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1. UVOD



1.1. Neplodnost
1.1.1. Definicija, epidemiologija i podjela

Neplodnost se definira kao stanje smanjenog kapaciteta zaceca djeteta. Medutim, treba
razlikovati pojmove neplodnost, subfertilitet i sterilitet. Dok neplodnost nije ireverzibilno
stanje, sterilitet je trajno i ireverzibilno stanje neplodnosti. Subfertilitet oznacava bilo koju
smanjenu mogucnost zaceca djeteta (1). Smjernice Svjetske zdrastvene organizacije (SZO)
definiraju neplodnost kao nemoguénost zaceca djeteta nakon 12 mjeseci pokusaja i redovitih
spolnih odnosa bez koriStenja zaStite (2).

Neplodnost je jedinstveno medicinsko stanje jer ukljucuje dvije osobe tj., par, a ne
individualno pacijenta. U prvoj godini pokuSaja zaeca 75-90% parova postize trudnocu, a u
drugoj godini zajednistva ¢e trudnocu postici jo§ samo 5% parova. S neplodnoscu se bori 8-
12% parova u reproduktivnoj dobi Sirom svijeta tj. jedan od Sest parova (3,4).

Neplodnost se moze podijeliti na primarnu i sekundarnu. Primarna neplodnost je stanje
u kojem zeni nikada nije dijagnosticirana klinicka trudno¢a. S druge strane sekundarna
neplodnost znaci stanje u kojem Zena generativne dobi nakon prethodne (jedne ili vise)
spontane trudnoce uz redovite i1 nezasticene odnose, s istim partnerom, ne postize ponovnu

klinicku trudnocu (5).

1.1.2. Uzroci neplodnosti

Razli¢ita medicinska stanja i faktori utjeCu na plodnost i posljedicno nemoguénost
zacCeca djeteta. Moze se raditi o izoliranom problemu, skupini razli¢itih uzroka ili u nekim
slucajevima neidentificiranim uzrocima. Smatra se da je polovica uzroka neplodnosti povezana
sa smanjenom reproduktivno$éu Zenskog partnera, gotovo jedna trecina slucajeva su primarno
stanja smanjenje plodnosti muSkog partnera dok su ostalo udruzeni uzroci oba partnera ili
nepoznati Cimbenici (6).

Jedan od najistaknutijih medicinskih stanja koji izravno djeluju na sposobnost zene da
zanese su ovulatorni problemi. Naime, nepostojeCe (anovulacija) i neredovite ovulacije
(oligoovulacija) mogu biti posljedica raznih hormonalnih poremecaja i1 bolesti poput
policisticnog ovarijskog sindroma (PCOS). Disbalans §titnih hormona ili prekomjerno lu¢enje
prolaktina utjeCu na menstrualni ciklus, redovitu ovulaciju i time na plodnost. Abnormalnosti
reproduktivnih organa uzrokovane strukturalnim promjenama, polipima ili benignim tumorima

mogu blokirati jajovode i utjecati na implantaciju i na takav na¢in umanjivati mogucnost



trudnoce. Takoder i brojne infekcije (inflamatorna infekcija zdjelice), bolesti (dijabetes, lupus),
adhezije i endometrioza mogu utjecati na funkciju reproduktivnih organa.

Vazan uzrok smanjene reprodukcije je i primarna insuficijencija jajnika. Naime, radi se o ranoj
menopauzi tj. preuranjenom prestanku rada jajnika prije 40. godine Zivota. Cesto se ne zna
uzrok koji dovodi do ovog stanja, ali se vjeruje da je povezano sa autoimunim i genetskim

bolestima te sa kemo- i radio-terapijama (7-9).

Najzastupljeniji uzroci smanjene fertilnosti kod muskarca su abnormalna produkcija,
dismorfi¢nost, smanjeni motilitet ili funkcionalnost spermija. Takva stanja mogu biti posljedica
nespustenih testisa, raznih genetskih defekata, bolesti poput anemije, dijabetesa ili cistiCne
fibroze, infekcija poput klamidije, gonoreje, zausnjaka ili sindroma ste€ene imunodeficijencije.
Prosirene testikularne vene (varikokela) takoder mogu utjecati na kvalitetu spermija. Jednake
poteskoce mogu uzrokovati 1 razne operacije 1 kancerozna stanja te kemo- i radio-terapije, ali
1 hormonalni disbalans poput hipogonadizma. Ukoliko muskarac ima manje od 15 milijuna
spermija u ejakulatu smatra se da je njegov kapacitet zace¢a smanjen. Jednako bitna stanja koja
utjeCu na plodnost muskarca su erektilni problemi poput preuranjene ejakulacije, strukturalni

problemi kao $to je blokada sjemenovoda te ozljede reproduktivnih organa (7,8,10).
1.1.3. Cimbenici rizika

Postoje mnogi faktori rizika koji utjeCu na neplodnost zene i muskarca medu kojima se
kao najvazniji negativni prediktivni faktor plodnosti istice dob partnera, a posebice Zene.

Fekunditet ovisi o dobi Zene pa tako prevalencija neplodnosti raste s dobi Zene (ali
moguce 1 sa dobi muskarca). Zdravom mladem paru prosje¢no je potrebno 8,5 mjeseci da
postigne klini¢ku trudnoc¢u. Najveca plodnost je izmedu 20. i 30. godine Zivota Zene i do 40.
godine muskarca. Takoder, dok optimalna plodnost Zene traje 15-ak godina, u muskarca ona
traje i do 30 godina (11). S obzirom da se Zenama plodnost smanjuje iznad 35-e godine, neki
klinicari smatraju da bi se dijagnoza neplodnosti trebala prilagoditi godinama. Sukladno tome
zene u dobi od 35 do 40 godina se smatraju neplodnima ukoliko nakon Sest mjeseci redovitih,
nezasti¢enih spolnih odnosa nisu postigle trudnoc¢u, dok bi kod Zena koje su starije od 40 godina
evaluacija neplodnosti trebala biti trenutacna (12). Povezanost godina i moguénosti zaceca
ogleda se u tome $to svakom godinom Zivota broj i kvaliteta jajnih stanica (oocita) opada.
Naime, Zene se radaju sa oko jednim milijunom jajnih stanica ¢iji se broj smanjuje starenjem te
je tako ve¢ u vrijeme puberteta i pocetka menstrualnih ciklusa broj oocita upola manji. S

obzirom na to, Zene u dvadesetim godinama imaju samo 20% Sanse zacec¢a prirodnim putem



dok ve¢ u kasnim tridesetim i ¢etrdesetim godinama ta moguénost pada na 10%. Najces¢i
razlozi su ovulatorne prirode tj. stanja neredovite ili nepostojece ovulacije. Medutim ukoliko
zena 1 dalje ima normalne, ovulacijske cikluse razlog neuspjeSnog zaceéa se moze objasniti
smanjenom kvalitetom preostalih jajnih stanica i raznim genetskim abnormalnostima oocita
koje su ¢esce $to je Zena starija (13,14).

Pusenje smanjuje mogucnost zaceca, ali i mogucnost uspjesnog ishoda tretmana za
neplodnost. Takoder, ¢eSée dolazi do erektilne disfunkcije i smanjenog broja spermija u
muskaraca koji puse, a naposljetku 1 pobacaja ukoliko dode do trudnoce.

Za zene nema sigurne granice koliko mogu konzumirati alkohola za vrijeme pokusaja
zaceca 1 trudno€e, a da nema utjecaja na ishod. Muskaraci koji konzumiraju alkohol imaju
smanjen broj i pokretljivosti spermija.

Pretilost smanjuje Sansu za za¢e¢em 1 smanjuje broj spermija.

Zene koje su pothranjenje ili boluju od bulimije i anoreksije mogu imati ovulacijske
probleme 1 time poteSkoce zaceca.

Spolno prenosive bolesti mogu takoder imati utjecaj na plodnost. Klamidija moze
oStetiti jajovode kod Zena 1 uzrokovati upalu skrotuma u muskaraca te time izravno utjecati na

plodnost (3,15,16).

1.1.4. Dijagnostika

Postoji nekoliko dijagnostickih testova koji bi se trebali napraviti u svih parova koji
imaju problema sa zace¢em djeteta (17,18).

Test ovulacije. Najjeftinija metoda koja moze detektirati ovulaciju je mjerenje bazalne
tjelesne temperature koja za vrijeme ovulacije poraste za oko pola stupnja. Takoder, porast
serumske razine progesterona, kojeg Iuci lutealno tijelo, iznad 3 ng/mL je vazan dijagnosticki
pokazatelj ovulacije. Moguce je detektirati razinu luteinizirajuéeg hormona (LH) u urinu
pomocu imuno esej kitova kod kuée jedan dan prije ovulacije. Pozitivna razina hormona u urinu
je znak ovulacije.

Analiza sjemena. Test se izvodi na ejakulatu gdje se gleda volumen sjemena,
koncentracija spermija, pokretljivost spermija i mikroskopska evaluacija morfologije spermija.

Histerosalpingografija. Dijagnosti¢ko-terapijska metoda koja se radi kako bi se

provijerilo stanje jajovoda i otkrile mogucée abnormalnosti.



Test rezerve jajnika. U nekih parova, narocito onih gdje je Zena starija od 35 godina,
trebala bi se napraviti i procjena ostatne rezerve jajnika koja je prediktivni ¢imbenik plodnosti
1 ima izravan utjecaj na sve tretmane lijeCenja neplodnosti. Procjena obuhvaéa biokemijske
testove i ultrazvucni pregled. Najces¢a metoda za detekciju smanjenog broja oocita je mjerenje
serumske koncentracije folikulstimuliraju¢g hormona (FSH) tijekom 2.,3. ili 4. dana
menstrualnog ciklusa. FSH potiCe rast i dozrijevanje folikula jajnika Sto rezultira stvaranjem
zrele oocite spremne za oplodnju. Kod iscrpljenih jajnika FSH ne moze vise potaknuti
folikulogenezu pa njegove vrijednosti rastu. Sto su razine hormona veée to je manja ostatna
rezerva jajnika. Drugi hormon ¢ije su vrijednosti pokazatelj rezerve jajnika je Anti-Mullerov
hormon (AMH). AMH je glikoprotein kojeg proizvode granuloza stanice primarnih,
preantralnih i antralnih folikula pa njegove vrijednosti izravno ovise o broju preostalih folikula
u jajniku. Kako se smanjuje broj folikula, smanjuje se i razina AMH, a time i ostatna rezerva
jajnika. Naposljetku, pomocu transvaginalnog ultrazvu¢nog pregleda moguce je brojati antralne
folikule promjera 2-10 mm na oba jajnika. Broj antralnih folikula (eng. antral follicle count,
AFC) izravno pokazuje rezervu jajnika. AFC se smatra boljim testom za odredivanje ovarijskog
odgovora u usporedbi sa biokemijskim testovima (14,19).

