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POPIS KRATICA

AFC — broj antralnih folikula (eng. antral follicle count)

AMH - anti-Miillerov hormon

COH - kontrolirana hiperstimulacija jajnika (eng. controlled ovarian hyperstimulation)
FORT - stopa folikularnog rasta (eng. follicular output rate)

FSH — folikul stimuliraju¢i hormon

GnRH — hormon koji oslobada gonadotropine

HCG - humani korionski gonadotropin

HMG — humani menopauzalni gonadotropin

ICSI - intracitoplazmatska injekcija spermija

IVF — in vitro fertilizacija

LH — luteinizirajuc¢i hormon

MPO — medicinski pomognuta oplodnja

PCOS - sindrom policisti¢nih jajnika (eng. polycystic ovary syndrome)
POR — slab odgovor jajnika (eng. poor ovarian response)

TMC — ukupan broj pokretljivih spermija (eng. total motile sperm count)
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In vitro oplodnja (IVF) 1 intracitoplazmatska injekcija spermija (ICSI) su prihvacene kao
ucinkoviti nacini lijeCenja neplodnosti. U nacelu, da bi IVF bio uspjeSan potrebna je

adekvatna folikularna regrutacija i maturacija (1).

Slab ovarijski odgovor (eng. poor ovarian response) se definira kao nemoguénost
razvijanja dovoljnog broja zrelih folikula koji bi bili pogodni za aspiraciju jajnih stanica
odnosno razvitak malog broja jajnih stanica nakon stimulacije gonadotropinima. Kod

pacijentica koje se podvrgavaju IVF-u isti se pojavljuje u 9-24% Zena (2).

1.1 MENSTRUACIJSKI CIKLUS

U Zenskom reproduktivnom ciklusu nakon ovulacije slijedi menstrualno krvarenje prema
tocnom 1 predvidivom rasporedu. Taj ciklus se uspostavlja tijekom puberteta i ponavlja se
pravilno sve do nekoliko godina pred menopauzu. Pravilni ovulatorni ciklusi se obi¢no
uspostave do tre¢e godine nakon menarhe (prva menstruacija) i traju do perimenopauze, tako
da zena od 15. do 45. godine ima 30 godina ovulatornih ciklusa odnosno 30 reproduktivnih

godina (3).

Prosjecno trajanje pojedinog ciklusa kod odraslih Zena je 28 dana, raCunajuci da je prvi
dan menstruacijskog krvarenja ujedno i prvi dan ciklusa. Tri su faze menstruacijskog ciklusa.
Prva je folikularna faza koja poc¢inje menstruacijom i zavrSava na dan skoka LH. Nakon 30 do
36 sati nastupa ovulacija. Treca faza je lutealna faza koja zavrSava pocetkom iduce
menstruacije. U prosje¢nom ciklusu 1 lutealna 1 folikularna faza traju 14 dana, no kako postoje
varijacije u duljini trajanja ciklusa, tako mozZe postojati i varijacija u duljini trajanja

folikularne faze. Lutealna faza je konstantna i traje 14 dana (3).

1.1.1. OSOVINA HIPOTALAMUS - HIPOFIZA - JAJNIK

Interakcijom hipotalamusa, hipofize i jajnika, odnosno hormona koje izlucuju ta tkiva,
dolazi do regulacije menstrualnog ciklusa. Stimulacijom 1 inhibicijom ovi hormoni direktno i
indirektno poticu razvoj jajne stanice 1 ovulaciju, razvoj endometrija koji je spreman za
implantaciju zametka te menstruaciju. Prekid ili poremec¢aj komunikacije ovih tkiva dovodi
do poremecaja samog ciklusa, odnosno ovulacije i menstruacije, a posljedicno i do

poremecaja reprodukcije (3, 4).



Normalan menstruacijski ciklus, kao 1 reprodukcijske funkcije, ovise o trajnom
pulsatilnom oslobadanju hormona koji oslobada gonadotropine (GnRH) iz neurona smjesStenih
u nucleus arcuatus u hipotalamusu. Takva sekrecija GnRH stimulira i modulira oslobadanje
gonadotropina iz hipofize. Razli¢iti neurotransmiteri i kateholamini te intrinzic¢na pulsatilnost

GnRH neurona stimuliraju njegovo koordinirano otpustanje (3, 4).

Pituitarni gonadotropini, folikul stimuliraju¢i hormon (FSH) i luteiniziraju¢i hormon
(LH), su glikoproteini koje secernira prednji rezanj hipofize. Oni se, takoder, izluCuju
pulsatilno kao odgovor na lu¢enje GnRH, a osim toga izlu¢ivanje im ovisi i o razini ovarijskih
steroidnih hormona, estrogena i progesterona, te o ostalim ovarijskim faktorima (inhibin,
aktivin 1 folistatin). U folikularnoj fazi ciklusa kada postoji relativni manjak estrogena
dominantni gonadotropin koji se izlucuje je FSH. Jajnik na povisSenje koncentracije FSH
odgovara proizvodnjom estradiola, $to kao posljedicu ima negativhu povratnu spregu na

luc¢enje FSH, a pozitivnu povratnu spregu na lu¢enje LH (3, 4).

Sredinom ciklusa dolazi do skoka u sekreciji LH, Sto djeluje kao okida¢ za ovulaciju.
Ovulacijom se ovarijski folikul pretvara u zuto tijelo (lat. corpus luteum) te zapoclinje

izlu¢ivanje progesterona.

Pri rodenju ljudski jajnik sadrZzi oko milijun primordijalnih folikula. Svaki folikul
sadrzi oocitu zaustavljenu u profazi prve mejoticke diobe. Veliki broj ovih folikula propada,

tako da u razdoblju oko menarhe preostaje samo 300 do 500 tisuca folikula (3 ,4, 5).

Nezrela jajna stanica je okruZena jednim slojem granuloza stanica. Rane faze
sazrijevanja folikula se odvijaju neovisno o gonadotropinima (3, 5). Kada folikul u razvoju
dosegne preantralnu fazu, daljnja progresija do antralne i preovulatorne faze je u potpunosti
ovisna o gonadotropinima. Porast koncentracije FSH u ranoj folikularnoj fazi ciklusa dovodi
do stvaranja kohorte, male skupine preantralnih folikula koji se razvijaju sinkrono. Samo ¢e
jedan, vodec¢i, folikul dosegnuti signifakantnu aktivnost aromataze unutar granuloza stanica,
Sto ¢e dovesti do povecane proizvodnje estradiola iz njegovog androgenog prekursora i,

posljedi¢no, do povecéane sekrecije (5).

Kasnije u ciklusu granuloza stanice proliferiraju u nekoliko slojeva, a okolne stanice
strome jajnika se diferenciraju u teka stanice. Granuloza stanice proizvode estrogene,
ukljucujuci estron i estradiol. Teka stanice proizvode androgene koji sluZe kao prekursori za
proizvodnju estrogena u granuloza stanicama. Tijekom razvoja folikula FSH se veze na

receptore na granuloza stanicama, $to dovodi do proliferacije i njegovog povecanog vezanja.
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To kao posljedicu ima povecanu proizvodnju estradiola. Estradiol stimulira proliferaciju LH
receptora na teka i granuloza stanicama, a LH stimulira teka stanice da proizvode androgene.
Povecana proizvodnja androgena dovodi do povecane proizvodnje estradiola. Estradiol
djeluje negativnom povratnom spregom te suprimira sekreciju LH i FSH. U kasnoj
folikularnoj fazi visoka koncentracija estradiola iz dominantnog folikula djeluje pozitivnom

povratnom spregom na hipofizu, §to dovodi do skoka LH koji je potreban za ovulaciju (3).

1.2. NEPLODNOST

Primarni sterilitet se opisuje kao stanje u kojem, u reprodukcijskom razdoblju para, uz
redovite i nezasti¢ene odnose tijekom godinu dana ne dolazi do trudnoée. Sekundarni sterilitet
oznaCava nemoguénost postizanja trudnoce nakon barem jedne prethodne trudnoce.
Subfertilitet, odnosno umanjena plodnost jest stanje u kojem trudno¢a moze nastupiti, ali
obi¢no nakon duzeg razdoblja nego §to je to slucaj kod normalno plodnog para. Kod mladih
zdravih parova vjerojatnost zanoSenja po ciklusu (fekundabilnost) iznosi oko 20% (6, 7).

Prema podatcima iz populacijskih studija, 10-15% parova u razvijenim zemljama je neplodno
(8).

Da bi doslo do zaceca potrebni su prethode¢i dogadaji (7):

e Ovulacija zrele jajne stanice

e Produkcija spermija sposobnih za oplodnju

e Jukstapozicija spermija 1 jajne stanice u reproduktivnom traktu te oplodnja
e Stvaranje embrija sposobnog za Zivot

e Transport embrija u maternicu

e Uspjesna implantacija embrija u endometrij

Bilo kakav poremecaj navedenih koraka dovodi do neplodnosti ili umanjene plodnosti.

