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SAŽETAK

Intracitoplazmatsko injiciranje spermija (ICSI) predmet 
je rasprava s obzirom na indikacije za postupak, način 
provođenja postupka, te utjecaj na potomstvo. Namjera 
ovog članka je iznijeti novine u tehnici provođenja 
postupka ICSI, literaturne podatke o uspješnosti 
postupka, te podatke o praćenju razvoja djece začete u 
postupku IVF/ICSI.

Ključne riječi: ICSI, 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.

Key words: ICSI, sperm selection, meiotic spindle, out-
come, follow up 

UVOD

Više od dvadeset godina pratimo ubrzani razvoj 
tehnika medicinski pomognute oplodnje. 
Izvantjelesna oplodnja (engl. in vitro fertilization – 
IVF) je metoda liječenja neplodnosti uzrokovane 
tubarnim čimbenikom, endometriozom, u blažih 
oblika neplodnosti uzrokovanih muškim 
čimbenikom, te kod neplodnosti nepoznatog 
uzroka. Provodi se tako da se spolne stanice 
stavljaju u izravni kontakt u in vitro uvjetima1. 

Sredinom 80-ih godina 20. stoljeća počinju se 
razvijati eksperimentalni modeli novih metoda 
mikromanipulacije na svim stadijima gameta i 
preimplantacijskih zametaka, kako u dijagnostičke, 
tako i u terapeutske svrhe2-4, što tehnički omogućava 
mikromanipulator – uređaj koji manualne pokrete 
prevodi u fine pomake radnih mikropipeta. Zona 
pelucida je membrana glikoproteinske strukture 
koja okružuje jajnu stanicu i preimplantacijski 
zametak. Odgovorna je za indukciju akrosomske 
reakcije, vezanje vrsno-specifičnih spermija, 
blokiranje polispermije, mehanički štiti oocitu i 
priječi prodor biokemijskih toksikanata. S obzirom 
na to da je zona pelucida barijera penetraciji 
spermija, razvili su se postupci koji omogućuju što 
bliži kontakt gameta: djelomično razaranje zone 
pelucide (engl. partial zona dissection – PZD)5,6 i 
inseminacija spermija u perivitelini prostor (engl. 
subzonal insemination – SUZI)7-9. Nasuprot 
očekivanog, navedenim tehnikama nisu postignuti 
zadovoljavajući rezultati. Stupanj fertilizacije je 
nizak uz visoku stopu polispermije.
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Uvođenjem tehnike intracitoplazmatske mikro-
injekcije spermija došlo je do značajnog pomaka u 
razvoju medicinski pomognute oplodnje. Kod težih 
oblika muške neplodnosti sa smanjenim brojem 
(manje od 500 000 spermija po ml ejakulata), 
smanjenom pokretljivošću, neodgovarajućom 
morfologijom spermija, zatim kod neopstruktivne 
azoospermije s održanom spermatogenezom, 
opstruktivne azoospermije, te retrogradne ejaku-
lacije, primjenjuje se metoda izravnog unošenja 
spermija/spermatida u citoplazmu jajne stanice 
(engl. intracytoplasmic sperm injection – ICSI)10-

13. Nadalje, primjenjuje se i u slučaju kada je 
fertilizacija reducirana ili izostaje nakon inseminacije 
oocita u in vitro uvjetima, zatim nakon kriopohrane 
spermija, nakon kriopohrane oocita, te nakon 
preimplantacijske genetske dijagnostike oocita 
(prvog polarnog tjelešca) za monogenske bolesti. 
Neki autori zastupaju mišljenje da bi se ICSI 
metoda trebala primjenjivati kod svih parova 
uključenih u postupak izvantjelesne oplodnje.

Priprema sjemena za postupak ICSI ovisi o 
kvaliteti i vrsti uzorka. Najčešći oblik pripreme 
sjemena je metodom isplivavanja (“swim up”) ili 
pomoću gradijenta gustoće. Na navedene načine 
može se pripremiti sjeme dobiveno postupkom 
masturbacije, punkcijom i aspiracijom epididimisa 
(engl. microsurgical epididymal sperm aspiration 
– MESA), te u slučaju retrogradne ejakulacije. 
Izolacija spermija i spermatida iz tkiva testisa 
nakon (engl. testicular sperm extraction –TESE; 
testicular sperm aspiration – TESA) složen je 
postupak koji zahtijeva dobiveno tkivo testisa 
prvotno macerirati kemijskim i/ili mehaničkim 
putem, višestruko ispirati i pregledavati dobiveni 
materijal, te izolirati spermije/elongirane spermatide 
za postupak ICSI14,15.