Laparoskopija. Ima izravan uvid u izgled i funkcionalnost jajovoda, jajnika i
maternice. Moze otkriti znakove endometrioze, oziljaka, blokada i raznih deformacija tubula i
maternice koje mogu utjecati na uspjesnost oplodnje.

Drugi testovi ukljucuju preglede ultrazvukom, mjerenje koncentracija zenskih 1 muskih
spolnih hormona u krvi, razna genetska testiranja i cervikalne briseve (aerobi, anaerobi,
mycoplasma, ureaplasma i klamidija), koje se lijeci antibioticima, a izravno mogu utjecati na

plodnost.

1.1.5. Lijecenje

Nakon §to se definira razlog neplodnosti, cilj je da se reverzibilni ¢imbenici koji utjecu
na plodnost isprave, a ireverzibilni ¢imbenici pokuSaju premostiti. Prije ikakvog medicinskog
postupka bitno je paru napomenuti da svoje zivotne navike i sve eventualne rizi¢ne faktore koje
mogu kontrolirati (prestanak puSenja, konzumacije kave i alkohola i pracenje prikladnog
trenutka za spolne odnose) uklone i prilagode cilju poboljSanja plodnosti i zace¢u djeteta.

Terapeutske intervencije za lijeCenje muske ili Zenske neplodnosti mogu ukljucivati
terapiju lijekovima, operacije te procedure medicinski potpomognute oplodnje.

Metode medicinski potpomognute oplodnje najces¢i su i1 najvazniji nacin lijeCenja

neplodnosti (17,20).



1.2. Medicinski potpomognuta oplodnja (MPO)

1.2.1. Definicija i podjela

Tehnologija medicinski potpomognute oplodnje (MPO) je medicinski postupak koji se
prvenstveno koristi za rjeSavanje medicinski dokazane neplodnosti. Pripada podrucju
reproduktivne endokrinologije i neplodnosti. Njime se lije¢i 70-80% svih uzroka neplodnosti
te se primjenjuje tek kada su sve ostale metode lijeCenja bezuspjesne. Vaznost metoda MPO
iskazuje ¢injenica da se pomocu njih rada 1-5% novorodencadi godiSnje. Medutim neki se
oblici MPO koriste i za plodne parove iz genetskih razloga poput preimplantacijske genetske
dijagnoze (20,21).

MPO metode se mogu podijeliti na homologne i heterologne. Dok se u homolognim
postupcima koriste gamete neplodnog para, u heterolognoj metodi jedna od gameta je donorska.

Spermiji se uzimaju ejakulatom, iz urina ili kirurski iz testisa (22).

1.2.2. Vrste medicinski potpomognute oplodnje

MPO pokriva Sirok spektar postupaka. Ukoliko nema specificnih indikacija uglavnom
se zapocCinje sa jednostavnijim, manje invazivnim i jeftinijim tehnikama dok se naprednije

opcije koriste tek ukoliko se jednostavnije nisu pokazale uspjesnima.

Jednostavnije metode MPO ukljucuju indukciju ovulacije, arteficijalnu inseminaciju
sjemenom supruga i prijenos gameta/zigota u jajovod.

Indukcija ovulacije. Indukciju ovulacije mogu koristiti Zene koje ne ovuliraju ili ne
ovuliraju redovito ili koje proizvode samo niske razine hormona koje su potrebne da zatrudni.
Indukcija ovulacije ukljuuje uzimanje hormonskog lijeka (oralna tableta ili injekcija) koji
stimulira proizvodnju hormona S§to za cilj ima rast folikula i lakSe predvidanje vremena
ovulacije ¢ime odnosi s partnerom u to vrijeme imaju ve¢u Sansu da rezultiraju trudnoc¢om.

Arteficijalna inseminacija sjemenom supruga (eng. arteficial insemination by husband,
AIH). Koristi se za lijeCenje Zena koje imaju normalne i1 zdrave jajovode, ali iz nekog razloga
ne mogu posti¢i zace¢e. Radi se inseminacija pripravljenog sjemena uz pomo¢ katetera
transcervikalno u maternicu (intrauterina inesminacija, IUI) ili pocetni dio jajovoda
(intratubarna inseminacija, ITI) u vrijeme ili blizu vremena ovulacije. Preduvjet za AIH su
dokazano prohodni jajovodi. Ovaj se postupak moZe izvesti tijekom prirodnog menstrualnog
ciklusa. Indikacije za postupak mogu biti slab cervikalni faktor, stanje nakon operacija cerviksa,

subfertilan spermiogram , nepovoljan postkoitalni test (PCT), imunoloski uzrok neplodnosti,



nerazjasnjena (idiopatska) neplodnost, endometrioza (I i II stupanj) ili spolna disfunkcija
muskarca.

Prijenos gameta/zigote u jajovod (eng. zygote/gamete intrafallopian transfer,
GIFT/ZIFT). GIFT je zapocet kao “prirodnija” inalica izvantjelesne oplodnje. Umjesto
oplodnje koja se odvija u posudi za kulturu u laboratoriju, aspirirane oocite se stavljaju izmedu
dva sloja sperme u finoj cijevi. Cijev se potom unosi u jedan od jajovoda gdje su jajna stanica
i sperma ostavljeni da se prirodno oplode. Iako se GIFT danas vrlo rijetko koristi moze biti
opcija za parove koji ne Zele koristiti IVF zbog vjerskih razloga. Uvjet za postupak su
funckionalni jajovodi

Napredne tehnike MPO obuhvacaju dva temeljna oblika lije€enja: in vitro oplodnju
(IVF) 1 intracitoplazmatsku injekciju sperme (ICSI). Nacelno se IVF metoda primjenjuje za
lijecenje zenske neplodnosti, a ICSI za lijecenje teskih oblika muske neplodnosti.

Izvantjelesna oplodnja (eng. In vitro fertilization, IVF). IVF je naj¢esc¢a i najuCinkovitija
metoda MPO.

Intracitoplazmatska mikroinjekcija sperme (eng. intracytoplasmatc sperm injecton,
ICSI). ICSI se nacelno uglavnom koristi za lijecCenje teSkih oblika muSke neplodnosti tj. kada
muskarac ima probleme vezane za spermu kao Sto je nizak broj ili dismorficnost spermija.
Slijedi isti postupak kao 1 IVF jedino Sto ukljucuje izravno ubrizgavanje jedne sperme u svako

jaje kako bi se postigla oplodnja (Slika 1) (23-25).

Slika 1. Tlustracija intracitoplazmatske injekcije sperme (ICSI) kao jedan od postupaka

medicinski potpomognute oplodnje (26).



1.3. In vitro oplodnja
1.3.1. Definicija i podjela

Izvantjelesna oplodnja (engl. in-vitro fertilisation-IVF) jedan je od najpoznatijih
postupaka medicinski potpomognute oplodnje koji se upotrebljava kada su sve ostale metode
potpomognute oplodnje bezuspjesne. Osnovna namjena postupka je premostiti neplodnost te
kao izravni cilj intervencije postic¢i trudnocu. Radi na principu da se stimulira ovulacija jajnika
kombinacijom lijekova koji poboljSavaju plodnost u cilju da se razvije ve¢i broj folikula 1
funkcionalnih jajnih stanica koje ¢e se upotrebljavati dalje u postupku oplodnje. Zatim se jedna
ili viSe oocita aspirira iz ovarijskih folikula. Potom se te aspirirane i odabrane oocite oplode u
laboratoriju na nacin da se jajne stanice i spermiji pomijeSaju u zajednickoj posudi i ostave u
kultivacijskom mediju. Spermiji mogu spontano oploditi jajnu stanicu ili ¢e oplodnja biti
pomognuta postupkom ICSI ako je Sansa za spontanom oplodnjom mala. Ukoliko je fertilizacija
bila uspjesna jedan ili viSe tako nastalih embrija se prenosi u maternicu nakon cega slijedi
implantacija. Svi ovi koraci se odvijaju u vremenskom periodu od dva tjedna Sto ujedno ¢ini
jedan IVF ciklus (27,28).

In vitro naziv postupka oznacava bioloSku proceduru koja se odvija izvan organizma §to
u slucaju IVF postupka znaci oplodnju jajne stanice spermijem izvan maternice. Naime taj naziv
je potreban kako bi se razlikovalo od in vivo procedure, gdje tkivo ostaje unutar zZivog
organizma gdje se normalno nalazi. Prva trudnoca postignuta in vitro fertilizacijom 1 prvo
rodenje djeteta zaCetog tim postupkom su zabiljezeni 1976. i 1978. godine, a danas se takvo
lijecenje primjenjuje u 70% svih uzroka neplodnosti (29-31).

Protokoli za lije€enje neplodnosti metodom IVF-a se dijele u dvije glavne grupe, u
protokole u prirodnom i stimuliranom ciklusu. Naime, prema klasifikaciji International Society
for Mild Approaches in Assisted Reproduction (ISMAAR), osnovni princip postupka IVF-a u
prirodnom ciklusu je potpuni izostanak bilo koje vrste stimulacije ovulacije, a vrijeme aspiracije
folikula se odreduje na osnovi razine luteinizirajuéeg hormona. Modificirani prirodni ciklus
oznacuje protokol u kojem je selekcija oocite prirodna, ali njezino zavrSno dozrijevanje i
vrijeme aspiracije je potaknuto injiciranjem humanog korionskog gonadotropina. Ujedno se
koriste i antagonisti gonadotropin-otpuStaju¢eg hormona kako bi sprijecili prijevremenu
ovulaciju. Konac¢no, ako se primjeni bilo koja vrsta lijekova za stimulaciju ovulacije rano u

ciklusu tada se radi o stimuliranom ciklusu (32).