1.2.1. ETIOLOGIJA NEPLODNOSTI
Razlozi neplodnosti po Simunié V. (6):
e Neodgovarajuca proizvodnja i/ili transport sjemena muskarca (40%)

e Neodgovarajuca proizvodnja jajne stanice u zene (25%)

e Smetnja susretu gameta (oplodnji) te transportu i implantaciji zigote (25%)



e NerazjaSnjena neplodnost (10%)

Broj parova u svakoj od ovih skupina varira ovisno o populaciji koja se promatra te o
tome radi li se o primarnom ili sekundarnom sterilitetu (8). Opéenito govoreéi, na vjerojatnost
zanoSenja jako utjeCe ucestalost i tempiranje spolnih odnosa, dob zene, laktacija, upalne
bolesti zdjelice, prehrana i tjelovjezba, pretilost, oralni kontraceptivi i neki drugi lijekovi, neki
prenatalni faktori te stil Zivota (puSenje, pijenje alkohola i1 kave) (9). Kod neplodnih Zena,
prethodna trudnocda, krace trajanje neplodnosti i dob ispod 30 godina povecavaju Sanse za

zanosSenje. S druge strane, tubarne bolesti, muska neplodnost i endometrioza istu smanjuju

(8).

1.2.2. DIJAGNOZA NEPLODNOSTI

Obrada neplodnog para zapocinje u ginekoloSkoj ambulanti. Vazno je naglasiti da,
iako postoje neplodni parovi sa samo jednim uzrokom neplodnosti, nekoliko razli¢itih uzroka
moze pridonositi neplodnosti u jednog para §to je prilikom dijagnostike vazno uzeti u obzir
(5, 7). Kao kod nekih drugih stanja i ovdje se pokazuje vaznost anamneze iz koje se moze
saznati sve o razliitim stanjima 1 bolestima para koji se obraduje. To moZe biti od velike

pomo¢i u dijagnostici i lije¢enju.

1.2.2.1. UZROCI ZENSKE NEPLODNOSTI

Izostanak ovulacije (anovulacija) ili rijetka ovulacija (oligoovulacija) su uzrok
neplodnosti kod petine Zena (4). Poremecaji ovulacije se dijagnosti¢ki mogu klasificirati kao
hipogonadotropni hipogonadizam, normogonadotropna anovulatornost i hiperprolaktinemija u
kojih se uspjeSno moze inducirati ovulacija te hipergonadotropni hipogonadizam u kojem
indukcija ovulacije nema smisla. Ostali uzroci ovulacijske disfunkcije mogu biti: genetski
uzroci, autoimuni uzroci, kemo/radioterapija, bolesti Stitnjace, bolesti nadbubrezne Zlijezde,
hiperandrogenemija, gubitak tjelesne mase, pretjerana tjelovjezba, lijekovi (6). Uredne
menstruacije te pravilni ciklusi ukazuju na postojanje ovulacije. Osim toga, mnoge zene imaju
simptome karakteristi¢ne za ovulaciju 1 produkciju progesterona: osjecaj jednostrane nelagode
u zdjelici, osjetljivost grudiju, smanjenje vaginalne sekrecije, osjec¢aj napuhnutosti trbuha,
maleno povecanje tjelesne tezine te povremene epizode depresije. Ove promjene se rijetko

javljaju kod zena s anovulatornim ciklusima, stoga, ako se pojavljuju, moze se pretpostaviti



da ovulacija postoji. Indirektni dokaz ovulacije se moze dobiti mjerenjem bazalne temperature
ili mjerenjem LH u urinu. Bazalna temperatura se mjeri svako jutro, odmah nakon budenja.
Dan nakon ovulacije temperatura poraste za 0,6°C. Ako se mjeri LH u urinu, do ovulacije
dolazi 24 sata nakon skoka LH (7). Najsigurniji dijagnosticki dokazi sposobnosti ovulacije su
dinamicko pracenje folikulogeneze ultrazvukom, odredivanje periovulacijske serumske
koncentracije estradiola i LH te progesterona sredinom luteinske faze ciklusa (6). LijeCenje

uzorka ovulatorne disfunkcije moze dovesti do ovulacije i do izljecenja neplodnosti (7).

Abnormalnosti maternice, jajovoda te peritoneuma mogu uzrokovati neplodnost (7).
Neki od uzroka mogu biti: upalna bolest zdjelice, endometrioza, prethodna izvanmaterni¢na
trudnoca, peritubarne i priovarijske priraslice, miomi, kongenitalne malformacija, intrauterine
adhezije. Dijagnosticki pristup otkrivanju smetnji za susret gameta te transport i implantaciju
zametka sastoji se od ispitivanja strukturalnog i funkcionalnog stanja puta oplodnje. Cilj
dijagnostickih postupaka je uvid u kakvocu i prohodnost puta od ulaza u rodnicu do
abdominalnog us¢a jajovoda. Takoder je bitno razmotriti tuboovarijski odnos te posebno
promotriti prohodnost 1 funkciju jajovoda. Za postizanje toga koristi se histerosalpingografija

(HSG), laparoskopija (LSC), histeroskopija te tuboskopija i faloposkopija (6).

Tablica 1. Uzroci Zenske neplodnosti.

UZROCI ZENSKE NEPLODNOSTI — OVULACIJSKA DISFUNKCIJTA

Genetski Bolesti nadbubrezne zlijezde
Autoimuni Hiperandrogenemija
Kemo/radioterapija Gubitak tjelesne teZine

Bolesti hipofize Pretjerana tjelovjezba

Bolesti stitnjace Lijekovi, narkotici
TUBARNI/PERITONEALNI UZROCI

Upalna bolest zdjelice (PID) Prethodna/e izvanmaterni¢ne trudnoca/e
Endometrioza Peritubarne 1 periovarijske priraslice
CERVIKALNI FAKTOR

Neodgovarajuca sluz Cervicitis

Antispermalna antitijela

UTERINI FAKTOR

Miomi Kongenitalne malformacije
Intrauterine adhezije
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1.2.2.2. UZROCI MUSKE NEPLODNOSTI

Muska neplodnost je Cesta (20-40% svih uzroka neplodnosti) pa je zbog toga vazno u
dijagnostici neplodnog para napraviti i analizu ejakulata. Standardna analiza ejakulata
procjenjuje kvalitetu i kvantitetu sjemene tekucine, koncentraciju spermija, pokretljivost i
morfologiju. Ako su rezultati abnormalni, testiranje se ponavlja za jedan do dva tjedna. Osim
analize ejakulata, potrebno je iz anamneze saznati postoje li neka prijasnja oboljenja koja bi
mogla uzrokovati neplodnost (varikokela, spolne abnormalnosti), napraviti fizikalni pregled te
provesti endokrinoloSka i geneticka testiranja (6, 7). U timu za dijagnostiku i lijecenje

neplodnosti ocjenom fertilnosti muskarca se bavi androlog (6).

Uzroci muske neplodnosti mogu biti: testikularni (oSteCena spermatogeneza),
posttestikularni  (oSte¢eni  provodni kanali), predtestikularni (hipotalamicko-hipofizni

poremecaji), infekcije mokraénog i spolnog sustava te imunoloski uzroci (6).

1.3. MEDICINSKI POMOGNUTA OPLODNJA

Pomognuta oplodnja koristi metode kojima se, osim oplodnje jajne stanice, pomaze i
transport gameta, implantacija te razvitak trudnoce. Temelj uspjeSnosti tih metoda je pravilno
i kontrolirano sazrijevanje jedne ili viSe jajnih stanica te kvaliteta postupaka u bioloSkom
laboratoriju (10). U posljednjih 40 godina doSlo je do drasticnog poboljSanja lijecenja kako
Zenskih, tako 1 muskih uzroka neplodnosti. Sada postoji cijeli niz tehnika s razliitim
akronimima kao Sto su: IVF, ICSI i1 drugi. S ovim naprecima moguce je uspjesno lijeciti
ve¢inu subfertilnih muskaraca i1 Zena te im omoguditi postizanje Zeljene trudnoce (8).
Neplodni parovi obi¢no zapocinju lijeCenje postepeno, tako da se prvo koriste neke
konzervativnije tehnike, zatim napreduju na agresivniju ovarijsku stimulaciju, inseminaciju te

IVF (7).

