
 
 

УНИВЕРЗИТЕТ У КРАГУЈЕВЦУ 

ФАКУЛТЕТ МЕДИЦИНСКИХ НАУКА 

ЈУНИОР ПРОЈЕКАТ 
ЈП 11-14 

 

 

Лични подаци руководиоца пројекта 

 

Име: Maрија 

Презиме: Шорак 

Е-маил адреса: soraks@sbb.rs 

 

Општи подаци и протокол истраживања: 

  

Назив пројекта: Нивои цитокина пре и после хистероскопске полипектомије код 

инфертилних пацијенткиња 

Кључне речи: полип, хистероскопија, инфертилитет, цитокини. 

 

Сажетак 

Неплодност  је проблем  који широм света погађа око 80 милиона парова. Сматра се да 

је око 15 % опште популације погођено овим проблемом. Ендометријални полипи 

настају када ендометријум хипертрофише  услед стимулације естрогеном. Дијагноза се 

поставља на основу хистероскопског, сонографског или хистеросонографског налаза, 

када се у кавуму утеруса уочава полип различите величине. 

Ендометријум је веома динамично ткиво у коме се дешавају цикличне промене не само 

у хистолошком смислу већ и у смислу продукције великог броја молекуларних 

медијатора укључујући адхезионе молекуле и велики број различитих цитокина. 

Цитокини су велика фамилија протеинских молекула који функционишу као 

медијатори и регулатори ћелијских комуникација, како у физиолошким тако и у 

патолошким условима. Различите ћелије продукују цитокине делујући на хемотаксу, 

активацију, пролиферацију и диференцијацију других ћелија. Ћелије које луче највеће 

количине цитокина су леукоцити. 

Циљ ове проспективне студије је утврдити промене у нивоима цитокина у ткиву 

ендометријалног полипа, ендометријума, испирку утеруса и венској крви код 

инфертилних пацијенткиња са ендометријалним полипом пре и након оперативног 

захвата. 

Испитивањем корелације између експресије цитокина хистолошким и 

имунохистохемијским анализама у наведеним ткивима  утврдићемо повезаност између 

експресије цитокина у ткиву полипа и ендометријуму у односу на измерене 

концентрације у серуму и испирку утеруса. Испитиваћемо нивое следећих цитокина: 

гликоделинa (PP14), IL-6, IL-10, INF-γ, TNF-α у серуму инфертилних пацијенткиња са 
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полипом, као и инфертилних пацијенткиња без полипа, у ткиву полипа и околном 

ендометријуму, као и да пратимо њихов тренд у непосредном постоперативном току, 

односно месец дана након хистероскопске полипектомије. 

Истраживање је планирано у виду отворене студије пресека  на одређеном узорку од 50 

пацијенткиња са ендометријалним полипом и 30 пацијенткиња без ендометријалног 

полипа које ће бити изведено у Гинеколошко акушерској клиници Народни фронт-

Београд у периоду од маја 2012. до новембра 2013. и у Центру  за молекулску 

медицину и испитивања матичних ћелија, Факултет медицинских наука, Крагујевац. 

Очекује се да ће добијени резултати првенствено указати на постојaње промена у 

ендометријуму у смислу алтерације нивоа цитокина у ткиву, испирку и венској крви 

код инфертилних пацијенткиња са ендометријалним полипом пре и након оперативног 

захвата. 

Корелацијом добијених резултата између експресије цитокина у ткиву полипа и 

околном ендометријуму и измерене концентрације цитокина у серуму и испирку 

утеруса можемо добити важне податке: како што једноставније пратити и припремити 

пацијенткиње за фертилизацију, као и пратити терапијски одговор пацијенткиња након 

полипектомија које имају дугогодишњи проблем менометрорагија. 

 

Циљеви истраживања 

Циљ ове проспективне студије је испитати вредности цитокина у ткиву ендометријума, 

испирку утеруса и венској крви код инфертилних пацијенткиња са ендометријалним 

полипом пре и након оперативног захвата. 

