim paketom STATA 6.0. (STATA Corp. SAD). Ovisno o tipu podataka korišten je hi kvadrat test odnosno neparametrijski Mann-Whitney i Kruskall-Wallis test. Značajnost uočenih testiranih razlika izražena je p vrijednošću. 

REZULTATI

Iz klaoničkih jajnika (n=77) aspirirano je ukupno 670 jajnih stanica. Iz folikula ≤5 mm aspirirano je 554 jajnih stanica, dok je 116 jajnih stanica aspirirano iz folikula >5 mm. Jajne stanice aspirirane su jednom tjedno kroz pet uzastopnih tjedana. Tablica 1 prikazuje broj aspiriranih jajnih stanica iz folikula ≤5 mm u pet uzastopnih ponavljanja istraživanja, dok je u tablici 2 iznesen broj aspiriranih jajnih stanica iz folikula >5 mm, u pet uzastopnih ponavljanja. Slika 1. pokazuje prosječan broj aspiriranih folikula i jajnih stanica s obzirom na veličinu folikula. Usporedni prikaz morfološke ocjene aspiriranih jajnih stanica iz folikula ≤5 mm i >5 mm prikazan je na slici 2. 

Tablica 1. Broj aspiraranih jajnih stanica iz folikula promjera ≤5 mm
	Veličina folikula

(mm)
	Broj ponavljanja
	Broj jajnika
	Broj aspiriranih folikula
	Broj aspiriranih jajnih stanica



	≤5
	1
	14
	201
	99

	≤5
	2
	15
	143
	114

	≤5
	3
	20
	207
	175

	≤5
	4
	14
	118
	85

	≤5
	5
	14
	121
	81

	SV±SEM
	15,4±1,7
	158±19,3
	110,8±17,7

	SV±SEM (po jajniku)
	10,3± 0,2
	7,1± 1,2


Tablica 2. Broj aspiraranih jajnih stanica iz folikula promjera >5 mm

	Veličina folikula

(mm)
	Broj ponavljanja
	Broj jajnika
	Broj aspiriranih folikula
	Broj aspiriranih jajnih stanica



	>5
	1
	14
	58
	33

	>5
	2
	15
	40
	21

	>5
	3
	20
	51
	36

	>5
	4
	14
	12
	8

	>5
	5
	14
	28
	18

	SV±SEM
	15,4±1,7
	37,8±8,2
	23,2±5,1

	SV±SEM (po jajniku)
	2,4±1,2
	1,5±0,7
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Slika 1. Prosječan broj aspiraranih folikula i aspiriranih jajnih stanica po jajniku iz folikula promjera ≤5 i >5 mm
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          ≤5 – jajne stanice podrijetlom iz folikula <5mm; >5 – jajne stanice podrijetlom iz folikula >5mm;

            G1+G2 – jajne stanice prve i druge kategorije; G3 – jajne stanice treće kategorije; G4 – jajne stanice
            četvrte kategorije

        Vrijednosti označane različitim eksponentom u dva stupca značajno se razlikuju (p<0,01)
Slika 2. Usporedba kategorizacije aspiriranih goveđih jajnih stanica iz folikula promjera ≤5 mm i >5 mm

Radi praćenja kinetike ranog brazdanja in vitro bilježili smo broj jajnih stanica koje su prvu staničnu diobu završile 24, 27, 30, 33, 36 i 48 sati nakon oplodnje in vitro (tablica 3. i 4). Slika 3 prikazuje udio brazdanih jajnih stanica 24, 27, 30, 33, 36 i 48 sati nakon oplodnje in vitro.

Tablica 3.: Prosječan broj brazdanih goveđih jajnih stanica iz folikula promjera ≤5 mm 24, 27, 30, 33, 36 i 48 sati nakon oplodnje in vitro

	Veličina folikula

(mm)
	Broj ponavljanja
	IVF

(n)
	Broj brazdanih jajnih stanica nakon IVF (sati)

	
	
	
	24

(%)
	27

(%)
	30

(%)
	33

(%)
	36

(%)
	48

(%)

	≤5
	1
	59
	11

(18,6)
	9

(15,3)
	6

(10,2)
	6

(10,2)
	6

(10,2)
	3

(5,1)