1.3.2. Indikacije

Inicijalno se IVF postupak koristio uglavnom kod Zena s tubularnim problemima koji
se nisu mogli rjesiti operacijski. Kada je postupak postao usavrseniji tako su se i indikacije za

njega prosirile te je on sad izbor i kod sljedeéih stanja koja utjecu na smanjenje plodnosti:

e Tubularni faktori (primarna terapija kod potpune opstrukcije tubula, prijasnja
sterilizacija ili uklanjanje tubula)

e Ovulatorni problemi (razli¢ita anovulacijska ili oligoovulacijska stanja)

e Smanjena ovarijska rezerva

e Prijevremena disfunkcija jajnika (gubitak normalne funckije jajnika prije 40. godine
¢ime dolazi do neregularnog otpustanja jajnih stanica i nedovoljne razine hormona)

e Uterini faktori (Ahermanov sy, distorzija maternice, itd.)

e Endometrioza (Cesto uzrokuje disfunkciju jajnika, maternice i tubula)

e Neobjasnjeni uzroci neplodnosti

e NeuspjeSne sve ostale manje invazivne metode MPO

Takoder lijeCenje treba usmjeriti na IVF ikada je rije¢ o dugotrajnoj neplodnosti, u Zena
starijih od 35 godina i kod teze muske neplodnosti (slaba pokretnost spermija, dismorfije u
veli¢ini 1 obliku spermija). Onkofertilitetni postupci se isto primarno usmjeruju na MPO

odnosno IVF (27,28,33).

1.3.3. Cimbenici koji pozitivno utje¢u na uspjeSnost postupka

Postoji niz faktora prije poCetka samog postupka koji utjeCu na njegovu uspjesnost.
Jedan od vaznijih ¢imbenika je dob majke. lako IVF uglavnom moze premostiti ve¢inu razloga
neplodnosti kod mladih Zena, njegova uspjeSnost pomalo pada kod starijih Zena, narocito onih
starijih od 40 godina (34,35).

Nadalje, odgovarajuca rezerva jajnika tj. koncentracije folikulostimuliraju¢eg hormona
(FSH) i estradiola u serumu mogu pomo¢i u predvidanju uspjeha IVF postupka. Naime,
poviSene koncentracije FSH u serumu u ranoj folikularnoj fazi (tre¢i dan ciklusa) povezane su
s loSom prognozom za trudnocu nakon IVF-a. Takoder i visoke koncentracije serumskog
estradiola tre¢i dan ciklusa povezane su s loSim ishodom trudnoce jer se ¢ini da su povezane s
brzim propadanjem folikula i smanjenim brojem oocita. U svih Zena starijih od 35 godina

potrebno je mjeriti serumski FSH 1 estradiol na tre¢i dan ciklusa te se postupak IVF-a ne



zapocinje ukoliko su koncentracije FSH u serumu >20 mIU/mL ili koncentracije estradiola u
serumu >100 pg/mL (367 pmol/L) (36-38).

Konacno, bitan faktor za odredivanje uspjesnosti postupka je i Anti-Mullerov hormon
(AMH). Naime, njega stvaraju rastuci folikuli u jajniku te je zato odredivanje njegove

koncentracije dobar prediktor ovarijske rezerve i plodnosti zene (39).

1.3.4. Cimbenici koji negativno utje¢u na uspjesnost postupka

Postoje i faktori koji izravno negativno utjecu na uspjeh IVF postupka. Najznacajni od
njih je hidrosalpinks. Studije su pokazale da je prisutnost hidrosalpinksa povezana s loSim
ishodom IVF-a te da je stopa zivorodenih jedna polovica nego u Zena bez hidrosalpinksa.
Stovise, randomizirana ispitivanja su pokazala da salpingotomija prije IVF postupka u Zena s
hidrosalpinksom poboljSava stope trudnoce te ju stoga treba preporuciti (40,41).

Drugi izrazito bitan faktor je puSenje cigareta koje smanjuje stope uspjeha IVF-a te je
povezano je s brojnim Stetnim ucincima na opce zdravlje. Prestanak puSenja je jedna od
primarnih preventivnih mjera prije ulaska u procese medicinski potpomognute oplodnje (42).

Kako bi postupak oplodnje bio $to uspjesniji potrebno je normalizirati tjelesnu tezinu
oba partnera te se tezi posti¢i optimalni BMI od 20-25 kg/m?. Naime, prevalencija neplodnosti
u pretilih zena je povecana kao i smanjena stopa IVF postupaka Sto su pokazale brojne
retrospektivne studije (43,44).

Konzumacija alkohola i kofeina izravno smanjuje uspje$nost postupka te je potrebno
smanyjiti njihovu uporabu prije pocetka postupka IVF-a (45,46).

Naposljetku, studije su pokazale da Zene koje boluju od nekih autoimunih bolesti mogu
imati utjecaja na smanjenu uspjesnost in vitro oplodnje zbog interferiranja bolesti s normalnom

implantacijom embrija nakon transfera (47).

1.3.5. Rizici

Specificni koraci IVF postupka sa sobom nose i niz rizika. U prvom redu in vitro na¢in
oplodnje povecava Sansu viseplodove trudnoce ukoliko se napravi transfer viSe od jednog
embrija. Takve viSeplodove trudnoc¢e imaju povecan rizik od prijevremenog poroda te niske
porodajne mase djeteta. Medutim, istrazivanja su pokazala da i kod jednoplodovih trudnoca
postignutim IVF postupkom postoji blagi rizik od prijevremenog poroda (48,49).

Nadalje, nacin stimulacije ovulacije u postupku IVF-a lijekovima za neplodnost moZze
uzrokovati sindrom hiperstimulacije jajnika (eng. ovarian hyperstimulation syndrome, OHSS)

koji dovodi do oticanja 1 bolnosti jajnika. To je jedna od ozbiljnijih komplikacija postupka
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potpomognute oplodnje te ukoliko se radi o tezim oblicima, nerijetko zahtijevaju dugotrajniju
hospitalizaciju. Simptomi sindroma ukljuc¢uju nadutost, mucninu, proljev, povraéanje, ubrzano
dobivanje na tjelesnoj tezine te bolove u trbuhu, dispneju, smanjenu diurezu i prestanak rada
bubrega i druge znakove pretjeranog nakupljanja tekuéine u tjelesnim Supljinama ukoliko se
radi o izraZenijim oblicima. Simptomi obi¢no traju 1-2 tjedna, a osim simptomatskog,
specificnog lijecenja nema (50,51).

Medu znacéajnim rizicima postupka in vitro oplodnje spada i povecana stopa pobacaja.
Naime, kod mladih Zena koje su zatrudnjele postupkom in vitro oplodnje stopa pobacaja se ne
razlikuje od stope pobacaja kod Zena koje su zacele prirodnim putem. Medutim, do primjetne
razlike dolazi ukoliko se radi o starijim Zenama.

Komplikacije postupka se mogu ocitovati 1 tijekom postupka punkcije folikula i
aspiracije jajnih stanica gdje postoji mogucnost krvarenja, infekcije i1 oStecenja crijeva,

mokraé¢nog mjehura ili krvne Zile (27).

1.3.6. Metoda

Proces in vitro oplodnje se odvija u pet klju¢nih koraka.

e Stimulacija ovulacije (tzv. superovulacija)
U prirodnom menstrualnom ciklusa jajnik proizvede jednu jajnu stanicu mjesecno dok se u
postupku in vitro oplodnje koriste razni lijekovi kako bi se stimulirala ovulacija i proizvodnja
oocita. Postupak uglavnom poc¢inje tre¢i dan menstrualnog ciklusa. PoZeljno je dobiti vise jajnih
stanica s kojima ¢e se manipulirati dalje u postupku. Kako bi se oocite optimalno razvile njihovo
zavr$no sazrijevanje najéeS¢e se stimulira hormonalnim injekcijama. Finalna maturacije se
potice kada su folikuli veli¢ine najmanje 15 mm, a aspiracija folikula se planira 34-36 sati iza
toga, neposredno prije oc¢ekivane ovulacije.

e Folikularna punkcija
Kada se procjeni da su folikuli dovoljni zreli, pod vodstvom ultrazvuka se iz folikula oba jajnika
transvaginalnom tehnikom tankom iglom aspiriraju jajne stanice (Slika 2). Oocite se iz folikula
aspiriraju jedna po jedna, a prosjecan broj aspiriranih jajnih stanica je 10-15 (52,53).

e Oplodnja
stanica. U laboratoriju se spremiji i jajna stanica Ciste od okolnih neaktivnih stanica te se
stavljaju zajedno u omjeru od oko 75 000:1 u kultivacijski medij. Sperma najceS¢e spontano

oplodi jajnu stanicu nakon nekoliko sati kultivacije. Ukoliko je Sansa za spontanom oplodnjom
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(klasi¢ni IVF) mala radi se ICSI u kojoj se spermij direktno injicira u jajnu stanicu. Oplodene
jajne stanice se prate i ukoliko je oplodnja bila uspjesna razvija se embrij (52,54).
e Kaultura embrija
Prati se razvoj embrija te bi kroz pet dana normalni embrij trebao imati nekoliko stanica koje
¢e se aktivno dijeliti. Laboratoriji su razvili metode ocjenjivanja kvalitete jajne stanice i
zametka te dalje u postupak idu morfoloski kvalitetni embriji s najve¢im implantacijskim
potencijalom. Obi¢no se zametci koji su razvili 6-8 stanica vra¢aju 3 dana nakon punkcije. U
nekim programima, zameci se dalje kultiviraju i transfer se radi u stadiju blastociste petog dana
nakon punkcije. Studije su pokazale da se transferom zametaka u stadiju blastociste postize
veca stopa trudnoce (52,55,56). U zemljama u kojima je to dopusteno, prije transfera moze se
izvrsiti predimplantacijska genetska dijagnostika (PGD) koja daje informacije o genetickom
statusu embrija i omogucuje odabir embrija prije implantacije (57).
e Prijenos zametka

Embriji se uglavnom vrac¢aju u zZeninu maternicu tri do pet dana nakon postupka aspiracije i
oplodnje. Ukoliko je ovaj korak uspjeSan do implantacije ¢e doc¢i Sest do deset dana nakon
punkcije folikula. Nekoliko zametaka se moze vratiti da se poboljSaju Sanse za implantaciju i
trudnocu. Broj zametaka koji ¢e se transferirati ovisi o broju dostupnih zametaka, dobi zene 1
drugim medicinskim i dijagnostickim faktorima, a najceS¢e se prenosi 1 do 3 zametka.
Medutim, zbog minimiziranja rizika viSeplodnih trudnoca, Europsko udruzenje za humanu
reprodukciju i embriologiju (engl. European Society of Human Reproduction and Embryology,
ESHRE) preporuca prijenos jednog zametka (engl. single embrio transfer, SET), a viSak

kvalitetnih embrija se moze zamrznuti (58,59)