1.3.1. METODE MEDICINSKI POMOGNUTE OPLODNJE
Podjela metoda prema Simuni¢ V. (10):
e Intrauterina inseminacija (eng. intauterineinsemination — [UI)

e Intratubarna inseminacija (eng. intratubalinsemination — ITI)

e Izvantjelesna oplodnja — in vitro fertilizacija (IVF) i prijenos zametaka (eng. embryo

transfer — ET)
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e UnaSanje gameta u jajovode (eng. gamete intrafallopian transfer — GIFT)

e Prenosenje zigote ili embrija u jajovod (eng. zygote intrafallopian transfer — ZIFT,

tubal embryo transfer — TET)

e Smrzavanje zametaka (krioprezervacija)

e Mikroinjekcija spermija u jajnu stanicu — intracitoplazmatska injekcija spremija (eng.

intracytoplasmic sperm injection — ICSI)

e Preimplantacijska citogenetska biopsija zametaka

1.3.2. INDIKACIJE ZA MEDICINSKI POTPOMOGNUTU OPLODNJU

IVF je metoda u kojoj se jajne stanice, dobivene kirurSskim putem, u laboratoriju

oploduju spermijima (7). Originalna indikacija za IVF, bolest jajovoda, je jo$S uvijek vazna
ploduju spermij g y ]y Je ] y

medicinska indikacija, ali, ako se uzme u obzir broj lijecenih pacijentica, druge indikacije su

postale vaznije. Tijekom godina postignut je konsenzus o tome koje su primarne indikacije

(11).

IVF indikacije prema Macklonu, Broekmansu i Fauseru (11):

Patologija jajovoda

e Ako se operacija jajovoda ne moZe napraviti, IVF je metoda izbora

e U slucaju oslabljene funkcije jajovoda, ali bez okluzije ili nakon operacije
jajovoda, IVF je metoda izbora ako neplodnost traje dulje od 2 godine

Nerazjasnjena neplodnost (idiopatska)

e IVF je indiciran ako neplodnost traje dulje od 3 godine ili kra¢e ako je Zena
starija od 36 godina

Muska neplodnost

e Ukupan broj pokretljivih spermija (TMC)<I milijun, ICSI je prvi izbor

e TMC >1 i <10 milijuna, moZe se probati IVF ako neplodnost traje 2 ili viSe
godina

e TMC > 10 milijuna, lijeci se kao idiopatska neplodnost

Endometrioza

e Slucajevi blage endometrioze lijece se kao idiopatska neplodnost

e Teski slucajevi endometrioze se tretiraju kao da se radi o patologiji jajovoda

Cervikalni faktor/ imunoloska neplodnost

e Ako neplodnost traje dulje od 2 godine, indiciran je IVF
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= Hormonski poremecaji

e Anovulacijski ciklusi su indikacija za IVF

1.3.3. SLAB OVARIJSKI ODGOVOR

Jedan od najistaknutijih faktora koji odreduju ishod IVF-a je individualna raznolikost
u odgovoru jajnika na stimulaciju. Pacijentice ne odgovaraju jednako na terapiju vec se
pojavljuju zene sa slabim (eng. poor responders, <4 jajne stanice dobivene aspiracijom) i
zene s prevelikim odgovorom (eng. hyper responders, >15 jajnih stanica) jajnika na
stimulaciju gonadotropinima . Prilagodbom stimulacijskog protokola, preveliki odgovor se

moze izbjedi, ali slab odgovor je jako rezistentan na terapiju (11, 12).

Za promatranje ovarijskog odgovora najbolje je koristiti stopu folikularnog rasta (eng.
follicular output rate, FORT). FORT se izraCunava iz omjera zbroja preovulacijskih folikula 1
zbroja malih antralnih folikula na pocetku stimulacije. Mali antralni folikuli su svi folikuli
veli¢ine 3 do 10 milimetara u promjeru. Pacijentice sa suboptimalnim i slabim ovarijskim
odgovorom imaju nisku stopu folikularnog rasta. O niskoj stopi folikularnog rasta se moze
govoriti ako poraste do 30% folikula, a to se u 15% sluc¢ajeva dogada i1 kod zena s dobrom

rezervom jajnika (Poseidon grupe 1 1 2).

Mutacije u genima koji kodiraju LH, LH receptor i FSH recptor mogu biti uzrok
slabog ovarijskog odgovora (eng. poor ovarian response - POR). Kod Zena s tim mutacijama
smanjena je osjetljivost jajnika na FSH. NajviSe ispitivane su mutacije FSH receptora te je
uoceno da se Cesto radi o Ser680 genotipu, a takva mutacija dovodi do smanjene osjetljivosti
FSH receptora za endogeni 1 egzogeni FSH. Ispitivanjem normogonadotropnih Zena koje
pokazuju smanjenu osjetljivost na FSH (npr. pacijentice koje su primile visoke doze FSH u
prethodnim ciklusima MPO), a istovremeno imaju mutaciju LH, dokazano je da je dodavanje
LH ucinkovitije od povecavanja doze FSH za povecanje broja oocita. Kod pacijentica u kojih
je dokazana mutacija FSH receptora dodavanje LH i FSH su uc¢inkoviti u poboljSanju stope

folikularnog rasta.

Unato€ klinickom iskustvu u postupcima medicinski pomognute oplodnje, prognoza
ovarijskog odgovora na stimulaciju je nepredvidljiva. BioloSke osobine pacijentice imaju
veci utjecaj od samog stimulacijskog protokola. Ostali parametri koji utjeCu na odgovor
jajnika na hormonsku stimulaciju su distribucija izoformi FSH, prisutnost cirkuliraju¢ih

inhibitora te protutijela na FSH. Intraovarijska interferencija na razini vezivanja FSH za
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receptor 1 prisutnost FSHR izoformi s promjenom prijenosa signala utjeCu na ovarijski

odgovor na stimulaciju (13).

POR je takoder povezan s kronoloskim starenjem. Uocena je korelacija viSe zivotne
dobi sa smanjenim brojem i kvalitetom jajnih stanica te smanjenom stopom oplodnje.
Lijecenje pacijentica s POR-om je jo$ uvijek kontroverzan i kompleksan klinicki problem.
POR na ovarijsku stimulaciju ukazuje na smanjeni folikularni odgovor, $to rezultira manjim

brojem dobivenih oocita (11, 14, 15).

U pokusaju standardizacije definicije POR-a, Ferraretti i sur. su predlozili kriterije koji
bi olaksali dijagnozu, a poznati su kao ,,Bolonjski kriteriji““. Da bi se definirao slab odgovor
jajnika, moraju biti pozitivne barem dvije od tri navedene karakteristike: starija zivotna dob
majke (>40 godina) ili neki drugi rizik za POR, prethodni POR ili abnormalni test ovarijske
rezerve (nizak anti-Miillerov hormon - AMH ili broj antralnih folikula - AFC). Osim toga, da
bi se pacijentica svrstala u kategoriju onih sa slabim odgovorom, dovoljno je da ima 2 ciklusa
s POR-om, ¢ak 1 ako su odsutni ostali navedeni kriteriji (15). Bolonjski kriteriji su se pokazali
korisni u predvidanju ishoda IVF-a, ali njihova upotreba u klinickim istrazivanjima je upitna
jer se u iste skupine stavljaju Zene sa znacajno razli¢itim bioloskim karakteristikama. Osim
broja dobivenih jajnih stanica, postoje i druge varijable koje mogu utjecati na ishod lije¢enja:
stopa aneuploidije embrija/blastociste koja raste s dobi te ovarijska osjetljivost na egzogene

gonadotropine koja bi mogla biti povezana sa specifiénim genetskim profilom (14).

Poseidon grupa definira dvije kategorije oslabljenog odgovora jajnika na stimulaciju:
suboptimalni odgovor (4-9 dobivenih jajnih stanica) 1 hipo-odgovor (visa doza gonadotropina
1 produljena stimulacija su potrebni da se dobije adekvatan broj oocita, vise od 3). Osim toga,
mijenjaju definiciju POR-a tako da je bazirana na kombinaciji heterogenih kriterija, a to je
vazno jer se postupci MPO rade na vrlo raznolikim fenotipovima i genotipovima pacijentica.
Prilagodavanje postupaka MPO je stoga presudno za djelotvornost i sigurnost samih
postupaka. Predlozeno je drugacije grupiranje pacijentica s razliitim prognozama te

razliCitim strategijama stimulacije (14) (Slika 1):

1. Pacijentice mlade od 35 godina s dostatnom prestimulacijskom rezervom jajnika (AFC
>5, AMH >1.2 ng/mL) 1 s neocekivanim POR-om ili suboptimalnim odgovorom
2. Pacijentice starije od 35 godina s dostatnom prestimulacijskom rezervom jajnika (AFC

>5, AMH >1.2 ng/mL) i s neo¢ekivanim POR-om ili suboptimalnim odgovorom

14



3. Pacijentice mlade od 35 godina sa slabim parametrima ovarijske rezerve (AFC <5,
AMH <1.2 ng/mL)
4. Pacijentice starije od 35 godina sa slabim parametrima ovarijske rezerve (AFC <5,

AMH <1.2 ng/mL)

Poseidon grupa 1

Pacijentice < 35 godina s dobrom ovarijskom
rezervom (AFC > 5, AMH > 1.2 ng/mL s
neocekivanim POR ili suboptimalnim
odgovorom

Poseidon grupa 2

Pacijentice > 35 godina s dobrom ovarijskom
rezervom (AFC > 5, AMH > 1.2 ng/mL s
neocekivanim POR ili suboptimalnim

odgovorom
la: <4 oocite 2a: <4 oocite

1b: 4 - 9 oocita dobivenih aspiracijom 2b: 4 - 9 oocita dobivenih aspiracijom

Poseidon grupa 3 Poseidon grupa 4

Pacijentice < 35 godina sa slabom ovarijskom

Pacijentice > 35 godina sa slabom ovarijskom
rezervom (AFC <5, AMH < 1.2 ng/mL)

rezervom (AFC <5, AMH < 1.2 ng/mL)

Slika 1. Poseidon grupe.