	≤5
	2
	78
	8

(10,3)
	30

(38,5)
	8

(10,3)
	9

(11,5)
	6

(7,7)
	0

(0)

	≤5
	3
	127
	12

(9,4)
	36

(28,3)
	36

(28,3)
	22

(17,3)
	7

(5,5)
	0

(0)

	≤5
	4
	63
	20

(31,7)
	7

(11,1)
	11

(17,5)
	4

(6,3)
	9

(14,3)
	7

(11,1)

	≤5
	5
	59
	6

(10,2)
	14

(23,7)
	10

(16,9)
	7

(11,9)
	3

(5,1)
	0

(0)

	SV±SEM (po jajniku)
	0,76±0,2

(16,1±4,3)
	1,19±0,3

(23,4±4,8)
	0,85±0,2

(16,6±3,3)
	0,58±0,1

(11,4±1,8)
	0,41±0,1

(8,5±1,7)
	0,1±0,1

(3,2±2,2)


≤5 – jajne stanice podrijetlom iz folikula ≤5mm; broj ponavljanja – redni broj pokusa; IVF – broj jajnih stanica koje su usle u postupak IVF; 24, 27, 30, 33, 36, 48 -  sati nakon oplodnje in vitro
Tablica 4. Prosječan broj brazdanih goveđih jajnih stanica iz folikula promjera >5 mm 24, 27, 30, 33, 36 i 48 sati nakon oplodnje in vitro
	Veličina folikula

(mm)
	Broj ponavljanja
	IVF

(n)
	Broj brazdanih jajnih stanica nakon IVF (sati)

	
	
	
	24

(%)
	27

(%)
	30

(%)
	33

(%)
	36

(%)
	48

(%)

	>5
	1
	20
	9

(45,0)
	3

(15,0)
	2

(10,0)
	2

(10,0)
	2

(10,0)
	0

(0)

	>5
	2
	20
	4

(20,0)
	9

(45,0)
	2

(10,0)
	1

(5,0)
	2

(10,0)
	1

(5,0)

	>5
	3
	32
	7

(21,9)
	12

(37,5)
	4

(12,5)
	2

(6,3)
	1

(3,1)
	0

(0)

	>5
	4
	7
	3

(42,9)
	1

(14,3)
	1

(14,3)
	1

(14,3)
	0

(0)
	0

(0)

	>5
	5
	14
	2

(14,3)
	5

(35,7)
	2

(14,3)
	1

(7,1)
	0

(0)
	0

(0)

	SV±SEM (po jajniku)
	0,3±0,1

(28,8±6,3)
	0,4±0,1

(29,5±6,2)
	0,1±0,1 (12,2±1.0)
	0,1±0,1

(8,5±1,7)
	0,1±0,1

(4,6±2,3)
	0,1±0,1

(1,0±1,0)


>5 – jajne stanice podrijetlom iz folikula >5mm; broj ponavljanja – redni broj pokusa; IVF – broj jajnih stanica koje su usle u postupak IVF; 24, 27, 30, 33, 36, 48 -  sati nakon oplodnje in vitro
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        ≤5 – jajne stanice podrijetlom iz folikula <5mm; >5 – jajne stanice podrijetlom iz folikula >5mm;
          24, 27, 30, 33, 36, 48  -  sati nakon oplodnje in vitro
       Vrijednosti označane različitim eksponentom u dva stupca značajno se razlikuju (p<0,01)

Slika 3. Udio brazdanih goveđih jajnih stanica iz folikula promjera ≤5 mm i >5 mm 24, 27, 30, 33, 36 i 48 sati nakon oplodnje in vitro
Tijekom uzgoja in vitro bilježili smo konačan broj brazdanih jajnih stanica 2. dana te broj uzgojenih morula, blastocista i izlegnutih blastocista 5., 6., 7. i 9. dana nakon oplodnje in vitro , u 5 uzastopnih pokusa (tablice 5 i 6). Usporedni prikaz rezultata oplodnje in vitro jajnih stanica podrijetlom iz folikula ≤5 mm i >5 mm prikazan je u tablici 7, dok je kinetika razvoja morula i blastocista prikazana na slici 4.
Tablica 5. Rezultati oplodnje in vitro jajnih stanica iz folikula promjera ≤5 mm 
	Veličina folikula