Nakon svih navedenih koraka posljednja stvar koja se primjenjuje kako bi IVF postupak
bio Sto uspjesniji je tzv. lutealna potpora. Naime, tijekom lutealne faze ciklusa koriste se
lijekovi, naj¢esSce progesteron, progestini, hCG ili GnRH agonisti, kako bi se povecala Sansa za
uspjesnu implantaciju. Cesto se daju zajedno s estradiolom kako bi se sprije¢iko kasno lutealno
vaginalno krvarenje. Tzv. lutealna potpora, uglavnom u obliku preparata progesterona, se daje
poslije ovulacije na dan aspiracije oocita kako bi se osigurala potrebna razina progesterona i

nastavlja se do dana odredivanja vrijednosti BhCG (60,61).
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uT

Slika 2. UZV aspiracija folikula (UT-uterus, J-jajnik, V-vagina, I-igla, F-folikul, UZV-S-sonda,
KZ-moguée krvne zile, EV-ehogeni vrh) (62).
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1.4. Indukcija ovulacije

Indukcija ovulacije (IO) se odnosi na stimulaciju jajnika pomocu lijekova s namjerom
stvaranja bar jedne dominantne jajne stanice. Uglavnom se koristi kod zena s razli¢itim
ginekoloskim bolestima koje dovode do anovulacije ili oligoovulacije, a uobicajeni simptomi
koji ukazuju na takva stanja su izostanak menstruacije ili nepravilan menstrualni ciklus (9).

Medutim, IO moze biti i sastavni dio lijeCenja neplodnosti. Suprotno prirodnom ciklusu
u kojem se odabire, raste i sazrijeva do ovulacije samo jedan folikul, stimulirani su ciklusi
dizajnirani tako da se primjenom egzogenih hormona nastoji povisiti broj folikula koji ¢e biti
odabrani za daljni rast 1 razvoj. Takoder bitno obiljezZje stimuliranih ciklusa jest da zavr$no
sazrijevanje oocita ovisi o primjeni egzogenih hormona, HCG- a ili GnRH agonista (62).

Buduc¢i da se osjetljivost jajnika na stimulaciju lijekovima razlikuje medu pojedinim
zenama, potrebni su specifi¢ni 1 individualizirani protokoli lije¢enja 1 pracenja kako bi se

postigao razvoj jednog folikula u procesu indukcije ovulacije (63).

1.4.1. Vrste indukcije ovulacije

U ciklusima za IVF razlikujemo blagu stimulaciju ovulacije te standardnu tj.
kovekcionalnu stimulaciju ovulacije u kojoj se lijekovi za 10 koriste agresivnije. Pod terminom
blaga stimulacija se podrazumijeva pristup u kojem se koriste razliciti protokoli minimalne
stimulacije, nize doze lijekova kroz krac¢e vrijeme i u kojima je svrha stvaranje 3-5 folikula po
jednom ciklusu IVF postupka (64). Takoder takav pristup smanjuje stopu sindroma
hiperstimulacije jajnika, multiple trudnoce i troskove lijeCenja dok stopa trudnoca ostaje ista.

Najcesci lijekovi koji se koriste za IO su antiestrogeni koji uzrokuju inhibiciju negativne
povratne sprege estrogena na hipofizu Sto rezultira porastom lu¢enja folikul stimulirajuceg
hormona. Lijekovi koji se uglavnom rabe su selektivni modulatori estrogenskih receptora,
klomifen citrat (CC) i tamoxifen ili letrozol koji je inhibitor aromataze (IA). IO ovim lijekovima
podrazumijeva blagi protokol stimulacije. Drugi uspjesni lijekovi koji se koriste za 10 te
spadaju u konvekcionalni protokol IO su humani menopauzalni gonadotropin (hMG) 1 folikul
stimuliraju¢i hormon (FSH) koji se daju u visokim dozama. Njihova primjena pocinje najéesce
od drugog dana ciklusa te direktno stimuliraju jajnike sa svrhom stvaranja desetak zrelih
folikula. U Zena s anovulacijom standardni protokol se koristi tek nakon 7-12 pokusSanih ciklusa
antiestrogenske terapije jer je ona jeftinija i lakSa za kontrolirati (65). Takoder postoji protokol
tzv. blaze stimulacije u kojima se koriste nize doze hMG ili FSH za stimulaciju ovulacije.
ISMAAR sugerira da bi maksimalna dnevna doza od 150 i.j. hMG 1ili FSH trebala biti granica
koja razlikuje blazi od konvekcionalnog postupka IVF-a (62,66,67).
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Vazno je zapoceti s najmanje invazivnom, najjednostavnijom i najefektivnijom opcijom
lijeCenja, a svaka sljedeca opcija treba ovisiti o odgovoru jajnika tj. ovulaciji i broju nastalih

folikula.

1.4.2. Postupak

Postupak 10 se sastoji od tri koraka. Prvi korak je stimulacija lijekovima i to naj¢esée
koriste¢i CC ili FSH. CC je oralni lijek koji se uzima pet dana na po¢etku menstrualnog ciklusa.
Ciklus se tada monitorira ultrazvu¢nim pregledima 1 nalazima krvi kako bi se procjenila
ovulacija i odgovor na lijek. FSH se daje u formi dnevnih injekcija. Niske doze FSH se davaju
svaki dan od petog dana menstrualnog ciklusa. Odgovor jajnika na injekcije se takoder
monitorira ultrazvu¢nim pregledima 1 nalazima krvi.

U drugom koraku dolazi do ovulacije te je u tom periodu najveca Sansa za trudnocu.

Treci korak oznacuje lutealnu fazu do koje dolazi stimulacijom ovulacije egzogenim
gonadotropinima. Naime, stvaraju se mnogobrojna Zuta tijela koja odrzavaju suprafizilosku
razinu steroida u serumu. Abnormalno niska razina LH tijekom luteinske faze moze biti
nedostatna da stimulira i odrzi razinu lutealne funkcije koja je potrebna za maturaciju
endometrija pa se zato daje tzv. lutealna potpora u obliku preparata progesterona kako bi se
odrzala njegova dostatna koncentracija (60,66,67).

Stimulaciju ovulacije treba razlikovati od stimulacije razvoja viSestrukih folikula kod
ovulacijskih zena u postupcima MPO jer su populacija bolesnika, ciljevi lijeenja 1 klinicki

ishod razli¢iti. Takav postupak se naziva kontrolirana hiperstimulacija jajnika.
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1.5. Kontrolirana hiperstimulacija jajnika

Kontrolirana ovarijska hiperstimulacija je stimulacija razvoja multiplih folikula u
jajniku u jednom ciklusu. Uglavnom je dio MPO postupka i za cilj ima razvoj veceg broja
folikula (optimalno 11-14 antralnih folikula promjera 2-8 mm) iza Cega slijedi transvaginalna
aspiracija oocita, inkubacija te transfer embrija od maksimalno dva embrija po postupku (68).

Kontrolirana ovarijska stimulacija ujedinjuje tri elementa. Prvo je stimulacija razvoja
veceg broja folikula egzogenim gonadotropinom. Zatim slijedi kotretman s agonistom ili
antagonistom gonadotropin-otpustajueg hormona te finalno poticanje zavrSne maturacije jajne
stanice 34-36 sati prije aspiracije oocita za daljni postupak MPO. Pripravci gonadotropina koji
su dostupni za koriStenje su humani menopauzalni gonadotropin (hMG), urinarni produkt sa
folikulostimuliraju¢im hormonom (FSH) 1 luteiniziraju¢i hormon (LH), procis¢eni FSH (p-
FSH) i visoko procis¢eni FSH (hp-FSH) te razli¢iti rekombinnatni FSH (rfFSH) i LH (rLH)
pripravci (69-71).

GnRH agonisti i antagonisti se koriste u brojnim protokolima u postupcima medicinski
potpomognute oplodnje. U tzv. "dugim protokolima”“, primjena GnRH agonista pocinje
najmanje dva tjedna prije stimulacije i nastavlja se dok se ne postigne maturacija jajnih stanica.
Alternativni "kratki protokol” koristi GnRH agoniste simultano sa stimulacijom i nastavlja se
njihova primjena do dana indukcije zavrSne maturacije oocita. SloZzen spoj endokrinih promjena
se dogada u Zeni koja prolazi kroz postupak ovarijske stimulacije kao dio in vitro postupka.
Dva glavna cilja kontrolirane ovarijske hiperstimulacije su stvoriti dovoljan broj dobro
razvijenih folikula te sprijeciti spontanu ovulaciju. GnRH agonisti se primjenjuju
intramuskularno, subkutano ili intranazalno. U “dugom protokolu” inicijalni efekt GnRH
agonista je pracen desenzibilizacijom hipofize. Ovaj protokol je povezan sa nastankom veceg
broja oocita i stopom klini¢ke trudnoce medutim postoje dokazi da ovaj postupak zahtijeva
puno vise gonadotropina u usporedbi s kratkim protokolima te zbog toga postoji i poveznica sa
znacajno povecanom stopom viSestrukih trudno¢a 1 to do 36%, a sindrom hiperstimulacije
jajnika se javlja u 14% ciklusa lije¢enja (63,72).

Takoder, postoji i opcija u kojoj se koriste GnRH antagonisti ¢ija primjena pocinje
nekoliko dana poslije stimulacije ovulacije i traje do trenutka kada se primjenjuju lijekovi za
poticanje zavrSne maturacije jajnih stanica. GnRH antagonisti djeluju na na¢in da se veZu na
GnRH receptore 1 sprjecavaju endogeno otpustanje GnRH iz hipofize. GnRH antagonisticki

protokoli su povezani s trenutnom supresijom LH i smanjenom uporabom gonadotropina. Kao
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rezultat toga antagonisticki protokoli su povezani sa znaCajnom redukcijom OHSS-a bez
redukcije stope zivorodene djece (62,72,73).

Glavni ciljevi indukcije ovulacije kod Zena s anovulacijskom neplodnoscu su postici
monofolikularni razvoj i kasniju ovulaciju te kona¢no jednoplodovu trudnoc¢u i rodenje zdravog
novorodenceta. Bitno je minimalizirati stopu viSeplodovih trudnoéa te smanjiti rizik OHSS-a
kod Zena koje se lijeCe gonadotropinom, osobito onih sa sindromom PCOS koje su pod ve¢im
rizikom. Ukoliko se sindrom razvije to bi moglo znaciti otkazivanje ciklusa (51).