Ovakva stratifikacija ¢e pomo¢i individualiziranju protokola tako S§to ¢e se otkriti
polimorfizmi gonadotropina i njihovih receptora, koristiti razli¢iti GnRH analozi te prilagoditi

pocetna doza FSH 1 kasnije doze gonadotropina (14).

1.3.4. OVARIJSKA STIMULACIJA

Indukcija ovulacije je indicirana u pacijentica s anovulacijom ili oligoovulacijom.
Prije pocetka ovarijske stimulacije treba razmotriti postojanje razlicitih stanja ili bolesti koje
mogu dovesti do poremecaja ovulacije. Takva stanja ukljuuju: poremecaje rada Stitnjace
(hiper- te hipotireoza), hiperprolaktinemiju, sindrom policisti¢nih jajnika (PCOS) te sva stanja

s poviSenom razinom stresa (psiholoski stres, naporno vjezbanje te poremecaji prehrane) (7).

Tri su temeljna pristupa pri indukciji ovulacije (10):
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e Otklanjanje disfunkcija unutar reprodukcijske osovine (hipotalamus—hipofiza—ovarij)
lijekovima koji su proizvod pojedinih razina osovine ili koji potiCu te razine na
pojacan i uskladen rad. Mogu se postié¢i jednostruke ili visestruke ovulacije.

e Otklanjanje disfunkcija izvan reprodukcijske osovine (Stitnjaca, nadbubrezna Zlijezda,
gusteraca), ¢ime se postize uredna funkcija inace zdrave osovine. Ovaj pristup dovodi
do jednostruke ovulacije.

e Namjerna indukcija viSestruke ovulacije (superovulacija, kontrolirana hiperstimulacija
jajnika — COH) s ciljem ostvarivanja S§to vee mogucnosti zanoSenja u jednome

ciklusu.

U pocetku se za indukciju ovulacije najvise koristio klomifen citrat. Primjena mu je
jednostavna, ima nisku stopu viSeplodnih trudno¢a (10%), malu vjerojatnost za
hiperstimulaciju 1 razvitak cisti. Klomifen je selektivni modulator estrogenskih receptora
(SERM), djeluje na razini hipotalamickih estrogenskih receptora tako §to umanjuje negativni
povratni ucinak endogenih estrogena na lu¢enje GnRH, a posljedi¢no i gonadotropina pa se
njihovo izlu¢ivanje povecava. Preduvjet njegovog djelovanja je uredna reprodukcijska

osovina koja osigurava funkcionalnu koncentraciju endogenih estrogena (7, 16).

U zadnjih 20 godina protokoli MPO su znatno unaprijedeni i sada se dijele u 3 velike

kategorije (16):

1. Prirodni ciklus
2. Dugi protokol — agonisticki ciklusi

3. Kiratki protokol — antagonisticki ciklusi

Postoje takoder 1 drugi kratki protokoli kao $to je kratki agonistic¢ki protokol, ali on se

u danasnje vrijeme rijetko koristi zbog slabijeg uspjeha (16).

Danas se pacijenticama daju egzogeni gonadotropini da bi se stimulirao rast folikula.
Upotreba gonadotropina se jo§ naziva 1 kontrolirana ovarijska hiperstimulacija (COH). Cilj
ovakve terapije je posti¢i ovulaciju u zena s anovulacijskim ciklusima. Dostupni preparati
sadrze purificirane humane gonadotropine (FSH i LH) te rekombinantni humani FSH. Doza
ovih lijekova se prilagodava tjelesnoj masi Zene, dobi, uzroku neplodnosti i odgovoru na
prethodne tretmane. Ovi lijekovi su potentniji od klomifena i zahtijevaju Ceste preglede na
kojima se prate rast folikula transvaginalnim ultrazvukom i koncentracija serumskog
estradiola. Kad se prikaze barem jedan zreli folikul (promjer folikula 18 mm) i serumska

koncentracija estradiola bude >200 pg/mL, daje se hCG da bi se potaknula ovulacija. Ovakva
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terapija nosi sa sobom rizik ovarijskog hiperstimulacijskog sindroma (OHSS) koji moze
zahtijevati intenzivno lijeCenje te prekid stimulacije. Takoder, povecan je rizik multiplih

gestacija (25%) te rizik za ektopi¢ne trudnoce (7).

1.3.4.1. AGONISTICKI PROTOKOL

Dugi protokoli su zlatni standard za stimulaciju jajnika u mladih normo-gonadotropnih
zena, no u pacijentica s POR agonisti GnRh mogu izazvati preveliku supresiju hipofize (1,
17). Oni ukljucuju davanje GnRH agonista na jedan od tri na¢ina: u obliku nazalnog spreja
(npr. buserelin, nafarelin) ili u obliku supkutane injekcije (buserelin, leuprorelin) svaki dan ili
kao depo preparat (goserelin, leuprorelin). Agonist se daje kontinuirano i u pocetku povecava
proizvodnju gonadotropina (eng. flare effect) (16). Ako se nastavi kontinuirano davanje
agonista dolazi do tzv. prilagodbe nanize (eng. downregulation) receptora za GnRH. Taj tip
prilagodbe zajednicki je za hormonske receptore, a, kako je ve¢ navedeno, postaje izrazen pri
ucincima izazvanim dugotrajnom primjenom lijeka (12, 18). Zbog prilagodbe receptora dolazi
do pada koncentracije endogenih LH 1 FSH, supresije folikulogeneze i pada koncentracije
estradiola na vrijednosti koje su normalne za menopauzu. Ti dogadaji omogucuju kasniji

koordinirani rast folikula kao odgovor na egzogene gonadotropine (16, 17)(Slika 2.).

GnRH

agonist agonist

Pulsativna sekrecija  Flare-up Pad sekrecije
gonadotropina
Slika 2. Djelovanje GnRH agonista na hipofizu.

Pocetak davanja agonista moze biti ili 2. dan ciklusa ili, ¢eS¢e 21. dan. Razlog

koriStenja ovakvih, dugih, protokola je da bi se stvorila priviemena menopauza u kojoj se
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jajnici onda mogu stimulirati dnevnom uporabom injekcija FSH ili humanog menopauzalnog
gonadotropina (hMG). Kod starta na 21. dan ciklusa (sredinom lutealne faze), pacijentica se
pregleda 7-10 dana nakon pocetka davanja agonista (S/ika 3.). Napravi se ultrazvuk te se
izvadi serumska koncentracija estradiola da bi se osiguralo da je pacijentica adekvatno
suprimirana. Ako je postignuta adekvatna suprimacija, zapo¢ne se s davanjem gonadotropina
(FSH, LH ili oba) idu¢i dan i nastavlja se do postizanja odgovarajuceg ovarijskog odgovora.
Kada je odgovor postignut, jednokratno se aplicira humani korionski gonadotropin (hCG).
Rani folikularni start (2. dan ciklusa) se takoder moze koristit te pacijentica odlazi na kontrolu
2 tjedna nakon pocetka davanja agonista. Potom, ako je postignuta odgovarajuca supresija,

zapocinje se s davanjem egzogenih gonadotropina (Slika 3.) (2, 16).

hCG

FSH stimulacija

DC 21 1 2 3 4 5 67 B 10 11

Slika 3. Protokoli s GnRH agonistima.

Nekoliko randomiziranih klini¢kih studija je pokazalo da se kod IVF-ET, davanjem
egzogenih gonadotropina u kombinaciji s agonistima GnRH da bi se postigla supresija lucenja
pituitarnog FSH 1 LH, postiZe viSa stopa trudnoce u usporedbi s davanjem gonadotropina bez
GnRH agonista. Neke od glavnih prednosti ovih lijekova su: smanjena stopa otkaza kroz
prevenciju skoka LH i luteinizacije te poboljSanje regrutacije folikula, Sto dovodi do

dobivanja veceg broja jajnih stanica (17).
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1.3.4.2. ANTAGONISITCKI PROTOKOL

Antagonisti GnRH imaju gotovo trenuta¢an uc¢inak na hipofizu i, za razliku od agonista,

ne zahtijevaju nekoliko dana da bi dosegli menopauzalne razine gonadotropina (S/ika 4.).

G1_1RH
: GnRH

xntagonist

Direktna redukcija oslobadanja

gonadotropina

Slika 4. Djelovanje GnRH antagonista na hipofizu.