(mm)
	Broj ponavljanja
	IVF

(n)
	2. dan

n (%)
	5. dan

n (%)


	6. dan

n (%)


	7. dan

n (%)


	9. dan

n (%)

	≤5
	1
	59
	41(69,5)
	5(8,5)
	10(16,9)
	12(20,3)
	6(10,2)

	≤5
	2
	78
	61(78,2)
	7(8,9)
	13(16,7)
	14(17,9)
	2(2,6)

	≤5
	3
	127
	101(79,5)
	19(14,9)
	19(14,9)
	20(15,7)
	10(7,9)

	≤5
	4
	63
	58(92,1)
	9(14,3)
	11(17,5)
	16(25,4)
	9(14,3)

	≤5
	5
	59
	40(67,8)
	8(13,4)
	15(25,4)
	15(25,4)
	3(5,1)

	SV±SEM po jajniku
	4,9±0,4
	3,7±0,5
	0,6±0,1
	0,9±0,1
	1,0±0,1
	0,3±0,2


≤5 – jajne stanice podrijetlom iz folikula ≤5mm; broj ponavljanja – redni broj pokusa; IVF – broj jajnih stanica koje su ušle u postupak IVF; 2,5,6,7,9 – dani nakon oplodnje in vitro
Dan 2 – brazdanje; dan 5 – broj morula; dan 6 – broj morula i blastocista; dan 7 – broj morula i blastocista; 

dan 9 – broj izlegnutih blastocista

Tablica 6. Rezultati oplodnje in vitro jajnih stanica podrijetlom iz folikula promjera > 5mm

	Veličina folikula

(mm)
	Broj ponavljanja
	IVF

(n)
	2. dan

n (%)
	5. dan

n (%)


	6. dan

n (%)


	7. dan

n (%)


	9. dan

n (%)

	>5
	1
	20
	18(90,0)
	4(20,0)
	7(35,0)
	7(35,0)
	5(25,0)

	>5
	2
	20
	19(95,0)
	6(30,0)
	7(35,0)
	7(35,0)
	1(5,0)

	>5
	3
	32
	27(84,4)
	7(21,9)
	11(34,4)
	11(34,4)
	7(21,9)

	>5
	4
	7
	6(85,7)
	3(42,9)
	4(57,1)
	4(57,1)
	4(57,1)

	>5
	5
	14
	10(71,4)
	3(21,4)
	4(28,6)
	5(35,7)
	2(14,3)

	SV±SEM po jajniku
	1,2±0,2
	0,7±0,2
	0,3±0,1
	0,40,1
	0,4±0,1
	0,2±0,1


>5 – jajne stanice podrijetlom iz folikula >5mm; broj ponavljanja – redni broj pokusa; IVF – broj jajnih stanica koje su usle u postupak IVF; 2,5,6,7,9 – dani nakon oplodnje in vitro
Dan 2 – brazdanje; dan 5 – broj morula; dan 6 – broj morula i blastocista; dan 7 – broj morula i blastocista; 

dan 9 – broj izlegnutih blastocista

Tablica 7. Usporedba rezultata uzgoja goveđih zametaka in vitro podrijetlom iz folikula promjera ≤5 mm i >5 mm
	Veličina folikula

(mm)
	Brazdanje (%)


	Morule, blastociste i izlegnute blastociste (%)



	
	2.dan
	5. dan
	6. dan
	7. dan
	9. dan

	≤ 5

(n=790)
	77,4±4,3a
	12,1±1,4a
	18,3±1,8a
	21,0±1,9a
	8,0±2,0 a

	> 5

(n=189)
	85,3±3,9b
	27,2±4,3b
	38,0±4,9b
	39,4±4,4b
	24,7±8,8 b


    ≤5 – jajne stanice podrijetlom iz folikula <5mm; >5 – jajne stanice podrijetlom iz folikula >5mm

    2,5,6,7,9 – dani nakon oplodnje in vitro
    Dan 2 – brazdanje; dan 5 – broj morula; dan 6 – broj morula i blastocista; dan 7 – broj morula i blastocista; 

    dan 9 – broj izlegnutih blastocista
Vrijednosti označane različitim eksponentom unutar istog stupca značajno se razlikuju (p<0,01)
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          ≤5 – jajne stanice podrijetlom iz folikula <5mm; >5 – jajne stanice podrijetlom iz folikula >5mm;