Na kraju stimulirajue faze in vitro postupka, posljednji korak je poticanje zavrSne

maturacije jajnih stanice.

1.6. Zavrsno sazrijevanje jajnih stanica

Posljednji korak u postupku in vitro potpomognute oplodnje je poticanje oocita na
kona¢no dozrijevanje i njihovo otpustanje tijekom folikularne faze. Jajne stanice moraju
dovrsiti rast 1 razvoj kako bi se mogle koristiti dalje u postupku. Zapravo se radi o zamjeni za
luteinizacijski hormon (LH) ¢ija uloga ukljucuje zavr$nu maturaciju jajnih stanica u prirodnom
menstrualnom ciklusu. Klju¢no je vrijeme zavr$ne maturacije. Ukoliko se zavrSna maturacija
potakne prerano, jajne stanice nece sazrijeti dovoljno, a ukoliko se potakne prekasno postoji
mogucnost da jajne stanice ve¢ budu prestare te se ne¢e moci primjereno oploditi (27,74,75).
Svakodnevni pregledi ultrazvukom tijekom posljednje etape postupka MPO omogucuju da se
prati stanje jajnih stanica te da se njihova zavrSna maturacija potakne u pravo vrijeme.
Uobicajeno se daje samo jedna injekcija lijeka, a smatra se da je najbolji trenutak za njegovu
primjenu kada su Cetiri ili viSe ovarijska folikula veli¢ine najmanje 15 mm i kada je razina
serumskog estradiola 0,49 nmol/L (76,77).

Lijekovi koji se trenutno koriste su hCG, koji je najées¢e koristeni lijek, GnRH agonist

u antagonistickim protokolima te rekombinantni LH (rLH).
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1.6.1. Humani korionski gonadotropin

Humani korionski gonadotropin (hCG) je glikoprotein koji se sastoji od dva lanca. Alfa
lanac je identi¢an kao i kod tiroidnog stimuliraju¢eg hormona (TSH), luteiniziraju¢eg hormona
(LH) i folikulostimuliraju¢eg hormona (FSH), dok je beta lanac specifi¢an samo za hCG. hCG
je hormon kojeg prirodno proizvodi posteljica tj. sinciciotrofoblast poslije implantacije.
Njegovi produkti se lu¢e urinom te je, uz hormone dobivene rekombinantnom DNA
tehnologijom, vazna i njihova ekstrakcija iz urina trudnih zena kako bi se mogli koristiti u
razli¢ite svrhe lijecenja (78).

hCG se veze na receptore koji se nalaze na jajniku i1 podrzava postojanje korpusa
luteuma na pocetku trudno¢e omogucujuci time korpusu da Iluci progesteron tijekom prvog
tromjesjecja Sto je izuzetno vazno za rast fetusa. Kako je gradom slican LH-u kojeg proizvodi
hipofiza, hCG se moze koristit za indukciju ovulacije tijekom postupaka MPO. Naime, tijekom
IVF postupka hCG se uobi€ajeno koristi kao zamjenski LH kako bi potaknuo luteinizaciju
granuloza stanica, zavr§nu maturaciju oocita i mejozu stanica te odrzavao suprafizioloske razine
proesterona i estradiola (79). U standardnim protokolima finalna maturacija oocite je uglavnom
potaknuta bolusnom injekcijom hCG-a (5000-10 000 jedinica), te se administrira Sto blize
ovulaciji. S obzirom da se zna da ¢e do ovulacije do¢i 38-40 sati nakon primjene injekcije bitno
je tocno odrediti vrijeme apliciranja kako bi se ostali procesi MPO poput intrauterine
inseminacije mogli uskladiti s ovulacijom i time povecati Sanse za trudno¢om. Isto vrijedi za
pacijentice koje prolaze kroz IVF postupak. Naime, one primaju injekciju hCG-a te im se nakon
34-36 sati radi aspiracija jajnih stanica, par sati prije nego bi se oocite zapravo otpustile iz
jajnika (80-82).

Medutim, iako se Sirom svijeta hCG ve¢ desetlje¢ima koristi u navedene svrhe, neke
studije su pokazale njegov negativni utjecaj na prijemljivost endometrija i kvalitetu nastalih
embrija. Takoder, njegov neprekidan luteotrofican efekt moZze pospjesiti razvoj OHSS-a
(50,81). 1z tih razloga su predlozene druge metode indukcije ovulacije, u cilju sprjecavanja

ozbiljnih nuspojava, a uz odrzavanje razumnih ishoda IVF postupka.

1.6.2. Agonist gonadotropin-otpustajuceg hormona

Agonist gonadotropin-otpustaju¢eg hormona (GnRH agonist) je lijek koji ima izravan
utjecaj na djelovanje gonadotropnih i spolnih hormona. S obzirom da je agonist, veZe se na

GnRH receptore i na takav na¢in pojacava ili smanjuje otpustanje gonadotropina i proizvodnju
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spolnih hormona u gonadama. Kada se koristi u svrhu supresije otpustanja gonadotropina ima
mogucnost da reducira lu¢enje spolnih hormona do ¢ak 95% (83).

GnRH agonist se koristi kao dio MPO postupka kod kontrolirane ovarijske
hiperstimulacije kako bi doveli do stanja hipoestrogenizma kada se lakSe moze kontrolirati
stimulacija rasta folikula i kona¢no otpustanje jajnih stanica potaknuto hCG-om. Medutim, i
sam GnRH agonist je postao neizostavni dio zavrSnog sazrijevanja jajnih stanica u
antagonistickim protokolima IVF postupka (81). Naime, Itskovitz-Eldor je 2000. godine opisao
prvu skupinu pacijentica koje su bile pod rizikom razvoja OHSS-a, a ¢ija je zavrSna maturacija
folikula bila potaknuta GnRH agonistima. Polovica tih pacijentica je zatrudnijela, medutim
nijedna od njih nije razvila simptome OHSS-a (84). Takoder, poticanje maturacije GnRH
agonistom uzrokuje otpustanje endogenog LH-a i FSH-a oponasajuc¢i tako prirodni fizioloski
ciklus. Od tada je primjena GnRH agonista u antagonistickim protokolima za zavrSnu
maturaciju jajnih stanica postala uobi¢ajena u svrhu supresije ovulacije tijekom
hiperstimulacije jajnika, a ujedno i smanjene pojavnosti tezih komplikacija (85).

Ipak, s druge strane njihova primjena je takoder dovela i do smanjenje stope klini¢kih
trudnoca i povecanog broja pobacaja u prvom tromjesjecju u usporedbi s hCG-om. Dok je
ustaljeni luteotroficni efekt kojeg stvara primjena GnRH agonista kod zavrSne maturacije
folikula razlog rjedem javljanju OHSS-a u pacijentica, smatra se da je razlog smanjene stope

trudnoce 1 zivorodenih defekt lutealne faze (81).

1.6.3. "Dual/double trigger” (hrv. dvostruki okidac)

Koncept “dual trigger” oznacuje konkomitantnu primjenu jedne doze GnRH agonista (4
mg) sa reduciranom ili standardnom dozom hCG-a u antagonistickim protokolima IVF-a s
ciljem manipuliranja lutealne faza u svrhu poboljSanja reprodukcije. Do njegovog nastanka
doslo je u teznji da se minimaliziraju negativni ucinci pojedino danih hormona za zavr$nu
maturaciju jajnih stanica, iskoriste njihove prednosti dok su nastale jajne stanice iste ili vece
kvalitete.

Kada najmanje tri folikula narastu do 18 mm potice se finalna maturacije oocita u to¢no
odredenom vremenskom periodu, 35 sati prije aspiracije folikula. Kod Zena sa povec¢anim
rizikom od nastanka OHSS-a primjena GnRH agonista sa smanjenom dozom hCG-a (1000-
2500 IU) smatra se kao dobra modifikacija lutealne faze rezultiraju¢i poboljSanim stopama

trudno¢e u usporedbi s primjenom samog GnRH agonista za zavrSnu maturaciju folikula.
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Dapace, stope trudnoce bi trebale biti slicne kao kod primjene samog hCG-a za zavrsno
sazrijevanje jajnih stanica, ali sa smanjenim rizikom od razvoja OHSS-a. Primjena kombinacije
GnRH agonista sa standardnom dozom hCG-a (5 000-10 000 IU) kod pacijentica bez
specificnih rizika smatra se kao znacajno bolja opcija od do tada izolirano koristenih hormona
za indukciju ovulacije sa idejom da povecava stope implantacije, klinicke trudnoce i
zivorodenosti i broj nastalih embrija izvrsne kvalitete.

Modifikacija zavrSnog sazrijevanja jajnih stanica potaknuto “dual trigger” injekcijom se
naziva “double trigger”. U tom obliku finalna maturacija se potice kombinacijom GnRH
agonista 1 standardne doze hCG 40 1 34 sata prije aspiracije jajnih stanica ¢ime se dodatno
prolongira vrijeme izmedu poticanja kona¢nog dozrijevanja oocita i aspiracije folikula ¢ime se
povecava mogucénost nastanka zrelije 1 kvalitetnije jajne stanice, a time i Sansa za njenom
implantacijom. Ova metoda se smatra primjerenijom i uspjesnijom kod lijeCenja sindroma
praznog folikula (eng. empty follicle syndrome) i kod pacijentica koje su u prethodnim
postupcima imale slab odgovor jajnika na hormonalni poticaj ili aspirirane nezrele folikule

(80,86,87).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA
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Cilj naSeg istrazivanja je usporediti uspjesnost postupaka medicinski potpomognute
oplodnje u kojima se za zavrSnu maturaciju jajne stanice koristi kombinacija humanog
korionskog gonadotropina i agonista gonadotropin-otpustaju¢eg hormona s postupcima koji za

zavr$nu maturaciju jajne stanice koriste samo humani korionski gonadotropin
Hipoteza istraZivanja:

Zavr$na maturacija jajnih stanica potaknuta kombinacijom humanog korionskog
gonadotropina i agonista gonadotropin-otpustaju¢eg hormona je uspjeSnija na krajnji ishod
postupka medicinski potpomognute oplodnje od zavrSne maturacije samo humanim korionskim

gonadotropinom.
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3. ISPITANICII METODE
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3.1. Organizacija studije
Provedena je retrospektivna studija. Istrazivanje je prema ustroju kvalitativno, dok je po

intervenciji i obradi podataka deskriptivnog tipa.