Daju se supkutano u obliku injekcije po jednoj od dvije sheme. Fiksni protokol zapocinje na
5. Dan ciklusa, dok se fleksibilni protokol zapocinje na dan kada je vode¢i folikul veli¢ine 14

milimetara (16,17) (Slika 5.).

hCG

Danciklusa 12345 6 78 910 11 13

Slika 5. Protokoli s GnRH antagonistima.
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Cilj koriStenja GnRH antagonista u IVF-u je inhibicija preranog skoka LH koji bi mogao
dovesti do prerane luteinizacije, zaustavljanja sazrijevanja folikula te asinkronosti maturacije

oocita. Upotreba GnRH antagonista ima i prednosti i mane (19).

Prednosti po Tarlatzis 1 sur. (19):

e Prevencija preranog LH skoka je laksa i zahtijeva manje vremena. GnRH antagonisti
pocinju djelovati za nekoliko sati i mogu se dati kada postoji rizik skoka LH. Za
razliku od njih, GnRH agonisti djeluju tek nakon $to nastupi prilagodba nanize nakon
7 do 10 dana.

e (GnRH antagonisti nisu povezani s akutnom stimulacijom gonadotropina i steroidnih
hormona koja se pojavljuje koristenjem GnRH agonista.

e Stimulacija GnRH agonistima moze dovesti do stvaranja cisti, §to se ne dogada
koriStenjem antagonista.

e Nema valunga (eng. hotflushes) jer upotreba GnRH antagonista ne izaziva duboku
hipoestrogenemiju kakva se pojavljuje uporabom agonista.

e Moze se izbje¢i slucajna upotreba GnRH analoga u ranoj trudno¢i jer se GnRH
antagonisti primjenjuju sredinom folikularne faze.

e Smanjena je potreba za egzogenim gonadotropinima, zbog cega je cijeli proces
jeftiniji.

e Krace je trajanje protokola u odnosu na agonisticke protokole pa je pacijenticama

ugodnije lijecenje.

Nedostaci po Tarlatzis i sur. (19):

e Lijecenje GnRH antagonistima je relativno nov pristup u ovarijskoj stimulaciji za IVF
1 potrebno je prikupiti jo§ znanja o takvim protokolima.

¢ GnRH antagonisti nude manje fleksibilnosti u programiranju ciklusa ako se usporede s
dugim agonistickim protokolima.

e Vecina studija koje usporeduju agonisticke i antagonisticke protokole prikazuju nesto

nizu stopu ostvarenih trudnoc¢a po ciklusu s GnRH antagonistima.

Osim ranije navedenih prednosti, bitno je naglasiti i to da je kod antagonisti¢ih protokola
znatno niza incidencija OHSS-a u usporedbi sa zenama na agonistickim protokolima jer ne
postoji skok koncentracije gonadotropina u pocetku terapije. Kod antagonistic¢kih protokola je

mogucée ovulaciju potaknuti GnRH agonistima umjesto hCG-om Sto osigurava adekvatnu
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maturaciju oocita i dodatno smanjuje rizik OHSS-a. Zbog svega navedenog antagonisticki

protokoli se sve viSe prihvacaju kao najprikladniji za ovarijsku stimulaciju (17).
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2. CILJ ISTRAZIVANJA
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2.1.HIPOTEZE
H1: Stopa implantacije kod pacijentica sa slabim odgovorom jajnika na prethodnu stimulaciju

je veca kod onih stimuliranih antagonistickim protokolom u usporedbi s agonistickim.

H2: Poseidon grupe 1 i 2 imaju vecéu stopu implantacije od Poseidon grupa 3 i 4 bez obzira na

vrstu protokola.

2.2. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Glavni cilj:

Glavni cilj ovog istraZivanja je usporediti uspjeSnost protokola ovarijske stimulacije
(antagonisticki 1 agonisti¢ki protokoli) medu pacijenticama sa slabim odgovorom jajnika na
prethodne stimulacije i dobrom rezervom jajnika (Poseidon grupe 1 i 2) te pacijenticama sa
slabim odgovorom jajnika na prethodne stimulacije i loSom rezervom jajnika (Poseidon grupe
3i4).

Primarne mjere ishoda:

e Razlika u stopi implantacije izmedu antagonistic¢kih i agonisti¢kih protokola.

e Razlika u stopi implantacije (pozitivan HCG) izmedu pacijentica sa slabim
odgovorom jajnika na prethodne stimulacije 1 dobrom rezervom jajnika (Poseidon
grupe 1 1 2) i pacijentica sa slabim odgovorom jajnika na prethodne stimulacije i
loSom rezervom jajnika (Poseidon grupe 3 1 4).

e Razlika u stopi implantacije izmedu antagonistickih i1 agonistickih protokola unutar

svake skupine.
Sekundarne mjere ishoda:

e Usporedba broja jajnih stanica u MII fazi stani¢nog ciklusa izmedu antagonistickih 1
agonistiCkih protokola unutar svake skupine te usporedba izmedu skupina.

e Usporedba broja zametaka sa 6 1 8 stanica te u stadiju blastociste izmedu
antagonistickih 1 agonistickih protokola unutar svake skupine te usporedba izmedu

skupine 1 1 skupine 2.
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3. MATERIJAL I METODE
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Ovo retrospektivno istrazivanje provedeno je u Klinici za Zenske bolesti 1 porode
KBC-a Split u razdoblju od 1. sijecnja 2015. do 15. lipnja 2017. Podatci su prikupljeni iz
povijesti bolesti pacijentica te iz baze podataka MPO Zavoda za humanu reprodukciju i
endokrinologiju. U istrazivanje je ukljuceno 46 pacijentica u dobi od 25 do 42 godine.
Prikupljeni su podatci o trajanju steriliteta, vrsti protokola te gonadotropinima koji su
koriSteni u lijeCenju, jajnim stanicama dobivenim aspiracijom, zamecima te stopi

implantacije.
Ostali kriteriji ukljucivanja:

e BMI <30 kg/m?
e Trajanje neplodnsti 1-5 godina
e Poseidon kriteriji
Kriteriji isklju¢ivanja:
¢ Endometrioza
e Bolesti Stitnjace
e Cushingov sindrom
e Hiperprolaktinemija

e Tumori koji luCe androgene

Pacijentice su podijeljenje u dvije skupine. Skupinu 1 sainjavaju pacijentice koje
odgovaraju Poseidon grupama 1 1 2, to su pacijentice s dobrom rezervom jajnika (AMH > 1.2
ng/mL, 5-9 jajnih stanica u prethodnoj COH)(Slika 6.). U skupini 2 su pacijentice koje
odgovaraju Poseidon skupinama 3 1 4, odnosno pacijentice sa slabom rezervom jajnika (AMH

< 1.2 ng/mL, <5 jajnih stanica u prethodnoj COH)(Slika 6.).
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Skupina 2 n =18 (Poseidon grupa 3 i 4) slaba |

Kriteriji ukljucenja

BMI < 30 kg/m’
dobi od 25 do 42 godine

Trajanje neplodnsti 1-5 godina
Poseidon kriteriji

Kriteriji iskljucenja

rezerva jajnika (AMH <1,2 ng/ml, <5 jajnih

stanica u prethodnojCOH

l

Agonisticki protokol
n=7

[
>

Analiza ispitanica:

e  Primarna mjera ishoda:Stopa
implantacije (+ HCG) |

e  Sekundarne mjere ishoda:stopa l
MII jajnih stanica i zametaka

e  Endometrioza
®  Bolesti Stitnjace
e Cushingov sindrom
e Hiperprolaktinemija
e Tumori koji luce androgene
[ n=46
@ 2
DODJELA . . .
Skupina 1 n =28 (Poseidon grupa 1 i 2) dobra
rezerva jajnika (AMH > 1.2 ng/ml, 1- 9 jajnih
stanica u prethodnoj COH)
e ' A
PRACENJE
Antagonisti¢ki protokol Agonisticki protokol Antagonistic¢ki protokol
n=11 n=13 n=15
Analiza ispitanica:
e  Primarna mjera ishoda:Stopa
ANALIZA

implantacije (+ HCG)
e  Sekundarne mjere ishoda:stopa

*BMI-indeks tjelesne mase; AMH-

anti-Millerov

MII jajnihstanica i zametaka

hormon; COH-kontrolirana  ovarijska

hiperstimulacija; IU-internacionalne jedinice; HCG-humani korionski gonadotropin; MII-metafaza druge

mejotske diobe;

Slika 6. Dizajn studije (eng. flow diagram)
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Prikupljeni podatci uneseni su u Word Excel te su obradeni pomocu statistickog
paketa IBM SPSS verzija 21.0.0 (IBM SPSS statistics software, New York, SAD). Svaki

rezultat koji je imao p<0,05 je smatran statisticki znacajnim.
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4. REZULTATI
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Ovo istrazivanje je obuhvatilo 46 pacijentica koje su lijeCene analozima GnRH, a
prethodno su lose odgovorile na COH. Rasporedene su u dvije skupine. Skupina 1 (Poseidon
grupe 1 i 2) je obuhvatila 28 pacijentica (60,9%), a u skupinu 2 (Poseidon grupe 3 i 4) je
svrstano njih 18 (39,1%).