          2,5,6,7,9 – dani nakon oplodnje in vitro
          Dan 2 – brazdanje; dan 5 – broj morula; dan 6 – broj morula i blastocista; dan 7 – broj morula i
          blastocista; dan 9 – broj izlegnutih blastocista
      Vrijednosti označane različitim eksponentom u dva stupca značajno se razlikuju (p<0,01)
Slika 4. Kinetika razvoja morula i blastocista podrijetlom iz folikula promjera ≤5 mm i >5 mm

 5., 6., 7. i 8. dana nakon oplodnje in vitro
RASPRAVA

Istraživanje kinetike brazdanja oplođenih jajnih stanica podrijetlom iz folikula različitih veličina pokazalo je da su jajne stanice iz folikula većih od 5 mm brže završile prvu staničnu diobu u odnosu na jajne stanice iz folikula manjih od 5 mm. Sukaldno tome, jajne stanice podrijetlom iz većih folikula pokazale su i bolji uspjeh uzgoja in vitro u odnosu na jajne stanice iz folikula manjih od 5 mm. 
Najveći broj zigota u našem istraživanju, neovisno o veličini folikula, brazdalo se do 27. sata nakon oplodnje in vitro, dok je kasnije taj udio padao. Oplođene jajne stanice iz folikula većih od 5 mm brazdale su se u značajno većem udjelu 27. sata nakon oplodnje in vitro (29,5%)  u odnosu na jajne stanice iz folikula manjih od 5 mm (23,4%), (p<0,01). Isto tako, konačni udio brazdanih jajnih stanica 48 sati nakon oplodnje in vitro bio je značajno viši (p<0,01) kod jajnih stanica iz folikula većih od 5 mm (85,3%) u odnosu na jajne stanice iz folikula manjih od 5 mm (77,4%).  Sukladno našem istraživanju, RIZOS i sur. (2002.) utvrdili su da su se jajne stanice iz folikula većih od 6 mm 30 sati nakon oplodnje in vitro brazdale u značajno većem udjelu (45%) od jajnih stanica iz folikula veličine 2 do 6 mm (38%). Isto istraživanje nije dokazalo razlike u konačnom udjelu brazdanja 48 sati nakon oplodnje in vitro između jajnih stanica iz folikula veličine 2 do 6 mm i > 6 mm. 
DINNYES i sur., (1999.) istraživali su utjecaj vremena prve stanične diobe u zametku na preživljavanje zametka nakon vitrifikacije. Svega 3% zigota brazdalo se prije 24. sata nakon inseminacije, dok je glavnina zigota (67%) završila prvu staničnu diobu 24 do 30 sati nakon inseminacije in vitro. 
U našem istraživanju, do 24 sata nakon oplodnje in vitro , brazdalo se 16,1% jajnih stanica podrijetlom iz folikula ≤5 mm i 28,8% jajnih stanica podrijetlom iz folikula > 5 mm. Statistički značajna razlika utvrđena je i 30 sati nakon oplodnje in vitro, kada je udio brazdanih jajnih stanica iznosio 54,2% u skupini folikula ≤5 mm te 70,5% u skupini folikula > 5 mm.
Nepoznato je što utječe na sposobnost zigote da se brazda ranije ili kasnije. Između ostaloga, uvjeti uzgoja in vitro mogu utjecati na kinetiku ranog embrionalnog razvoja (VAN LANGENDNOCKT i sur., 1997.). Postoje i dokazi da se muške zigote brazdaju ranije od ženskih (DOMINIKO i FIRST, 1997.). Monosomija i defektna segregacija kromosoma tijekom prve mitotske diobe nakon oplodnje in vitro predstavljaju glavne čimbenike koji odgađaju prvu staničnu diobu (SLIMANE i sur., 1998.). Isto tako, u kasno brazdanih zametaka je utvrđena veća pojavnost kromosomskih anomalija u usporedbi sa zametcima koji su prvu staničnu diobu završili ranije (YADAV i sur., 1993.). 

Istraživanja su pokazala da su udio uzgojenih blastocista in vitro i broj stanica u zametku povezani s vremenom prve stanične diobe u zametku (YADAV i sur., 1993.). Zametci koji se brže brazdaju, u većem postotku preživljavaju duboko smrzavanje i imaju veću šansu implantirati se u maternicu primateljice nakon embriotransfera (HASLER i sur., 1995.). 