3.2. Ispitanici

Obradom je obuhvaceno 188 ispitanica koje se lijeCe od neplodnosti u razdoblju od 1.

sije¢nja 2017. do 1. sije€nja 2019. godine.
Kriteriji uklju¢enja u studiju:

1. Zivotna dob 25-42 godina
2. BMI <30 kg/m?

Kriteriji iskljucenja iz studije:

1. Endometrioza

2. Bolesti Stitnjace

3. Chusingova bolest

4. Hiperprolaktinemija

5. PoviSeni androgeni-tumori
3.3. Mjesto studije

Istrazivanje je provedeno na Zavodu za ginekolosku endokrinologiju i humanu

reprodukciju, Klinike za zenske bolesti i porode KBC Split.

3.4. Metode prikupljanja i obrade podataka

Podaci su prikupljeni iz medicinske dokumentacije Zena koje se lije¢e od neplodnosti i
koje su ispunjavale kriterije za ulazak u istraZivanje. IstraZivanje je odobreno od strane Etickog

povjerenstva Klinickog bolni¢kog centra Split.
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3.4.1. Primarne mjere ishoda

Primarna mjera ishoda je bilo ispitati hipotezu da je indukcija zavr$ne maturacije jajnih
stanica kombinacijom humanog korionskog gonadotropina i agonista gonadotropin-
otpustaju¢eg hormona uspjeSnija za krajnji ishod postupka izvantjelesne oplodnje u smislu
implantacije nego indukcija zavrSne maturacije samo humanim korionskim gonadotropinom.
U studiji su ispitanicama analizirane vrijednosti beta humanog korionskog gonadotropina

(BhCG) kao izravni pokazatelj uspjeSne implantacije.

3.4.2. Sekundarne mjere ishoda

Sekundarne mjere ishoda ukljucivale su broj jajnih stanica u metafazi dva stanicnog
ciklusa (M2 faza), broj Sestostaninih 1 osmostanicnih zametaka te zametaka u stadiju

blastociste.

3.4.3. Statisticka obrada podataka

Svi podatci su statisticki obradeni te su prikazani pomocu tablica 1 grafova. StatistiCka
obrada podataka napravljena je u Med Calcu. Kvalitativne podatke smo prikazivali uz pomoc¢
tablica kontigencije i1 usporedivali x> testom. Kvantitativne podatke koji u nasoj analizi ne
slijede normalnu razdiobu smo prikazali uz pomo¢ medijana (min-max) i interkvartilnog
raspona. Mann-Whitney U test smo koristili za usporedbu kvantitativnih podataka izmedu dviju
skupina, a Kruskal-Wallis test smo koristili za usporedbu kvantitativnih podataka za tri skupine.

Rezulate smo interpretirali na razini znacajnosti P<0,05.

3.5. Opis istrazivanja

Izvodom iz pisanih protokola lije€enja neplodnosti ispitanice su podijeljene u dvije
skupine, ovisno o terapiji lijecenja: 94 ispitanice u kojih se za stimulaciju ovulacije koristila
kombinacija GnRH agonista 1 hCG-a te 94 ispitanice kod kojih se za stimulaciju ovulacije
koristio hCG. Takoder, ispitanice su podijeljene u tri grupe po dobnim skupinama. Prva skupina
su ispitanice do 35 godina, druga skupina obuhvaca ispitanice od 35 do 40 godina i tre¢a skupina

su ispitanice iznad 40 godina.
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Slika 3. Dizajn tijeka studije (eng. flow diagram)
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4. REZULTATI

27



Istrazivanjem je obuhvaéeno 188 zena od kojih je u 94 (50%) za indukciju ovulacije
koriStena kombinacija hCG-a i GnRH agonista, a u 94 (50%) se za indukciju ovulacije koristio
hCG. Medijan zivotne dobi svih ispitanica je 35 godina (min-max; 26-42).

U daljnjem radu istrazivat ¢emo povezanost ishodne varijable implantacije (pozitivan
ili negativan BhCQG) s primjenjenom vrstom indukcije ovulacije s dobnim skupinama. Ispitanice

smo podjelili u tri dobne skupine: <35, 35-40 1 >40 godina.

U Tablici 1. prikazana je razdioba ispitanica prema dobnim skupinama u odnosu na

primjenjenu vrstu indukcije ovulacije.

Tablica 1. Prikaz broja (%) ispitanica prema dobnim skupinama u odnosu na primjenjenu vrstu

indukciju ovulacije.

Indukcija ovulacije

Dob (godina); n(%) hCG+GnRH agonist (n=94) hCG (n=94) P*
<35 57 (60,6) 44 (46,8) 0,150
35-40 26 (27,7) 33 (35,1)

>40 11 (11,7) 17 (18,1)

*y? test. Terapijske skupine su uskladene prema dobnim skupinama (%*=3,8; P=0,150).

U Tablici 2. prikazana je povezanost broja jajnih stanica u metafazi dva (M2 faza)
stanicnog ciklusa i broja Sestostanicnih 1 osmostanicnih zametaka 1 zametaka u stadiju

blastociste u odnosu na vrstu indukcije ovulacije.

Tablica 2. Prikaz medijana (min-max; interkvartilni raspon) broja stanica u metafazi dva
stani¢nog ciklusa (M2 faza) i broja Sestostani¢nih i osmostanicnih zametaka i zametaka u

stadiju blastociste u odnosu na primjenjenu indukciju ovulacije (kombinacija hCG+GnRH

agonist 1 hCG).
Indukcija ovulacije hCG+GnRH agonist hCG pe
(n=94) (n=94)

M2 faza medijan (min-max) 4,5 (0-21) 2 (0-18) 0,022
interkvartilni raspon 2-8 1-5
medijan(min-max) 2 (0-33) 0 (0-14) <0,001

Broj zametaka jpierkvartilni raspon 0-4 0-1

*Mann-Whitney test
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Medijan broja jajnih stanica u metafazi dva stani¢nog ciklusa (M2 faza) je za 2,5 veci
kod ispitanica kod kojih se za indukciju ovulacije koristila kombinacija hCG+GnRH agonista
nego u ispitanica kod kojih se za indukciju ovulacije koristio hCG (P=0,022).

Medijan broja Sestostani¢nih i osmostani¢nih zametaka i blastocista je za 2 veéi u ispitanica
kod kojih se za indukciju ovulacije koristila kombinacija hCG+GnRH agonista nego u

ispitanica kod kojih se za indukciju ovulacije koristio hCG (P<0,001).

U Tablici 3. prikazana je povezanost implantacije s vrstom indukcije ovulacije.

Tablica 3. Prikaz broja (%) ispitanica prema implantaciji (BhCG pozitivan ili negativan) u

odnosu na primjenjenu indukciju ovulacije (hCG+GnRH agonist i hCG).

Indukcija ovulacije hCG+GnRH agonist (n=94) hCG (n=9%4) P*
PhCG; n(%) negativno 55 (58,5) 67 (71) 0,067
pozitivno 39 (41,5) 27 (29)
*y2 test
80 +

#BhCG - & BhCG+
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Slika 4. Prikaz broja (%) ispitanica prema implantaciji (BhCG pozitivan ili negativan) u odnosu

na primjenjenu indukciju ovulacije (hCG+GnRH agonist u usporedbi s hCG-om).
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Razdioba ispitanica prema implantaciji u odnosu na primjenjenu indukciju ovulacije
(hCG+GnRH agonist u usporedbi s hCG-om) nije se statisticki znacajno razlikovala na razini
znacajnosti od 95% ve¢ na razini znacajnosti od 93% (P=0,067). Proporcija pozitivne
implantacije gdje se za indukciju ovulacije koristila kombinacija hCG+GnRH agonista iznosi
0,41, a kod indukcije ovulacije gdje se koristio hCG iznosi 0,29.

Da ne bismo propustili razliku ovih dviju proporcija ¥ testom uz o =0,005 i snagu
istrazivanju od 70% bilo bi potrebno imati 195 ispitanica u svakoj terapijskoj skupini. Kako je
na§ uzorak manji od navedenog, ne moZzemo sa sigurno$cu tvrditi da nema razlike izmedu
promatranih skupina s obzirom na pozitivan ishod.

U Tablici 2. razvidno je da je indukcija ovulacije kombinacijom hCG+GnRH agonist
utjecala na nastanak veceg broja jajnih stanica u metafazi dva stani¢nog ciklusa (M2 faza) 1 na
veci broj prikladnih zametaka nego indukcija hCG-om. Budué¢i da znamo da gamete u
navedenim stadijima utjecu direktno na vecu uspjesnost implantacije (Tablica 4) moglo bi se
zakljuciti da je indukcija ovulacije kombinacijom hCG+GnRH agonist ipak uspje$nija od

indukcije ovulacije samo hCG-om.

U Tablici 4. prikazana je povezanost broja jajnih stanica u metafazi dva (M2 faza)
stanicnog ciklusa i broja Sestostanicnih 1 osmostani¢nih zametaka i zametaka u stadiju

blastociste s ishodom implantacije (pozitivan ili negativan BhCQG).

Tablica 4. Prikaz povezanosti implantacije s brojem jajnih stanica u metafazi dva (M2 faza)

stani¢nog ciklusa 1 broja zametaka (Sestostani¢nih, osmostani¢nih i blastociste).

BhCG negativan pozitivan |

M2 faza medijan (min-max) 2 (0-21) 6 (0-18) <0,001
interkvartilni raspon 1-5 2,8-9

Broj zametaka medijan (min-max) 0 (0-13) 2 (0-33) <0,001
interkvartilni raspon 0-2 0-4

*Mann-Whitney test

Medijan jajnih stanica u metafazi dva (M2 faza) stanicnog ciklusa kod pozitivne
implantacije je za 6 ve¢i nego kod negativne (P<0,001). Medijan broja zametaka
(Sestostani¢nih, osmostani¢nih, blastocista) kod pozitivhe implantacije je za 2 ve¢i nego kod

negativne (P<0,001).
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U Tablici 5. prikazana je povezanost implantacije i dobnih skupina ispitanica.

Tablica 5. Prikaz broja (%) ispitanica prema uspjesnosti implantacije (pozitivan ili negativan

BhCG) u odnosu na dobne skupine.