Raspodjela pacijentica po skupinama

m Skupina 1
= Skupina 2

Slika 7. Raspodjela pacijentica po skupinama.
Tablica 2. Postotak pacijentica na agonistickim i antagonisti¢kim protokolima

Broj

Protokol L.
pacijentica

Agonisticki 43,48%

Antagonisticki 56,52%

U Tablici 2. se vidi postotak pacijentica na agonistickim i antagonistickim protokolima.
Pacijentica na agonistickim protokolima ima 43,48%, a pacijentica na antagonistickim

protokolima 56,52%.

Tablica 3. Broj pacijentica na antagonistickim i1 agonistickim protokolima unutar skupina.

Skupina Protokol Broj pacijentica
Agonisti¢ki 13
: Antagonisticki 15
5 Agonisticki 7
Antagonisticki 11
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U Tablici 3. prikazano je koliki broj pacijentica unutar skupine 1 je bio na
agonistickim protokolima (13) i na antagonisti¢kim (15) te koliko pacijentica unutar skupine 2

je bilo na agonistickim (7), a koliko na antagonistickim protokolima (11).
Dob pacijentica

Prosje¢na dob pacijentica je 34,85 godina (prosje¢na dob u skupini 1 iznosi 34,32

godina, a u skupini 2 35,67 godina).

Tablica 4. Prosjec¢na dob pacijentica

Skupina Protokol Prosjecna dob (godine)
! Agonisticki 35,85
Antagonisticki 33,00
: Agonisticki 32,57
Antagonisticki 37,64

U Tablici 4. se vidi prosjecna dob pacijentica razvrstanih po skupinama i po tipu
protokola na kojem su bile. U skupini 1 pacijentice na agonisti¢kim protokolima prosje¢no su
imale 35,85 godina, a na antagonistickim 33,00 godina. U skupini 2 pacijentice na
agonistickim protokolima prosjecno su imale 32,57 godina, a na antagonisticCkim 37,64

godina.

Tablica S. Broj pacijentica <35 godina i >35 godina

Skupina Protokol <35 godina >35 godina
. Agonisticki 14% (4) 32% (9)
Antagonisticki 43% (12) 11% (3)
5 Agonisticki 28% (5) 11% (2)
Antagonisticki 6% (1) 55% (10)

U Tablici 5. su prikazani postoci pacijentica koje imaju <35 godina i >35 godina
unutar svake skupine te razvrstani po protokolima. U skupini 1 pacijentica na agonistiCkom
protokolu koje su imale <35 godina ima 14% (4), a >35 godina 32% (9). Kod onih na
antagonistickom protokolu u skupini 1 <35 godina imalo je 43% (12) pacijentica, a >35
godina 11% (3) pacijentica. U skupini 2 pacijentica na agonistickom protokolu koje imaju

<35 godina ima 28% (5), a onih koje imaju >35 godina 11% (2). Pacijentica u skupini 2 na
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antagonistickim protokolima koje imaju <35 godina ima 6% (1), a onih koje imaju >35

godina 55% (10).
Stopa implantacije

Tablica 6. Prikaz usporedbe stopa implantacije izmedu antagonistickih i agonistickih

protokola.

Protokol Pozitivno Negativno
Agonisticki 25% 75%
Antagonisticki 23,08% 77%

Tablica 6. prikazuje usporedbu stopa implantacije za agonistiC¢ke 1 antagonisticke
protokole. Stopa implantacije je veca kod pacijentica na agonistickim protokolima (25%) u
odnosu na one na antagonistickim protokolima (23,08%). Razlika u stopama implantacije je

1,9%, no ona nije statisticki znacajna (p=0.88).

90,00% 82,10%
(23)

80,00%

70,00%

60,00%

50,00%

M Pozitivno

40,00% W Negativno

30,00%

17,90%
(5)

20,00%

10,00% -

0,00% -

Skupina 1 Skupina 2

Slika 8. Prikaz stopa implantacije za Skupinu 1 i skupinu 2.

Stopa implantacije vidljiva je na Slici 8.. Za svaku skupinu je zabiljezeno koliko je
bilo pozitivnih HCG testova odnosno koliko negativnih. Negativnim testovima dodijeljena je
vrijednost 0, a pozitivnim 1 da bi se mogao provesti statisticki t-test. U skupini 1 17,9% (5)

slucajeva je pozitivno, a 82,1% (23) negativno. Skupina 2 ima 33,3% (6) pozitivnih slucajeva
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1 66,7% (12) negativnih. lako postoji razlike u stopama implantacije (15,4%) ona nije

statisticki znacajna (p=0,2).

100,00% 86.70%
90,00% (13)
80,00%
70,00%
60,00%
50,00%
B Pozitivno
40,00%
m Negativno
30,00%
20,00%
10,00%
0,00%
Skupina 1 - Skupina 1 - Skupina 2 - Skupina 2 -
antagonisticki agonisticki antagonisticki agonisticki
protokoli protokoli protokoli protokoli

Slika 9. Usporedba stope implantacije izmedu antagonistickih i agonistickih protokola unutar

svake skupine .

Na Slici 9. prikazana je usporedba stope implantacije izmedu antagonistickih i
agonistickih protokola unutar svake skupine. Pacijentice na antagonistickim protokolima
unutar skupine 1 imale su pozitivan HCG u 13,3% (2) slucajeva, a negativan HCG u 86,7%
(13) slucajeva. Kod agonistickih protokola u skupini 1 pozitivnih HCG testova je bilo 23,1%
(3), dok je negativnih bilo 76,9% (10). Razlika u stopama implantacije izmedu agonistickih i
antagonistickih protokola je 9,7%, no ona nije statisticki znacajna (p=0,52). Pacijentice na
antagonistickim protokolima u skupini 2 imale su pozitivan HCG u 36,40% (4) slucajeva, a
negativan HCG u 63,60% (7) sluc¢ajeva. Kod pacijentica na agonistickim protokolima u
skupini 2 pozitivan HCG bio je u 28,6% (2) slucajeva, a negativan HCG bio je u 71,4% (5)
slucajeva. Razlika stopa implantacije izmedu agonistickih 1 antagonisti¢kih protokola je 7,8%,

no ona nije statisticki znacajna (p=0,6).
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Broj stanica u MII fazi stani¢nog ciklusa
Tablica 7. Prosjek dobivenih jajnih stanica u MII fazi stani¢nog ciklusa.

Broj MII jajnih stanica

Skupina Broj pacijentica (prosjek broja stanica po pacijentici)
1 23 4,39
2 16 3,75

Tablica 7. prikazuje koliki je prosjecni broj stanica u MII fazi stani¢nog ciklusa
dobiven unutar svake skupine. Obradeni su podatci 39 pacijentica jer se samo kod pacijentica
koje su podvrgnute ICSI postupku MPO moZe vidjeti u kojoj su fazi stanicnog ciklusa
dobivene jajne stanice. U skupini 1 prosje¢an broj oocita u MII fazi stani¢nog ciklusa po
pacijentici je 4,39, a u skupini 2 3,75. Razlika prosje¢nog broja zrelih oocita po pacijentci je

0,64, no razlika nije statisti¢ki znacajna (p=0,46).

Tablica 8. Prosjek dobivenih jajnih stanica u MII fazi stani¢nog ciklusa po pacijentici,
usporedba agonistickih i antagonisti¢kih protokola unutar svake skupine.
Broj MII jajnih

Skupina Protokol Broj pacijentica stanica (prosjek broja
stanica po pacijentici)

Agonisticki 11 4,73

1
Antagonisticki 12 4,08
Agonisticki 5 4,60

2
Antagonisticki 11 3,36

Tablica 8. prikazuje usporedbu prosjecnog broja dobivenih jajnih stanica u MII fazi
stani¢nog ciklusa kod agonistickih i antagonisti¢kih protokola unutar svake skupine. U ovoj
tablici su prikazani podatci 39 pacijentica, odnosno podatci pacijentica podvrgnutih ICSI
postupku. U skupini 1 pacijentice koje su bile na agonistickim protokolima imaju prosjecno

4,73 zrelih oocita, a one koje su bile na antagonistickim protokolima 4,08. Razlika je 0,65, no
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ona nije statisticki znacajna (p=0,52). U skupini 2 pacijentice na agonistickim protokolima
prosje¢no su imale 4,60 jajnih stanica u MII fazi stani¢nog ciklusa, a pacijentice na
antagonistickim protokolima prosje¢no 3,36. Razlika je 1,24, no ona nije statisticki znacajna
(p=0,4).

Zrelost zametaka

Tablica 9. Usporedba prosjecnog broja zametaka sa 6 ili 8 stanica po pacijentici izmedu

skupine 1 i skupine 2.

Broj zametaka sa 6 ili 8

Skupina Broj pacijentica stanica (prosjecan broj po
pacijentici)
1 28 2,14
2 18 2,28

Tablica 9. prikazuje usporedbu prosjecnog broja zametaka sa 6 ili 8 stanica po
pacijentici izmedu skupina. U skupini jedan prosjecno je bilo 2,14 takvih zametaka po

pacijentici, a u skupini 2 2,28. Razlika je 0,135, no ona nije statisti¢ki znac¢ajna (p=0,8).