Испитати корелацију између експресије цитокина у полипу, околном ткиву 

ендометријума и утврдити повезаност између експресије цитокина у ткиву полипа и 

ендометријуму у односу на измерене концентрације у серуму и испирку 

утеруса.Сходно томе, поставили смо следеће задатке; 

 

1. Oдредити нивое гликоделинa (PP14), IL-6, IL-10, INF-γ, TNF-α у серуму 

пацијенткиња пре оперативног захвата и месец дана након оперативног захвата 

код пацијенткиња са ендометријалним полипом и код контролне групе 

пацијенткиња 

2. Одредити нивое гликоделинa (PP14), IL-6, IL-10, IFN-γ, TNF-α у испирку 

утеруса узетог у току операције код пацијенткиња са ендометријалним полипом 

и код контролне групе пацијенткиња 

3. Испитати експресију гликоделина (PP14), IL-6, IL-10, IFN-γ, TNF-α у ткиву 

полипа и ендометријалном ткиву код пацијенткиња са полипом, као и код 

пацијенткиња контролне групе. 

4. Утврдити евентуалну повезаност између нивоа наведених цитокина у крви 

инфертилних пацијенткиња са дијагностикованим ендометријалним полипом са 

нивоима цитокина у испирку утеруса узетом током саме хируршке 

интервенције-хистероскопске полипектомије, као и повезаност са експресијом 

истих цитокина у самом полипу и околном ендометријуму. 
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5. Испитати корелацију наведених цитокина у крви, испирку утеруса, ткиву 

полипа и ткиву околног ендометријума код пацијенткиња са дијагностикованим 

полипом са експресијом истих цитокина код инфертилних пацијенткиња без 

ендоемтријалног полипа. 

6. Испитати корелацију наведених цитокина у крви, испирку утеруса, ткиву 

полипа и ткиву околног ендометријума код инфертилних пацијенткиња са 

полипом у односу на клиничко патолошке параметре. 

7. Испитати корелацију наведених цитокина у крви , испирку утеруса и околном 

ендометријуму код инфертилних пацијенткиња без ендометријалног полипа у 

односу на клиничко патолошке параметре. 

 

  

Актуелност истраживања 

(500 речи) 

 

Претходне студије су показале да ендометријални полипи у кавуму утеруса доводе до 

повећања концентрације ендометријалних протеина и цитокина у испирку материце. 

Ендометријални полипи утичу на промену нивоа ендометријалних протеина и 

цитокина (IL-6, IL 10, TNF-α, IFN-γ и гликоделин) током различитих фаза 

менструалног циклуса (1,2). Неуспех имплантације је главни разлог неплодоности код 

иначе здравих жена(3). Гликоделин (или плацентни протеин 14) је гликопротеин који 

се налази у гландуларном и површинском епителу ендометријума и у највећој 

концентрацији се продукује током сектреторне фазе ендометријалног циклуса (4, 5). 

IL-6 и IL 10 су цитокини који се у већим концентрацијама луче у гландуларном и 

луминалном епителу ендометријума нарочито током средине секреторне фазе, да би у 

касној секреторној фази њихова концентрација почела да опада(6). Сматра се да IL 6 

има улогу у процесу имплантације обзиром да је детектован у смањеним 

концентрацијама код пацијенткиња са понављаним раним побачајима, а IL 10 је 

детектован у значајно мањој концентрацији код пацијенткиња са дијагностикованим 

миомима утеруса. 

TNF-α, cachexin или cachectin, je цитокин који учествује у системској инфламацији. 

Активност му је проифламаторна и антитуморска.  Може да потакне смрт ћелије. 

Регулише пролиферацију и диференцијацију ћелија имунског система (7). 

TNF-α инхибише синтезу прогестерона и естрогених хормона у гранулозним и 

трофобластним ћелијама. Инхибише раст трофобласних и ембрионалиних ћелија(8). 