NOVE METODE ODABIRA SPERMIJA 

Neposredno prije postupka ICSI, suspenzija 
spermija stavlja se u odgovarajuću otopinu medija 
povećane viskoznosti s ciljem usporavanja 
pokretljivosti. Odabir spermija još uvijek je daleko 
od zadovoljavajućeg jer se odabir zasniva na 
morfološkoj prosudbi (engl. morphologically 
selected sperm injection – IMSI). Odabrani spermij 
samo na osnovi zadovoljavajuće morfologije može 
sadržavati fragmentiranu DNA ili kromosomske 
nepravilnosti. Rezultati studija pokazali su da oblik 
spermija ne može predvidjeti prisustvo numeričkih 
kromosomskih aberacija16. 

Značajno mjesto u maturaciji spermija ima 
expresija gena HspA2 (engl. heat shock protein 
A2). Razina navedenog proteina povezana je sa 
stupnjem stanične zrelosti spermija, integritetom 
DNA, zrelošću kromatina, učestalošću kromo-
somske aneuploidije i funkcijom spermija uklju-
čujući fertilizacijski potencijal. Tijekom dozrijevanja 
spermija, preoblikovanje plazma membrane 
uključuje i formiranje veznih mjesta za zonu 
pelucidu i receptora za hijaluronsku kiselinu. 
Metoda selekcije spermija pomoću hijaluronske 
kiseline je nova tehnika. Učestalost spermija s 
kromosomskom disomijom je smanjena za četiri 
do pet puta u spermija odabranih pomoću hijalu-
ronske kiseline. Nadalje, isključeni su nezreli 
spermiji s ekstruzijom citoplazme, perzistentnim 
histonima i lomovima DNA lanca17-19. 

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 pojačanom digitalnom 
tehnologijom koja omogućava povećanje od 6300x. 
Prikaz podataka Bartoova i sur.20 te Berkovitza i 
sur.21 ukazuju da je stopa fertilizacije i trudnoće 
značajno veća pri odabiru spermija po kriterijima 
MSOME. Autori iznose podatak da je uspješnost 
postupka MSOME 60% naspram IMSI 25%, dok 
je stopa spontanih pobačaja 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 što se ICSI igla makne, dok se injekcijsko 
mjesto nakon 15 min više ne može detektirati22. 
Prisutna je i mogućnost oštećenja oocite zbog 
mehaničke kompresije. Oocite nisu jednako 
osjetljive na postupak ICSI; tako se pokazalo da su 
osjetljivije one s fragilnom oolemom koja lagano 
puca pri samom postupku mikroinjekcije23,24. 

Mogućnost da se neposredno prije postupka 
ICSI načini otvor na zoni (engl. driling zone 
pellucide) laserom omogućuje manipulaciju ICSI 
mikropipete manje traumatski po oocitu25-28. Kanal 
u zoni promjera 5-6 µm napravi se pomoću 3 do 5 
pulsa niske energije (1,48 µm valne duljine) pri 
trajanju pulsa manje od 2 mikro sekunde. Rienzi i 
sur.25 prvi su izvijestili o trudnoći koja je uslijedila 
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nakon laserom pomognutog postupka ICSI u 
bračnog para koji je prethodno imao četiri ICSI 
postupka sa slabim preživljenjem oocita. Autori su 
izvijestili o minimalnoj deformaciji oocita i 
preživljenju 8 od 13 oocita. 

Druge skupine autora26-29 također su izvijestile o 
značajnom smanjenju degeneracije oocita u 
bolesnica s fragilnom oolemom, kao i bolju 
kvalitetu zametaka. Međutim, podatci koje su 
iznijeli Richter i sur.30 na osnovi opsežne studije 
dovode do zaključka da laserom pomognuti 
postupak ICSI nema utjecaja u ukupnoj populaciji 
ICSI bolesnica, kao ni u onih s fragilnom 
oolemom.

ICSI POSTUPAK POMOćU 
POLARIZACIJSKOG MIKROSKOPA

Diobeno vreteno tijekom mejoze ima važnu ulogu 
u segregaciji kromosoma. Pokazano je da se nepra-
vilnosti strukture diobenog vretena povećavaju s 
dobi bolesnica32. Položaj diobenog vretena u 
metafazi II u oocitama određuje se u odnosu na 
položaj polarnog tjelešca. Da bi se izbjeglo oštećenje 
diobenog vretena prilikom ulaska ICSI mikroigle u 
oocitu, oocita se fiksira tako da je polarno tjelešce 
na položaju 6 sati. Međutim, pokazano je da se na 
osnovi položaja polarnog tijela ne može sa sigur-
nošću predvidjeti položaj diobenog vretena33. 