Dobna skupina (godina) <35 (n=101)  35-40 (n=59) >40 (n=28) pP*
BhCG; n(%) 0,011
negativno 57 (56) 41 (69,5) 24 (86)

pozitivno 44 (44) 18 (30,5) 4 (14)

*x? test
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Slika 5. Prikaz broja (%) ispitanica prema uspjesnosti implantacije (pozitivan ili negativan

BhCG) u odnosu na dobne skupine.

Postoji statisticki znaCajna povezanost razdiobe ispitanica prema uspjeSnosti
implantacije 1 dobnih skupina (P=0,011). Udio ispitanica kod kojih je implantacija negativnog
ishoda u skupini >40 godina za 1,5 puta je veci nego u ispitanica Zivotne dobi <35 godina. Udio
ispitanica s pozitivnim ishodom implantacije je za 3 puta ve¢i u skupini ispitanica <35 godina
u odnosu na skupinu ispitanica >40 godina. Izgled za pozitivan ishod u odnosu na negativan

pada s porastom dobnih skupina za 2 puta manji (P=0,003).
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U Tablici 6. prikazana je povezanost broja jajnih stanica u metafazi dva (M2 faza)
stani¢nog ciklusa i broja zametaka (Sestostani¢nih, osmostani¢nih i u stadiju blastociste) s

dobnim skupinama ispitanica.

Tablica 6. Prikaz medijana (min-max; interkvartilni raspon) jajnih stanica u metafazi dva (M2

faza) i broja zametaka (Sestostani¢nih, osmostani¢nih i u stadiju blastociste) u odnosu na dobne

skupine.
Dobna skupina (godina) <35 35-40 >40 pP*
M2 faza medijan (min-max) 4 (0-21) 3 (0-13) 2 (0-6) 0,017
interkvartilni rapon 1-8 1-6 1-4
Broj zametaka medijan (min-max) 1 (0-33) 0 (0-10) 0 (0-6) 0,006
interkvartilni raspon 0-4 0-3 0-1

*Kruskal-Wallis test

Postoji statisticki znac¢ajna povezanost brojajajnih stanica u metafazi dva (M2 faza)
stani¢nog ciklusa sa dobnim skupinama (P=0,016). Razliku ¢ini skupina ispitanica >40 godina
u odnosu na skupinu ispitanica <35 godina (P=0,017). U skupini ispitanica >40 godina medijan
jajnih stanica u metafazi dva (M2 faza) stani¢nog ciklusa za 2 je manji nego u skupini ispitanica
<35 godina. Spearman koeficijent korelacije Rho izmedu godina Zivota 1 broja jajnih stanica u

metafazi dva (M2 faza) stani¢nog ciklusa je negativan i iznosi -0,244 (P=0,001).

Postoji statisti€ki znacajna povezanost broja Sestostani¢nih, osmostani¢nih 1 zametaka u
stadiju blastociste s Zivotnom dobi ispitanica (P=0,004). Razliku €ini broj zametaka izmedu
skupine ispitanica >40 godina u odnosu na skupinu ispitanica <35 godina (P=0,006). U skupini
ispitanica >40 godina medijan broja zametaka za 1 je manji nego u skupini ispitanica <35
godina. Spearman koeficijent korelacije Rho izmedu godina zivota i broja zametaka je

negativan 1 iznosi -0,249 (P=0,001).
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5. RASPRAVA
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Cilj naSeg istrazivanja je bilo ispitati je li finalna maturacija folikula potaknuta
kombinacijom humanog korionskog gonadotropina i agonista gonadotropin-otpustajuceg
hormona (“double trigger”) bolja za uspjesan ishod postupaka izvantjelesne oplodnje od
koriStenja samo humanog korionskog gonadotropina u smislu veée stope implantacije i
nastanka veéeg broja gameta prikladnih za implantaciju te utjece li meduodnos ta dva parametra

na pozitivan ishod.

Rezultati naSeg istraZivanja pokazali su da nema statisticki znacajne razlike izmedu
dviju vrsta indukcija ovulacije na uspjesan ishod implantacije. S rezultatima naSeg istrazivanja
slaze se 1 istrazivanje Esera i suradnika iz 2015. godine (87). Rezultati te studije pokazali su da
nema znacajne statisticke razlike izmedu dvije skupine ispitanica u smislu pozitivnog ishoda
implantacije. Nedostatak te studije je bio Sto su ispitanice u obje grupe bile iskljucivo
pacijentice sa slabom ovarijskom rezervom. Jednake rezultate dijeli i studija iz 2013. godine
koju su vodili Decleer i suradnici (88). Stovise, u studiji se pokazalo da je stopa trudnoée bila
jo§ 1 manja kod ispitanica u kojih se za finalnu maturaciju jajnih stanica koristio hCG zajedno
s GnRH agonistom, nego kod skupine ispitanica gdje se za indukciju ovulacije koristio samo
hCG. Suprotno ovim rezultatima svjedoCe druge dvije studije koje su proveli Lin 2011. i
Zilberbarg 2014. godine sa svojim suradnicima (82,86). Njihova istrazivanja su pokazala da
postoji statisticki znacajna razlika u stopi implantacije u skupini ispitanica koje su za zavrSnu
maturaciju jajnih stanica koristile GnRH agonist i hCG. No ipak, i te rezultate je potrebno
tumaciti s oprezom jer je i Lin, autor prve studije, naveo da je njezino ograni¢enje nedovoljan
uzorak ispitanica u promatranim skupinama. Takoder, iz istraZivanja su bile iskljuene Zene
iznad 40 godina Sto ¢ini znacajnu razliku od naSeg istrazivanja u kojem su one bile ukljucene,

jer veca Zivotna dob izravno utjeCe na ishod implantacije i time na sveukupan rezultat studije.

Ogranicenje naseg istrazivanja je Sto je uzorak ispitanica manji od potrebnog kako bi
snaga istraZivanja iznosila 70%. Stoga ne moZemo sa sigurno$¢u tvrditi da nema razlike izmedu
promatranih skupina u smislu pozitivnog ishoda, ali je svakako s obzirom i na druga istrazivanja
vidljiv pozitivan trend u korist koriStene kombinacije hormona za indukciju ovulacije, te su s

obzirom na to potrebna daljnja istrazivanja.

Kao sekundarne mjere ishoda naSe istraZivanje je pratilo stopu nastanka jajnih stanica
(oocita) u metafazi dva stanicnog ciklusa i stadij zametka (Sestostani¢éne i osmostani¢ne
zametke i zametke u stadiju blastociste). Statisticka obrada podataka pokazala je kako ima

razlike izmedu dvije skupine ispitanica u korist protokola u kojem su se koristili GnRH agonist
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1 hCG. Naime, pacijentice koje su za finalnu maturaciju folikula koristile kombinaciju
hormonskih lijekova imaju veci broj oocita u metafazi dva stanicnog ciklusa i ve¢i broj dobrih
zametaka. Dobiveni rezultat za jajne stanice u metafazi dva potvrduju i istrazivanja Lina i
Zilberberga koja pokazuju statisticki znacajnu vezu izmedu dvojne hormonske terapije i
povecanog broja oocita u metafazi dva stani¢nog ciklusa. Medutim, dok studija Zilberga prati
nase rezultate i za broj zametaka, Linovo istrazivanje je pokazalo da je broj zametaka bio sli¢an
u obje ispitivane skupine. S druge strane Decleer je sa svojim suradnicima dobio rezulate koji
pokazuju da nema statistiCki znacajne razlike izmedu dvije ispitivane grupe u broju jajnih
stanica u metafazi dva i u broju zametka. No ipak, razlika njegovog istrazivanja od naseg je u
tome $to je Decleer isklju€io Zene iznad 38 godina starosti ¢ime bi se dali objasniti 1 razli€iti
rezultati. Takoder, ni Eserovo istrazivanje nije pokazalo statistiC¢ku razliku u broju stanica u
metafazi dva stani€nog ciklusa 1 broju zametaka izmedu dvije ispitivane skupine, no za

objasnjenje tog rezultata u obzir treba uzeti ve¢ ranije napisani moguci nedostatak studije.

Nase istrazivanje je prikazalo 1 korelaciju zivotne dobi ispitanica s ishodom
implantacije, nastankom broja oocita u metafazi dva stani¢nog ciklusa 1 broja zametaka
uzimajuciu obzir vrstu protokola koji se koristio za finalnu maturaciju jajnih stanica. Ispitanice
bile podijeljenje u tri dobne skupine: <35, 35-40 1>40 godina te su ujednacene u obje prikazane
grupe. Pokazalo se kako ranija dob zene djeluje na uspjeSnost implantacije bez obzira na
koristene protokole u in vitro postupku potpomognute oplodnje. Takoder, rezultati su pokazali
kako se sa svakim prelaskom u stariju dobnu skupinu smanjivala Sansa za pozitivnim ishodom
implantacije. Prikazani rezultat ¢ini jasnu uzroc¢no posljedi¢nu vezu jer je poznato da plodnost
zene progresivno pada s rastom zivotne dobi. Naime, svakom godinom se smanjuje ovarijska
rezerva kao 1 kvaliteta nastalih jajnih stanica. Istrazivanje koje je 2009. proveo Hourwitz sa
suradnicima pratilo je uspjeSnost postupaka potpomognute oplodnje kod Zena iznad 40 godina
1usporedivalo sa ishodom postupaka kod Zena mladih od 35 godina (89). Rad je pokazao izraziti
pad uspjeSnosti postupka, implantacije i zivorodenosti kod Zena koje su u tretman lijeCenja
neplodnosti usle nakon napunjene 40. godine. Dakle, svakom godinom Zivota ispitanica
uspjesnost implantacije pada za 2-3,5%, $to se slaZe s naSim rezultatima koji su pokazali da je
stopa implantacije za tri puta veca kod Zena mladih od 35 godina, dok Zene starije od 40 godina
imaju 1,5 puta vecu Sansu za negativni ishod postupka od ispitanica mladih Zivotnih skupina.
Takoder, broj oocita u metafazi dva i broj zametaka je bio statisticki znacajno manji u skupini
ispitanica starije zivotne dobi. Medutim dok je naSe istraZivanje pokazalo znacajnu razliku u

broju jajnih stanica u metafazi dva stanicnog ciklusa i u broju zametaka, rad koji je 2017.
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prezentirala Grgndahl je zabiljezio konstantan broj oocita u metafazi dva stani¢nog ciklusa bez

obzira na zivotnu dob zena (90).