Tablica 10. Usporedba prosjecnog broja zametaka sa 6 ili 8 stanica po pacijentici izmedu

agonistickih 1 antagonisti¢kih protokola unutar svake skupine.

Broj zametaka sa 6 ili

Skupina Protokol Broj pacijentica (pros?esc‘t:rrlnlffoj po
pacijentici)
1 Agonisticki 13 2,54
Antagonisticki 15 1,80
5 Agonisticki 7 3,00
Antagonisticki 11 1,82

U Tablici 10. prikazan je prosjeCan broj zametaka sa 6 ili 8 stanica za svaku
pacijenticu. Prikazane vrijednosti su brojevi dobiveni na dan ET. Kako se ET moze napraviti
drugi, tre¢i ili peti dan od aspiracije jajnih stanica, tako su zamecima sa 6 ili 8 stanica

pribrojani oni koji su imali 4 stanice ako se radilo o ET na drugi dan. Pacijentice u skupini 1
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na agonistickim protokolima prosje¢no su imale 2,54 zametaka sa 6 ili 8 stanica, a one na
antagonistickim protokolima 1,80. Razlika je 0,74, no ona nije statisticki znacajna (p=0,21). U
skupini 2 pacijentice na agonistickim protokolima prosjecno su imale 3,00 zametaka sa 6 ili 8

stanica, a pacijentice na antagonisti¢kim protokolima 1,82 takvih zametaka. Razlika je 1,18,

no ona nije statisticki znacajna (p=0,23).
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5. RASPRAVA
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Rezultati ovog istrazivanja prikazuju uspjeSnost dva razli¢ita protokola MPO kod

pacijentica s loSim odgovorom jajnika na prethodne stimulacije.

Kao primarna mjera ishoda uzeta je stopa implantacije (pozitivan HCG). Usporedivana je
stopa implantacije izmedu agonistickih i antagonisti¢kih protokola. Od ukupnog broja
pacijentica ukljucenih u istrazivanje 43,48% (20) bilo je na agonistickim protokolima, a
56,52% (26) na antagonistickim protokolima. lako je veéi broj pacijentica bio na
antagonistickim protokolima, viSu stopu implantacije imale su pacijentice na agonistickim
protokolima (25%). Razlika nije bila statisticki znacajna (p=0,88). U prospektivnoj
randomiziranoj studiji Gordtsa 1 sur. (20) koja je usporedivala uspjesnost kratkog
agonistickog 1 antagonistickog protokola pokazano je da su stope implantacije nesto vise kod
pacijentica na agonistickom protokolu (39%) u odnosu na one na antagonistickom protokolu
(37%). Jedina razlika medu pacijenticama koju su istrazivaci uocili bila je da su pacijentice na
antagonistickom protokolu primile znacajno vecu dozu rekombinantnog FSH (rec-FSH) te su
njihove razine serumskog estradiola bile znacajno nize. U istrazivanju nije navedena egzaktna
p vrijednost, no navode da razlika nije znacajna (p>0,05). Iako istrazivaci nisu naveli da je
veca doza rec-FSH 1 niZza koncentracija serumskog estradiola uzrok ovakvog rezultata, valja
napomenuti da u istrazivanju na pacijenticama KBC Split ne postoje podatci o dozama
gonadotropina koje su pacijentice primile. Postoji moguénost da i kod pacijentica lije¢enih u
KBC Split postoji ovakva razlika, no u ovom istraZivanju nisu pracene doze gonadotropina
koje su pacijentice primile. To upucuje na daljnja istraZivanja u smjeru eventualne
povezanosti izmedu te razlike i1 uspjeSnosti protokola. Meta analiza Pua 1 sur. (1) koja je
usporedivala uspjeSnost agonisti¢kih 1 antagonistickih protokola kod Zena s POR pokazala je
takoder da ne postoji statisticki znacajna razlika u stopama implantacije izmedu ova dva

protokola.

Usporedivana je i stopa implantacije izmedu skupine 1 1 skupine 2 te je dobiveno da je
stopa implantacije viSa u skupini 2 (33%) u odnosu na skupinu 1 (18%) pri ¢emu razlika nije
statisti¢ki znacajna (p=0,2). Takoder, provedena je usporedba stope implantacije u pacijentica
na antagonistickim i agonistickim protokolima unutar svake skupine te je dobiveno da visu
stopu implantacije u skupini 1 imaju pacijentice koje su bile na agonistickim protokolima
(23%; p=0,52), dok su kod skupine 2 viSu stopu implantacije imale pacijentice na
antagonistickim protokolima (36%, p=0,6). lako postoji razlika medu stopama implantacije,
ona nije statisticki znacajna. Nekoliko retrospektivnih i prospektivnih studija usporedivale su

stopu implantacije izmedu agonistickih i antagonistickih protokola. Retrospektivna studija
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D'Amata 1 sur. (21) pokazala je postizanje viSe stope implantacije kod antagonistickih
protokola (13,5%) u odnosu na agonisticke (7,6%), no razlika nije bila statisticki znacajna. Jos$
je jedna retrospektivna studija Berin i sur. (22) pokazala da ne postoji statisticki znacajna
razlika u stopi implantacije izmedu ova dva protokola. Prospektivna studija Merviela 1 sur.
(23) pokazala je jednaku stopu implantacije za oba protokola. Istrazivanje koje su proveli van
Kooij i sur. (24) pokazalo je da najveci utjecaj na implantaciju embrija imaju dob Zene te
morfologija zametka, dok je novije istrazivanje Terriou i sur. (25) pokazalo da je kvaliteta
embrija, odnosno ,,embryo score*, najvazniji prediktor za trudnoc¢u. Kako skupina 2 prosjecno
po pacijentici ima nesto vise zrelih zametaka (2,28) u odnosu na skupinu 1 (2,14) moguce je
da je zbog toga nastala razlika u stopama implantacije izmedu skupine 1 i skupine 2. Vazno je
takoder naglasiti da u ovom istrazivanju nisu praéeni ostali parametri koji ukazuju na kvalitetu
zametaka (fragmentiranost i pravilnost stanica), a mogli bi po Terriou i sur. (25) pridonositi
viSoj stopi implantacije. Terriou 1 sur. (25) naglasavaju postojanje jo$ nekih manje vaznih
prediktora kao Sto su dob Zene, etiologija neplodnosti, ukupni broj dobivenih oocita, broj
zrelih oocita, broj dobivenih zametaka koji bi mogli objasniti visu stopu implantacije u
skupini 2. Lai 1 sur. (26) u svom istrazivanju navode viSu stopu implantacije za pacijentice na
antagonistickim protokolima (15,82%) u odnosu na pacijentice na agonisti¢kim protokolima
(5,26%). Dokazali su da postoji statisticki znacajna razlika (p<0,05) te da bi antagonisticki
protokoli mogli biti korisni za starije pacijentice koje su nekoliko puta bile na postupcima
MPO 1 imale lo§ odgovor na stimulacije. U istraZivanju na pacijenticama u KBC Split
pacijentice na antagonistickim protokolima unutar skupine 2 imale su viSu stopu implantacije,
a prosjecno imaju 37,64 godine (66% pacijentica ima >35 godina). Vjerojatno se radi o
Zzenama koje zbog dobi imaju smanjenu ovarijsku rezervu te smanjen FORT. Pacijentice
unutar skupine 1 imale su viSu stopu implantacije ako su bile na agonistickim protokolima.
Kako se u skupini 1 radi ve¢inom o Zenama mladim od 35 godina (57% pacijentica ima <35
godina) moguce je da imaju takav rezultat zbog mutacija LH, LH receptora ili FSH receptora.
Budu¢i da nije postojala mogucnost genetickog testiranja ovih pacijentica, ne moze se sa
sigurno$¢u tvrditi da je to uzrok. Ako postoje takve mutacije, prilagodbom doze

gonadotropina mogao bi se posti¢i bolji odgovor.

U usporedbi prosje¢nog broja dobivenih jajnih stanica u MII fazi skupina 1 ih je imala
4,39, a skupina 2 3,75. Unutar skupine 1 pacijentice na antagonistickim protokolima
prosjecno su imale 4,08, a pacijentice na agonistickim protokolima 4,73 stanica u MII fazi

stani¢nog ciklusa. U skupini 2 razlika u prosje¢nom broju jajnih stanica u MII fazi stani¢nog
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ciklusa bila je neSto veca. Pacijentice na antagonistickim protokolima u skupini 2 imale su
prosjec¢no 3,36 takvih stanica, a pacijentice na agonistickim protokolima 4,60. lako je u obje
skupine ishod neSto bolji za pacijentice lijeCene agonistickim protokolima, razlika nije
statistiCcki znacajna (p=0,52; p=0,4). D'Amato 1 sur. (21) pokazali su da viSe zrelih jajnih
stanica imaju pacijentice na antagonistickim protokolima (4,29) u odnosu na one na
agonistickim protokolima (2,65) te je ta razlika statisticki znacajna (p<0,0001). Jo§ jedna je
randomizirana kontrolirana studija (27) pokazala da pacijentice na antagonistickim
protokolima imaju veci broj stanica u MII fazi stani¢nog ciklusa (5,32) u odnosu na one na

agonistickim protokolima (5,00) no razlika nije bila statisticki znacajna.