U našem istraživanju, povezali smo kinetiku ranog brazdanja s uspjehom uzgoja in vitro. U tu svrhu bilježili smo broj uzgojenih morula, blastocista i izlegnutih blastocista 5., 6., 7., 8. i 9. dana nakon oplodnje in vitro. Sukladno kinetici ranog brazdanja, jajne stanice iz folikula većih od 5 mm u većem udjelu su se razvile do stadija morule 5. dana, odnosno do stadja blastociste 6. i 7. i 8. dana nakon oplodnje in vitro u odnosu na jajne stanice iz folikula manjih od 5 mm.
 LONERGAN i sur. (1999.) istraživali su povezanosti između vremena prve diobe nakon oplodnje in vitro i razvojne sposobnosti zametka u krava i dokazali da rano brazdane jajne stanice imaju veću sposobnost razvoja do stadija blastociste od onih kasno brazdanih. Isto su potvrdili DINNYES i sur. (1999.) i KARADJOLE (2009.). 

Već spomenuto istraživanje DINNYESA i sur. (1999.) dokazalo je da rano brazdane jajne stanice brazdane pokazuju najbolju razvojnu sposobnost s visokim udjelom razvijenih blastocista (39, 42 i 52% za jajne stanice brazdane 24, 27 i 30 sati nakon IVF). Zigote koje su prvu staničnu diobu završile između 30. i 42. sata nakon oplodnje in vitro, pokazale su značajan pad u razvoju do stadija blastociste ovisno o vremenu brazdanja (20, 16 i 5% za jajne stanice brazdane 33., 36. i 42. sata nakon oplodnje in vitro).
Povezanost između kinetike ranog brazdanja i razvojne sposobnosti do stadija blastociste kod jajnih stanica iz folikula podrijetlom iz različitih veličina istraživali su RIZOS i sur. (2002.). Jajne stanice iz folikula > 6 mm prvu staničnu diobu završile do 30. sata nakon oplodnje in vitro u većem postotku od jajnih stanica iz folikula veličine 2-6 mm. U istoj skupini i postotak uzgojenih blastocista je bio veći (38,4% naprema 31,7%). 

Uspjeh uzgoja in vitro u našem istraživanju odgovara kinetici brazdanja. Kako je već spomenuto, najbrže su se brazdale jajne stanice iz folikula većih od 5 mm. U toj skupini, većina jajnih stanica brazdala se do 30. sata nakon oplodnje in vitro (58,3%). Jajne stanice iz ove skupine pokazale su i najveću razvojnu sposobnost u uvjetima uzgoja in vitro, s najvišim udjelom morula 5. dana (27,2%), morula i blastocista  6. dana (38%), 7. dana (39,4%) te izlegnutih blastocista (24,7%) 9. dana uzgoja in vitro.
Slabiju razvojnu sposobnost pokazale su jajne stanice iz folikula manjih od 5 mm koje su se 30. sata nakon oplodnje in vitro brazdale u udjelu od 39,5%, a 5. dana su dale 12,1% morula, 6. dana 18,3% a 7. dana 21% morula i blastocista, dok su 9. dana uzgoja in vitro dale svega 8% izlegnutih blastocista. 
Zaključno, iznešeni rezultati pokazuju da jajne stanice koje brže završe prvu staničnu diobu imaju i bolju razvojnu sposobnost, te da kinetika brazdanja predstavlja važan parametar u odabiru najboljih zametaka za transfer. 

ZAKLJUČCI

S obzirom na postavljene ciljeve istraživanja možemo zaključiti:

1. Jajne stanice iz folikula većih od 5 mm brže su završile prvu staničnu diobu u odnosu na jajne stanice iz folikula manjih od 5 mm. 

2. Glavnina jajnih stanica u skupini folikula većih od 5 mm brazdala se do 27. sata nakon oplodnje in vitro, dok se u skupini folikula manjih od 5 mm glavnina brazdala do 30. sata nakon oplodnje in vitro.
3. Konačan udio brazdanih jajnih stanica 48 sati nakon oplodnje in vitro značajno je veći u skupini folikula većih od 5 mm.