Концентрације TNF-α су значајно веће након полипектомије, а лучење достиже 

врхунац  у секреторној фази.  Повећана експресија може довести до неуспеха 

имплатације, абортуса и ендометриозе. 

IFN-γ je мало сличан осталим интерферонима, продукују га активирани Т лимфоцити, 

 NК ћелије, моноцити и макрофаги. Он је најважнији проинфламаторни цитокин 

одговоран за активацију и регулацију фагоцитне функције мононуклеарних ћелија. 
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 TNF-α i INF-γ имају штетне ефекте на развој ембриона и имплатацију при великим 

концентрацијама. Укључени су у необјашњиве спонтане побачаје(9). 

Коришћењем различитих техника вештачке оплодње успех имплантације је у просеку 

око 25%(10). Неадекватна рецептивност материце је узрок скоро 2/3 неуспелих 

покушаја имплантације, док је квалитет ембриона одговоран за 1/3 ових неуспеха(10, 

11). Ендометријум  је динамично ткиво у коме се дешавају цикличне промене у току 

сваког менструалног циклуса. Ендометријум има  за циљ обезбеђивање оптималне 

средине за развој и одржавање трудноће. Током менструалног циклуса, у односу на 

промене у ендометријуму које остварују хормони, разликујемо две фазе: 

пролиферативну и секреторну. Средина секреторне фазе, тј временски ограничен 

период између 6. и 10. дана након овулације је дефинисана као “прозор рецептивности 

ендометријума” током којег су идеални услови за имплантацију бластоцисте. 

Компоненете рецептивног ендометријума су: 

 -луминални епител са специфичном диференцијацијом која подразумева 

експресију адхезионих молекула на апикалној површини епитела, које омогућавају 

адхезију бластоцисте;  

 -гландуларне епителне ћелијекojе секретују супстанце неопходне за развој 

бластоцисте;  

 -децидуалне ћелије и велики грануларни  лимфоцити које врше модулацију 

трофобластне функције и ангиогенезе путем секреције фактора раста, везујућих 

протеина за факторе раста, ангиогених фактора и цитокина и  

        -стромални екстрацелуларни матрикскоји олакшава инвазију трофобласта и 

његову пролиферацију, али истовремено спречава неконтролисану пенетрацију. Сви 

ови процеси су под контролом ендокриних, аутокриних и паракриних  фактора.  

Ендометријум је веома динамично ткиво у коме се дешавају цикличне промене не само 

у хистолошком смислу већ и у смислу продукције великог броја молекуларних 

медијатора укључујући адхезионе молекуле, цитокине, факторе раста, липиде итд(12). 

Ендометријална рецептивност је тачка загушења репродуктивног процеса. Модерни 

приступи,  који укључују припрему ембриона на одговарајући начин (embrion hatching) 

или узимање узорка из материце заjeдно са факторима који би требало да побољшају 

везивање, би могли да повећају шансу за имплантацију поготово у случајевима где је 

имплантација више пута била неуспешна(13). 

Узорци ендометријалне биопсије се могу користити за идентификацију молекула који 

су повезани са рецептивношћу ендометријума да би се добио бољи увид у процес 

имплантације код људи. 

Досадашњи подаци указују да ендометријална рецептивност може да буде измењена 

уколико је повећана концентрација гликоделина око овулације, када би те вредности 

требале бити ниске или да их нема(14, 15). Концентрације гликоделина у 

ендометријуму и последично кавуму утеруса су максималне 6 дана после LH 

пика(16,17). Концентрације гликоделина у  испирку утеруса и плазми су знатно више 

код пацијенткиња са полипом ендоемтријума у поређењу са контролном групом 

(18,19). 
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Највећа експресија ендометријалног IL6  је у средњој и касној секреторној фази 

менструалног циклуса те је могуће да има улогу и у имплантацији ембриона (20,21). 

Снижене су му концентрације код жена са понављаним спонтаним побачајим(22,23). 