Za procjenu kvalitete embrija vazni su broj stanica, pravilnost i fragmentiranost stanica. U
ovom istrazivanju promatran je broj stanica pojedinog embrija te je dobrim embrijem smatran
svaki koji ima 4 stanice ako se radilo o drugom danu ET, odnosno na tre¢i i peti dan 6 i 8
stanica. Skupina 1 prosje¢no je imala 2,14 takvih embrija, a skupina 2 2,28. Usporedbom
agonistickih 1 antagonistickih protokola unutar skupine 1 dobiveno je da pacijentice na
agonistickom protokolu prosje¢no imaju 2,54 dobra embrija, a na antagonistiCkom protokolu
1,80. U skupini 2 pacijentice lije¢ene agonistima GnRH prosjecno su imale 3 dobra embrija, a
one lijjeCene antagonistima prosjecno 1,82 dobrih embrija. D'Amato i sur. (21) pokazali su da
pacijentice na antagonistickim protokolima prosjecno imaju vise embrija s ,,embryo score*

>1.

Rezultati ove studije pokazuju da ni jedan od protokola ne poboljSava ishod za Zene s
POR jer razlika u dobivenim rezultatima po svim parametrima mjerenja nije statisti¢ki
znacajna. Razlog zbog kojeg se u mjerenjima ne pokazuje znacajnost moze biti neadekvatna
veli¢ina uzorka, §to bi znacilo da su potrebna daljnja istraZivanja kako bi se mogli utvrditi
nedvosmisleni rezultati istrazivanja. Bitno je takoder naglasiti da su ishodi usporedivani samo
s obzirom na to o kojoj se vrsti protokola radilo, no nisu uzeti u obzir gonadotropini kojima su
pacijentice stimulirane (Bemfola, Puregon, Pergoveris, Gonal F, Menopur, Elonva) te njihova

doza.
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6. ZAKLJUCCI
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POR je indikator smanjene zalihe primordijalnih folikula te su jajne stanice dobivene
iz tih folikula suboptimalne kvalitete.

Pokazano je da pacijentice s POR lije¢ene agonisti¢kim protokolima imaju nesto veéi
broj stanica u MII fazi stani¢nog ciklusa prosje¢no, no razlika nije statisticki znacajna
(p>0,05).

Prosje¢ni broj dobrih zametaka (6 i 8 stanica) je ve¢i kod pacijentica lijecenih
agonistima GnRH u odnosu na antagoniste GnRH, no razlika nije statisti¢ki znacajna
(p>0,05).

Ovo istrazivanje pokazalo je da ne postoji statisticki znacajna razlika u stopi
implantacije (pozitivan HCG) izmedu skupina 1 i 2 te izmedu agonistickih i
antagonistickih protokola unutar pojedinih skupina.

Moze se zakljuciti da dostupne terapijske metode pokazuju priblizno jednaku
ucinkovitost za Zene s POR, a takav lo§ odgovor na terapiju nastaje vjerojatno zbog
malog broja jajnih stanica u rezervi jajnika te zbog njihove smanjene kvalitete. Vazno
je napomenuti da lo$ odgovor na terapiju moze nastati i zbog genetskih mutacija LH,
LH receptoa 1 FSH receptora.

IstraZivanje na vecem broju ispitanica bi moglo donijeti viSe spoznaja o tome koja je

terapija optimalna za pacijentice s POR.
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CILJ ISTRAZIVANJA: Usporediti uspjesnost protokola ovarijske stimulacije
(antagonisticki i agonisticki protokoli) medu pacijenticama sa slabim odgovorom jajnika na
prethodne stimulacije i dobrom rezervom jajnika (skupina 1 — Poseidon grupe 1 i 2) te
pacijenticama sa slabim odgovorom jajnika na prethodne stimulacije i loSom rezervom jajnika

(skupina 2 — Poseidon grupe 3 1 4).

MATERIJALI I METODE: Ovo retrospektivno istrazivanje provedeno je u Klinici za
zenske bolesti 1 porode KBC-a Split u razdoblju od 1. sije¢nja 2015. do 15. lipnja 2017.
Podatci su prikupljeni iz povijesti bolesti pacijentica te iz baze podataka MPO Zavoda za
humanu reprodukciju i endokrinologiju. U istrazivanje je uklju¢eno 46 pacijentica u dobi od
25 do 42 godine. Prikupljeni su podatci o trajanju steriliteta, vrsti protokola te
gonadotropinima koji su koriSteni u lijeCenju, jajnim stanicama dobivenim aspiracijom,
zamecima te stopi implantacije. Kriteriji uklju¢ivanja bili su BMI <30 kg/m?, trajanje
neplodnosti 1-5 godina i Poseidon kriteriji. Kriteriji isklju¢ivanja bili su endometrioza, bolesti

stitnjace, Cushingov sindrom, hiperprolaktinemija i tumori koji lu¢e androgene.

REZULTATI: Stopa implantacije za skupinu 1 bila je 17,9%, a za skupinu 2 33,3%.
Unutar skupine 1 stopa implantacije za agonisticke protokole bila je 23%, a za antagonisticke
protokole 13,3%. Za skupinu 2 stopa implantacije za agonisticke protokole bila je 28,6%, dok
je za antagonisti¢ke protokole bila 36,4%. Analizom podataka 39 pacijentica podvrgnutih
ICSI postupku dobiveno je da u skupini 1 prosje¢no bilo 4,39 jajnih stanica u MII fazi
stani¢nog ciklusa (zrele jajne stanice), dok ih je u skupini 2 bilo 3,75. Unutar skupine 1
pacijentice na agonistickim protokolima su prosje¢no imale 4,73 zrele jajne stanice, a
pacijentice na antagonistickim protokolima 4,08. U skupini 2 pacijentice lije¢ene agonistima
GnRH su prosje¢no imale 4,60 zrelih jajnih stanica, a pacijentice lijeCene antagonistima

GnRH 3,36.

ZAKLJUCCI: Nije pokazana veca uspjesnost ni jednog od dva usporedivana protokola
MPO. Potrebno je Sto ranije zapoceti lijeCenje Zena s loSom zalihom jajnika kako bi se
postigao Sto bolji ishod. Protokoli s GnRH antagonistima imaju prednost nad agonistickim
protokolima zbog jednostavnosti primjene, manje nuspojava te smanjene mogucnosti za

nastanak OHSS-a.
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THESIS TITLE: A comparison of GnRH agonist and antagonist protocols in

patients with poor ovarian respose to prior stimulation

RESEARCH OBJECTIVE: To compare the successfulness of ovarian stimulation
protocols (agonist and antagonist protocols) among patients with poor ovarian response to
prior stimulation with a good ovarian reserve (group 1 — Poseidon groups 1 and 2) and
patients with poor ovarian response to prior stimulation with a bad ovarian reserve (group 2 —

Poseidon groups 3 and 4)

MATERIAL AND METHODS: This retrospective study took place at the
Department of Gynecology and Obstetrics in KBC Split from 1. January 2015. to 15. June
2017. The data on the duration of infertility, the protocol type and gonadotropins used in
treatment were collected from patients' medical histories and from an ART database at the
Institute for Human Reproduction and Endocrinology. A total of 46 women, aged 25-42,
were included in the study. The inclusion criteria were: BMI <30 kg/m?, the duration of
infertility 1-5 years and Poseidon criteria. The exclusion criteria were: endometriosis, thyroid

diseaase, Cushong syndrome, hyperprolactinemia and androgen secreting tumors.

RESULTS: The implantation rate in group 1 was 17,9% and in group 2 33,3%. Group
1 agonist protocols had an implantation rate of 23 %, while group 1 antagonist protocols had
an implantation rate of 13,3%. Group 2 agonist protocol implantation rate was 28,6% and
group 2 antagonist protocol implantation rate was 36,4%. By analyzing the data of 39 patients
that underwent the ICSI procedure it can be seen that group 1 had 4,39 MII (mature) oocytes
on average and group 2 had 3,75. Group 1 patients on agonist protocols had 4,73 mature
oocytes on average, while group 1 patients on antagonist protocols had 4,08. Group 2 patients
treated with GnRH agonist had 4,60 mature oocytes on average and group 2 patients treated

with GnRH antagonists had 3,36 mature oocytes on average.

CONCLUSION: The compared protocols show similar success rates. An early start
with ART in women with POR remains the only choice for successful treatment. The GnRH
antagonist protocols have an advantage over the GnRH agonist protocols due to their ease of

use, less side effects and a decreased chance of OHSS.
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