Nadalje, nas rad je pratio i meduodnos implantacije i broja jajnih stanica u metafazi dva
stani¢nog ciklusa i broja zametaka. Prikazani rezultati interakcije oocita u metafazi dva
stani¢nog ciklusa i uspjesne implantacije jednozna¢no govore za Cinjenicu da je broj jajnih
stanica u metafazi dva povezan s pozitivnim ishodom. Takoder, statisticki dobivena znacajnost
je prikazana 1 kod stadija zametka gdje je povecan broj zametaka izravno bio povezan s
pozeljnim ishodom implantacije. Rezultat kojeg smo dobili se slaze 1 sa zakljuckom velike
studije koju je vodio dr. Venetis u Australiji 2017. godine (91). U njoj je zakljuCeno da veci
broj dobivenih zametaka po jednom ciklusu postupka potpomognute oplodnje zasigurno znaci
vecu Sansu za uspjeh postupka u vidu uspjeSne implantacije 1 trudnoce. Dakako, navedene
tvrdnje treba promatrati samo u okviru novijih protokola za indukciju ovarijske ovulacije kao
Sto je "double trigger protokol kojeg smo prikazali u nasoj studiji, a koji za cilj imaju nastanak
Sto veceg broja funkcionalnih folikula, ali uz minimalne Sanse opasnih nuspojava tretmana

poput sindroma hiperstimulacije jajnika (OHSS).

Konacno, razvidno je kako je indukcija ovulacije koristenjem GnRH agonista i hCG-a
utjecala na nastanak veceg broja jajnih stanica u metafazi dva stani¢nog ciklusa i ve¢eg broja

zametaka nego samo hCG-om.

Takoder, s obzirom na ¢injenicu da gamete u gore navedenim stadijima utjecu direktno
na vecu uspjesnost implantacije da se zakljuciti da bi indukcija ovulacije kombinacijom GnRH
agonista i hCG-a trebala biti uspjeSnija od indukcije ovulacije samo hCG-om u smislu

pozitivnog ishoda.
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6. ZAKLJUCCI
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1. Nema statisticki znacajne povezanosti izmedu uspjesnijeg ishoda implantacije gdje se
za indukcije ovulacije koristila kombinacija hormona GnRH agonista i hCG-a u

usporedbi s protokolima gdje se za indukciju ovulacije koristio samo hCG.

2. Broj nastalih jajnih stanica u M2 fazi stani¢nog ciklusa i broj nastalih zametaka je veci
kod ispitanica kod kojih se za indukciju ovulacije koristila kombinacija hormona hCG+

GnRH agonista.

3. Uspjesnost implantacije raste s ve¢im brojem nastalih jajnih stanica u M2 fazi stani¢nog

ciklusa i brojem zametaka.

4. Postoji statisticki znaCajna povezanost razdiobe ispitanica prema uspjeSnosti
implantacije i dobnih skupina ispitanica te je implantacija uspjesnija Sto je pacijentica

mlada.

5. Postoji statisticki znacajna povezanost nastanka broja jajnih stanica u M2 fazi stanicnog
ciklusa i broja zametaka s dobnim skupinama te je vec¢i broj nastalih gameta $to je

pacijentica mlada.

Konac¢no, budu¢i da navedene gamete utjecu direktno na vecu uspjesnost implantacije
moglo bi se zakljuciti da je indukcija ovulacije kombinacijom hormona hCG+ GnRH agonistom

ipak uspjesnija od indukcije ovulacije samo hCG-om.
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CILJ ISTRAZIVANJA: Cilj nageg istrazivanja je usporediti stimulaciju zavr§ne maturacije
jajnih stanica na krajnji ishod postupka medicinski potpomognute oplodnje (MPO) protokola u
kojem se za stimulaciju ovulacije koristi kombinacija humanog korionskog gonadotropina i
agonista gonadotropin-otpustaju¢eg hormona (hCG+GnRH agonist) s protokolom u kojem se

koristi samo humani korionski gonadotropin (hCG).

ISPITANICI I METODE: Ovo retrospektivno istrazivanje provedeno je na Zavodu za
ginekoloSku endokrinologiju 1 humanu reprodukciju, Klinike za Zenske bolesti i porode KBC
Split u razdoblju od 1. sije¢nja 2017. do 1. sijecnja 2019. godine. Podaci su prikupljeni iz
medicinske dokumentacije Zena koje se lije¢e od neplodnosti 1 koje su ispunjavale kriterije za
ulazak u istrazivanje. Obradom je obuhvaceno 188 ispitanica: 94 ispitanice u kojih se za
stimulaciju ovulacije koristila kombinacija hCG+GnRH agonista te 94 ispitanice kod kojih se
za stimulaciju ovulacije koristio hCG. Takoder ispitanice su podijeljene po dobnim skupinama.
Prva skupina su ispitanice do 35 godina, druga skupina obuhvaca ispitanice od 35 do 40 godina
i treca skupina ispitanice iznad 40 godina. U studiji su ispitanicama obje skupine analizirane
vrijednosti beta humanog korionskog gonadotropina (BhCG) kao pokazatelj uspjesne
implantacije, broj jajnih stanica u metafazi dva stani¢nog ciklusa (M2 faza) te broj zametaka u

Sestostani¢noj 1 osmostanicnoj fazi te blastociste.

REZULTATI: Razdioba ispitanica prema implantaciji u odnosu na primjenjenu indukciju
ovulacije (hCG+GnRH agonista u usporedbi s hCG) nije se statisticki znacajno razlikovala na
razini znacajnosti od 95% ve¢ na razini znac¢ajnosti od 93% (P=0,067). Medijan broja jajnih
stanica u M2 fazi je za 2,5 ve¢i kod ispitanica kod kojih se za indukciju ovulacije koristila
kombinacija hormona nego u ispitanica kod kojih se za indukciju ovulacije koristio hCG
(P=0,022), dok je medijan broja zametaka za 2 veci u ispitanica kod kojih se za indukciju
ovulacije koristila kombinacija hormona (P<0,001). Medijan jajnih stanica u M2 fazi stani¢nog
ciklusa kod pozitivne implantacije je za 6 ve¢i nego kod negativne (P<0,001). Medijan broja
zametaka kod pozitivne implantacije je za 2 veéi nego kod negativne (P<0,001). Postoji
statisticki znacajna povezanost razdiobe ispitanica prema uspjeSnosti implantacije 1 dobnih
skupina (P=0,011). Postoji statisticki znaCajna povezanost broja jajnih stanica u M2 fazi
stani¢nog ciklusa sa dobnim skupinama(P=0,016). Razliku ¢ini skupina ispitanica >40 godina
u odnosu na skupinu ispitanica <35 godina (P=0,017). Postoji statisti¢ki znacajna povezanost
broja zametaka s zivotnom dobi ispitanica (P=0,004). Razliku ¢ini broj zametaka izmedu

skupine ispitanica >40 godina u odnosu na skupinu ispitanica <35 godina (P=0,006).
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ZAKLJUCCI: Nema statisti¢ki znacajne povezanosti izmedu uspje$nijeg ishoda implantacije
gdje se za indukcije ovulacije koristila kombinacija hormona GnRH agonista i hCG-a u
usporedbi s protokolima gdje se za indukciju ovulacije koristio hCG. Medutim, broj nastalih
jajnih stanica u M2 fazi stani¢nog ciklusa i broj nastalih zametaka je veé¢i kod ispitanica kod
kojih se za indukciju ovulacije koristila kombinacija hormona.Takoder, uspjeSnost implantacije
raste s ve¢im brojem nastalih jajnih stanica u M2 fazi stani¢nog ciklusa i brojem zametaka.
Konacno, postoji statisti¢ki znacajna povezanost dobnih skupina ispitanica i uspjeSnog ishoda

implantacije kao 1 nastanka veceg broja prikladnih gameta u korist mladih ispitanica.
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DIPLOMA THESIS TITLE: Standard human chorionic gonadotropin versus double trigger

for final oocyte maturation in improving clinical outcome of IVF

OBJECTIVES: The aim of our study was to compare final maturation induction to the
outcome of in vitro fertilization (IVF) process using different drugs. Ovulation was induced
with combination of human chorionic gonadotropin and gonadotropin releasing agonist (hCG

+ GnRH agonist) in one group and human chorionic gonadotropin in another (hCG).

MATERIALS AND METHODS: This retrospective study was conducted in Reproductive
Health Centre, University Hospital of Split, from January 12017 to January 1% 2019. The data
were collected from the medical records of patients undergoing treatments for infertility and
met the criteria for entering the research. The study included totally 188 patients: 94 to ovulation
induction with combination of hCG+GnRH agonist and 94 to ovulation induction with hCG.
Patients were divided in groups by age. First group were women aged 35 and younger, the
second group included age 35 to 40 and the third group were patients over 40 years. In the
study, both groups analyzed the values of beta human chorionic gonadotropin (BhCG) as an
indicator of successful implantation, the number of metaphase I (MII) oocytes and the number

of embryos.

RESULTS: The distribution of implantation did not differ statistically significantly at 95% but
at 93% significance level (P=0.067) between the two groups (hCG+GnRH agonist compared to
hCG). The median of MII oocytes was for 2.5 higher in those using hormone combination for
ovulation induction than in those using hCG (P=0.022) for ovulation induction, while median
of embryos was for 2 higher in patients using hormone combinations (P<0.001). Median of MII
oocytes in positive implantation was for 6 higher than in negative (P<0.001). The median of
embryos in positive implantation was for 2 higher than in the negative (P<0.001). There was a
statistically significance between females age and implantation (P=0.011). Also, there was a
statistically significance between females age and MII oocytes number (P=0.016). The
difference was made by a group of patients aged 40 years and older in correlation with
participants aged 35 and younger (P=0.017). There was a statistically significance between the
females age and number of embryos (P=0.004). The difference was the number of embryos
among the respondents aged 40 years and older compared to the group of patients aged 35

years and younger (P=0.006).
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CONCLUSIONS: There was no statistically significance between two drugs used for
ovulation induction (hCG+GnRH agonist and hCG) and better outcome of implantation.
However, the number of MII oocytes and the number of embryos was greater where ovulation
was induced by combination of hormones. Also, the success of implantation grew with a larger
number of MII oocytes and embryos. Finally, there was a statistically significance between
females age and positive outcome of implantation as well as the greater number of gametes in

favour of younger patients.
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