IL10 има ниже концентрације средином  секреторне  фазе код жена са понављаним 

побачајима (24). 

Концентрације TNF-α су значајно веће након полипектомије, а његова експресија 

достиже врхунац у секреторној фази. TNF-α и INF-γ имају штетне ефекте на развој 

ембриона и имплантацију уколико су експримирани у великим концентрацијама, што је 

у неким радовима сугерисано да су укључени у необјашњиве спонтане побачаје (25, 

26). 

Сматра се да повећане или смањене концентрације цитокина у крви пацијенткиња, као 

и у испирку и самом ткиву ендометријума значајно утичу на њихову фертилност, тј да 

је значајно смањују. Такође присуство ендометријалног полипа мења концетрације 

наведених цитокина и доводи до смањене фертилности пацијенткиња. Хируршко 

одстрањивање полипа доводи до промена у концентрацијама наведених цитокина, 

након чега се рецептивност ендометријума мења у смислу повећане фертилности 

испитиваних пацијенткиња. 

До сада непостоји ниједан стручни рад који је пратио промену више од два цитокина у 

серуму и испирку утеруса, као ниједан рад који је пратио корелацију истих цитокина у 

ткиву самог полипа и ендометријума. 

Боље поимање механизма који регулише имплантацију ембриона би могло да повећа 

могућност лекара да лечене плодоност, спрече ране прекиде трудноће и развију нова 

средства за контрацепцију. 

 

Предмет и опис истраживања:  

задаци, методологија, очекивани резултати 

Задаци истраживања су: 
 

Истраживање је планирано у виду клиничке, проспективне студије  на одређеном 

узорку (80 пацијенткиња). Прикупљање узорака крви, ткива полипа, ендометријалног 

ткива и испирка утеруса током хистероскопије ће бити изведено у Гинеколошко 

акушерској клиници Народни фронт у Београду. 

Учествоваће пацијенткиње у генеративном периоду (старости од 20-43 година) код 

којих је дијагностикован едометријални полип као узрок инфертилитета. 

Дијагностиковање полипа ће бити вршено трансвагиналним ултразвучним прегледима, 

током прве фазе циклуса или хистеросонографским прегледима, као и током саме 

хистероскопије код пацијенткиња са сумњом на ендометријалну полипозу, а на основу 

анамнестичких података. Поред наведене групе у студији ће учествовати и контролна 

група пацијенткиња исте старосне доби, које се лече од инфертилитета и које немају 

ендометриjални полип. Предвиђено је праћење пацијенткиња током месец дана након 
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интервенције у смислу узимања узорака периферне венске крви и одређивања нивоа 

истих цитокина, и контролни УЗ преглед.  

Дијагностичко-оперативна хистероскопија би била извођена у општој анестезији, у 

операционој сали са одговарајућом опремом и инструментима. Преоперативна 

припрема би обухватила комплетну дијагностику и рутинско узимање потребних 

анализа: цервикални и вагинални брис, брис на хламидију, микоплазму и уреаплазму, 

ПАПА тест, ултразвучни преглед. Одређивање крвне групе, крвне слике и 

биохемијских анализа уз анестезиолошки преглед и давање сагласности за оперативно 

лечење. Оперативни захвати би били рађени код инфертилних пацјенткиња до средине 

пролиферативне фазе-непосредно по завршетку менструалног крварења. 

Критеријуми за укључење у студију су испитанице са верификованим 

ендометријалним полипом старости од 20-43 година, које се лече од примарног или 

секундарног инфертилитета и инфертилне испитанице без ендометријалног полипа 

исте старосне доби.   

Критеријуми за искључење из студије за обе групе испитаница је постојање 

субмукозног миома, ендометриозе, карцинома ендометријума, аномалија утеруса, 

пацијенткиње које су имале операције на утерусу и тубама и пацијенткиње са 

неуспешним претходним стимулацијама овулације. 