Korak dalje u postupku ICSI postignut je 
primjenom svjetlosnog polarizacijskog mikroskopa 
(Polscope) koji omogućava neinvazivan prikaz 
diobenog vretena31. Moon i sur.34 uspoređivali su 
oocite u ovisnosti je li diobeno vreteno vidljivo i 
pokazali su da je značajno veći postotak kvalitetnih 
zametaka nakon postupka ICSI oocita s vidljivim 
diobenim vretenom. Autori su zaključili da se 
analizom oocita Poloskopom može predvidjeti 
razvojni potencijal zametaka. Međutim relativni 
položaj diobenog vretena unutar oocita ne pokazuje 
utjecaj na razvojni potencijal zametaka. 

NEONATALNI I OPSTETRIčKI PODATCI O 
TRUDNOćAMA NAKON ICSI POSTUPKA

Bonduelle i sur.35 iznijeli su u opsežnoj studiji 
podatke o trudnoćama nakon postupka ICSI. Prije 
iznošenja podataka potrebno je navesti da su autori 
definirali sljedeće: gestacijsku dob računali su tako 
da je aspiracija oocita na 14. dan ciklusa; biokemijsku 
trudnoću kao značajan porast HCG (>10 IU/l) 
između 10. i 20. dana nakon porasta LH; spontani 
pobačaj kao gubitak fetusa do 20 tjedana trudnoće; 
mrtvorođenče kao intrauterinu smrt ili rođenje 

djeteta u gestacijskoj dobi višoj od 20 tjedana ili 
težinu djeteta veću od 500g; prijevremeni porod kao 
porod prije napunjenog 37. tjedna trudnoće. 

Od ukupnog broja ICSI trudnoća (3 073) 
biokemijskih trudnoća bilo je 8,2% (251), izvan-
materičnih 1,6% (49), spontanih pobačaja 13,9% 
(428), prekida trudnoće 0,6% (18), te je 2 254 
djece rođeno. Studijom nije obuhvaćeno 2,4% 
(73) trudnoća jer se bolesnice nisu javile u centar. 
Iz podataka proizlazi da približno 75% trudnoća 
završava i porodom. 

Prekidi trudnoće su učinjeni u devet slučajeva 
nakon prenatalne kariotipizacije, jedna nakon 
prenatalne DNA dijagnostike i osam nakon ultra-
zvučne dijagnostike. Nepravilan fetalni kariotip 
nađen je u 42 slučaja od 1 437 prenatalno ispitanih 
ICSI fetusa (2,9%), od čega su 23 nepravilnosti  
de novo (devet je nepravilnosti spolnih kromosoma, 
14 nepravilnosti autosoma, kako numeričke, tako i 
strukturne), dok je u 19 slučajeva uočena nasljedna 
nepravilnost i to u njih 15 naslijeđena od oca. 

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

Veće malformacije prisutne su u 3,38% rođene 
djece (srčana greška 1%, nepce 0,21%, mišićno/
skeletni sustav 0,8%, živčani sustav 0,42%, mo-
kraćni sustav 0,24%, spolni sustav 0,38%, gastro-
intestinalni 0,1%, uho i oko 0,03%, metabolički 
0,07%).

Min i sur.36 iznose da su zabilježena ukupno 644 
pozitivna testa na trudnoću od ukupno 2 600 
započetih ciklusa (24,8%). U 509 bolesnica bila je 
prisutna pozitivna srčana akcija (19,6%), a poroda 
je bilo 448 (17,0%). Autori zaključuju da bi kao 
mjerilo uspješnosti postupka trebalo uzimati broj 
poroda jednog djeteta u terminu po broju ciklusa 
koji su započeti. U svojoj studiji iznose da je po 
ovom kriteriju njihova uspješnost 11,1%.