4. Rezultati uzgoja in vitro pokazali su da je značajno veći udio zametaka uzgojen nakon oplodnje in vitro jajnih stanica iz folikula većih od 5 mm u odnosu na folikule manje od 5 mm.
5. Rezultati uzgoja in vitro sukladni su rezultatima kinetike ranog brazdanja, gdje su se jajne stanice koje su brže završile prvu staničnu diobu u većem udjelu razvile do stadija blastociste.

6. Kinetika brazdanja oplođenih jajnih stanica predstavlja važan parametar u odabiru zametaka s najvećom razvojnom sposobnošću u uvjetima uzgoja in vitro.
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SAŽETAK
Sara Uvodić

KINETIKA BRAZDANJA IN VITRO OPLOĐENIH GOVEĐIH JAJNIH STANICA PODRIJETLOM IZ FOLIKULA RAZLIČITIH VELIČINA
Svrha ovog istraživanja bila je istražiti kinetiku brazdanja goveđih jajnih stanica dobivenih iz različitih kategorija antralnih folikula nakon oplodnje in vitro. Istraživanje je provedeno na 670 jajnih stanica, 554 iz folikula ≤5 mm i 116 iz folikula >5 mm, podrijetlom od jajnika sakupljenih na liniji klanja. Aspirirane jajne stanice morfološki su ocjenjene i stavljene u postupak dozrijevanja, oplodnje i uzgoja in vitro. Tijekom uzgoja in vitro praćena je kinetika ranog brazdanja i uspjeh uzgoja in vitro. Jajne stanice iz folikula >5 mm pokazale su bržu kinetiku brazdanja u odnosu na  jajne stanice iz folikula ≤5 mm. Uspjeh uzgoja in vitro odgovarao je kinetici ranog brazdanja, pa su se jajne stanice koje su brže završile prvu staničnu diobu, u većem udjelu razvile do stadija blastociste. Rezultati istraživanja pokazuju da jajne stanice koje brže završe prvu staničnu diobu imaju i bolju razvojnu sposobnost, te da kinetika brazdanja predstavlja važan parametar u odabiru najboljih zametaka za transfer. 

Ključne riječi: in vitro, krava, jajna stanica, brazdanje 

SUMMARY

Sara Uvodić

Kinetics of cleavage after in vitro fertilization of bovine oocytes from different size follicles

The main goal of this study was to research the kinetics of the early cleavage of bovine oocytes from different categories of antral follicles after in vitro fertilization. The study was conducted on 670 oocytes; 554 from follicles ≤5 mm and 116 from follicles > 5 mm, all originating from the slaughterhouse ovaries. Aspirated oocytes were morphologically evaluated and subjected to in vitro maturation, fertilization and culture. During in vitro culture, the kinetics of early cleavage and embryo yield were recorded. The oocytes from follicles > 5 mm showed faster kinetics of cleavage in contrast to the oocytes from the follicles ≤ 5 mm. Blastocyst development corresponded to the kinetics of the early cleavage, that is, the oocytes which completed the first cell division faster developed to blastocyst stage in greater number. The results show that oocytes which cleaved faster also tend to have better developmental competence and that the kinetics of cleavage is an important parameter in selection of best embryos for transfer .

Key words: in vitro, cow, oocyte, cleavage

ŽIVOTOPIS

Rođena sam 28. studenog 1987. godine u Zagrebu, gdje sam završila osnovnu školu i I gimnaziju. Od 2002. do 2006. godine bila sam članica debatnog kluba. Godine 2004. bila sam članica Europskog parlamenta mladih (European Youth Parlament) te sam boravila na Radlley College-u, Oxfordu, Velika Britanija. 

 Veterinarski fakultet Sveučilišta u Zagrebu upisala sam 2006. godine. Od 2009. godine sam demonstratorica na Zavodu za hranidbu domaćih životinja, od 2010. sam volonterka na Klinici za porodništvo i reprodukciju. U listopadu 2009. godine sudjelovala sam u organizaciji znanstveno-stručnog sastanka "Veterinarska znanost i stuka 2009." koji se održavao na Veterinarskom fakultetu u Zagrebu.

Aktivno se služim engleskim jezikom, a pasivno francuskim i njemačkim.

























































PAGE  
22