Обзиром на наш општи циљ испитивања ендометријалне рецептивности код 

пацијенткиња са ендометријалним полипом као и код контролне групе пацијенткиња 

без ендометријалног полипа користићемо следеће методе за одређивање концентрација 

наведених цитокина: 

1. За анализу цитокина у серуму: узимамо 5ml периферне венске крви, пре операције, 

ради одређивања INFγ, IL-10, IL-6, TNFα, гликоделин (PP14). Крв се узима 

вакутаимером са хепарином и центрифугира се 10 минута на 2500 обртаја. 

Супернатант се сакупи и чува на температури од -20°C, а потом се матeријал шаље 

у лабораторију Клиничког центра Крагујевац-Центар за молекулску медицину и 

испитивање матичних ћелија. Детекција и концентрација наведених цитокина ће 

бити одређиване ELISA методом. Периферна венска крв се узима код пацијенткиња 

обе испитиване групе пре хистероскопске операције и месец дана након операције. 

2. Узимање испирка утеруса  за време операције ради одређивања TNFα, IFNγ, IL-6, 

IL-10, гликоделин (PP14).Потребно је убризгати 10ml  физиолошког раствора у 

кавум утеруса и одмах аспирирати без  контаминације.Центрифугирати на 2500 

обртаја 10 минута. Супернатант се сакупи ичува на темпаратури од – 20°C, а потом 

се материјал шаље у Центар за молекулску медицину и испитивање матичних 

ћелија. Детекција и концентрација наведених цитокина ће бити одређиване ELISA 

методом. 

3. Узимање дела одстрањеног полипа и дела ендометријалног ткива уз полип  ради 

имунохистохемијског испитивања код пацијенткиња са верификованим 

ендометријалним полипом као и узимање дела ендометријалног ткива код 

пацијенткиња контролне групе. Ткиво дела полипа и ендометријума поред 

полипа,фиксирати  у 10 %  формалину а затим утопљен у парафин,сече се на 4µm 

дебљине и боји хематофикселином и еозином,а потом се ради имунохистохемијско 

испитивање. 

4. Елиса тест:  испирак утерус  и узорак плазме од сваке пацијенткиње се додају у 

одвојене трослојне лабораторијске посуде и стављају у инкубацију преко ноћи на 

37 °C. Следећег дана лабораторијске посуде се оперу 3 пута физиолошким 
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раствором који је разблажен фосфатима и блокирање се ради на собној температури 

у трајању од једног сата употребом млека са 1 % масти. Лабораторијске посуде се 

оперу више пута физиолошким раствором који је разблажен фосфатима и остављен 

у инкубатору у трајању од 2 сата на температури од 37°C са 100 микролитара 

пилећих антигликоделинских антитела прочишћених путем афинитетне 

хроматографије у односу 1 : 50. Лабораторијске посуде се поново оперу 3 пута а, 

другостепено антитело (зечији и антипилећи IgGудружен са алкалном фосфатазом) 

се дода у размери од 1: 35000 у физиолошки раствор који је ублажен и стављен у 

инкубацију на 37 °C у трајању од 2 сата. Лабораторијске посуде се поново оперу и 

дода се супстрат паранитрофенил фосфат. Оптичка густина се мери на 405 nm 

после 30 минута (Poddaridr.,1998). 

  

 

 

Методологија: 

Истраживање је планирано у виду клиничке, проспективне студије  на одређеном 

узорку (80 пацијенткиња). Прикупљање узорака крви, ткива полипа, ендометријалног 

ткива и испирка утеруса током хистероскопије ће бити изведено у Гинеколошко 

акушерској клиници Народни фронт у Београду у периоду од 01.06.2012. до 01.11.2013. 

а на основу одобрења Етичког одбора ГАК Народни фронтдел.број 04-24/3-1 од 

24.05.2012.Испитиване пацијенткиње су са територије Републике Србије, Републике 

Српске и Републике Црне Горе које су хоспитализиванеу циљу лечења инфертилитета 

или припреме за методе АРТ. Кандидат учествује у свим фазама планираног 

истраживања. 