Horak i sur.37 svojom su studijom pokazali da 
strukturne razlike između spermija dobivenih u 
postupku MESA i spermija iz ejakulata nemaju 
značajan utjecaj na ishod ICSI postupka. Nadalje, 
Schwarzer i sur.38 iznose da se postotak vraćanja 
zametaka, postotak trudnoća i poroda po ICSI 
ciklusu ne razlikuje između postupka sa spermijima 
dobivenim prilikom TESE i spermija dobivenim 
postupkom MESA. Retrospektivna studija 
Pasqualotto i sur.39 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 slučaju neopstruktivne azoospermije 
iznosi 54% i 16,4%. Postotak trudnoća po bolesnici 
i postotak spontanih pobačaja iznosi 39,8% i 28% 
u skupini bolesnica s opstruktivnom azoospermijom, 
dok u skupini neopstruktivne azoospermije iznosi 
28,3% i 40%. Uspoređujući 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 
trudnoća po bolesnici i spontanih pobačaja 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 pobačaja 
u usporedbi s nepokretnim spermijima. Zanimljivo 
je istraživanje skupine Dozortsev i sur.40 koji iznose 
podatke da je postotak fertilizacije veći u skupini 
PESA bolesnika, ali je postotak implantacija zna-
čajno bolji u TESA skupini bolesnika uz tendenciju 
većeg postotka trudnoća koje se razvijaju i manji 
postotak spontanih pobačaja u slučajevima 
opstruktivne azoospermije.

Filicori i sur.41 ističu problem prijevremenog 
poroda u žena nakon postupka izvantjelesne 
oplodnje. Uz veću incidenciju višeplodnih trudnoća 
koje utječu na prijevremeni porod, uključeni su i 
drugi čimbenici. Autori smatraju da prijevremeni 
porodi mogu biti povezani s anamnezom neplodnih 
bolesnica. Pokazalo se da, ukoliko je samo muški 
čimbenik neplodnosti prisutan, nije zamijećena 
veća incidencija prijevremenih poroda. 

Allen i sur.42 smatraju da trudnoće nakon 
hormonske stimulacije gonadotropinima imaju 
veći rizik za perinatalne komplikacije. Ovaj rizik 
pojačava kako uzrok neplodnosti, tako i višeplodne 
trudnoće, te bračni par treba biti obaviješten o 
povećanom riziku opstetričkih intervencija kao što 
je induciranje poroda i porod carskim rezom. S 
obzirom na to da se radi o neplodnom bračnom 
paru koji je ostvario trudnoću, nije zanemariv ni 
psihološki čimbenik. 

PRAćENJE RAZVOJA DJECE ZAčETE 
POSTUPKOM ICSI

Belva i sur.43 pokazali su kroz psihološka i 
neurološka ispitivanja djece začete postupkom ICSI 
i spontano rođene djece, da nema značajne razlike 
između ove dvije skupine djece u predpubertetnom 
i pubertetnom razdoblju. Što se tiče intelektualnih 
funkcija, ICSI djeca pokazuju nešto više rezultate 
u, kako ukupnoj, tako i verbalnoj inteligenciji44. U 
pogledu motoričkog razvoja, ono je podjednako 

kod djece začete postupkom ICSI i spontano 
rođene djece u dobi do osam godina. Nadalje, 
nakon detaljnih oftalmoloških istraživanja u djece 
začete postupkom ICSI pokazano je da nema 
nikakve razlike u pogledu vizualne funkcije i 
okularne morfologije u odnosu na spontano rođenu 
djecu45. Međutim kongenitalne malformacije su 
značajno više zastupljene u djece rođene nakon 
ICSI postupka, ali većina malformacija je ispravljena 
manjim kirurškim zahvatima43.

Pretpostavka da je jedna trećina muške neplod-
nosti uzrokovana genskom etiologijom izaziva 
zabrinutost ulaska bolesnika s azoospermijom i 
oligoasthenozoospermijom u postupak medicinski 
pomognute oplodnje, a to je većina bolesnika 
uključenih u postupak ICSI. Kongenitalna 
neplodnost može biti uzrokovana mutacijom gena, 
kvantitativnim i strukturalnim nepravilnostima 
spolnih kromosoma i autosoma. Vjerojatnost naslje-
đivanja CFTR gena u postupku ICSI u sljedeću 
generaciju je 50%, za Klinefelterov sindrom 
mozaika kariotipa i do 70%, dok je prijenos AZF 
mutacije na djecu muškog spola 100%46. Stoga se 
parovima uključenim u postupak zbog muškog 
čimbenika neplodnosti preporučuju genetsko 
savjetovanje zbog rizika od de novo kromosomskih 
nepravilnosti (posebice spolnih kromosoma), uz 
prenatalno praćenje zbog kongenitalnih strukturnih 
nepravilnosti, uključujući biokemijski i ultrazvučni 
probir, te prenatalnu dijagnostiku, kao što je CVS 
ili amniocenteza. U obzir treba također uzeti i 
mogućnosti koje pruža preimplantacijska 
dijagnostika.
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