 

СТАТИСТИЧКА ОБРАДА ПОДАТАКА 

 

Величина узорка одређена је на основу формуле за израчунавање величине узорка 

имплементирану у софтвер PASS 11.0. Величина узорка одређена је за моћ студије 1-

β=0,8 и ниво грешке  α=0,05.  Да би се открила значајна разлика између контролне и 

групе жена са полипозом по серумском гликоделину од 25 ng/ml  потребно је по 9 и 15 

пацијенткиња док је за разлику утериног испирка од 160ng/ml потребно је по 30 и 48 

пацијенткиња. За исте пацијенте потребно је по 77 и 124 пацијенткиње да би се добила 

значајна разлика од 2.5 ng/ml   TNF-α. Насупрот томе, да би се добила значајна разлика 

између група по IFN-γ oд 18.3 ng/ml потребно је по 10 и 16 пацијената. Из приложеног 

се види да је минималан број пацијената за ову студију 9 у контролној и 15 у 

експерименталној групи, док је оптималан број 30 и 48 .  Разлику по TNF-α тешко је 

доказати јер су остала истраживања показала да се ради о веома великом 

варијабилитету испитиваних параметара (CV>3 и CV≈0.8) и за ове анализе потребни су 

велики узорци. 

У статистичкој анализи биће коришћене дескриптивне и аналитичке статистичке 

методе. Од дескриптивних, биће коришћени апсолутни и релативни бројеви, мере 
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централне тенденције (аритметичка средина, медијана) и мере дисперзије (стандардна 

девијација, инвервал варијације). Од аналитичких статистичких метода биће 

коришћени тестови разлике, параметарски и непараметарски. Од параметарских 

тестова биће коришћени 

T тест и ANOVA поновљених мерења. Од непараметарских тестова биће коришћени 

Hi-квадрат тест, McNemar тест, Mann-Whitney У тест и Wilcoxon тест. 

Дискриминациона и логистичка регресиона анализа биће коришћени у циљу 

дискриминације испитиваних параметара. 

Сви резултати  биће обрађени помоћу SPSS 15.0 софтверског пакета. Вероватноћа 

одбацивања  нулте хипотезе биће 0,05(35). 

 

 

Очекивани резултати и значај истраживања: 

Очекује се да ће добијени резултати првенствено указати на постојање промена у 

квалитету ендометријума, а следствено, праћењем и мењањем непожељних фактора на 

нивоу ендометријума можемо повећати успех метода АРТ кодинфертилних 

пацијенткиња са ендометријалним полипом. 

Обзиром на релативно мали број стручних радова који су се на овај начин бавили 

тематиком ендометријалне рецептивности у генеративном периоду жена са 

дијагностикованим ендометријалним полипом добијени резултати могу да буду од 

велике користи у третману инфертилних пацијенткиња са дијагностикованим 

ендометријалним полипом. 

Корелацијом добијених резултата између експресије цитокина у ткиву полипа и 

околном ендометријуму и измерене концентрације цитокина у серуму и испирку 

утеруса можемо добити важне податке: како што једноставније пратити и припремити 

пацијенткиње за фертилизацију, као и пратити терапијски одговор пацијенткиња након 

полипектомија које имају дугогодишњи проблем менометрорагија. 

Податке можемо применити и код праћења пацијенткиња са субмукозним миомима 

који дају веома сличну симптоматологију. 

Проширивањем истраживања у смислу праћења промена на нивоу ендометријума код 

пацијеткиња са IUD (интраутеруснимсистемима-спиралама) могуће је повећати 

ефикасност оваквих контрацептива, а евентуално смањити непожељна дејства ових 

контрацептива-честа компликација је  PID и тубооваријални апсцеси.  

 

Временски оквир: 

Истраживање ће бити спроведено у временском периоду од две године. 
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