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I. KRATICE
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1. UvOD

1.1. DEFINICIJA NEPLODNOSTI

U hrvatskome jeziku plodnost ili fertilnost se definira kao prosjecan broj zive djece
koje rodi Zena tijekom svoje reprodukcijske dobi (15-45 godina), dok je pojam neplodnosti i
steriliteta izjednacen. Primarni sterilitet predstavlja stanje u kojemu kod para u
reprodukcijskome razdoblju, pri redovitim i nezasti¢enim spolnim odnosima tijekom godinu
dana, ne dolazi do trudnoée. Sekundarni sterilitet predstavlja nemogucnost realiziranja
trudnoc¢e nakon bar jedne prethodne trudnoce. Infertilitet se, u hrvatskome jeziku, definira
kao nemoguénost Zene za radanje Zivog 1 za Zivot sposobnog djeteta. S druge strane,
anglosaksonska literatura pojam steriliteta definira kao apsolutnu nemoguénost zanosenja,
dok pojam infertiliteta odgovara hrvatskom shvacanju pojma sterilitet. Hrvatski termin
neplodnost etimoloski odgovara infertilitetu, a uporabnim znac¢enjem odreduje sterilitet, koji
se moze podijeliti na primarni i sekundarni. Svjetska zdravstvena organizacija (SZO)
definirala je nezeljenu neplodnost kao bolest. Umanjena plodnost ili subfertilnost predstavlja
stanje u reprodukcijskome nastojanju para kod kojega trudnoca nastupa poslije duzega
razdoblja nego Sto je slucaj kod normalno plodnog para u kojega je prosje¢na moguénost
zano$enja po ciklusu (fekundabilnost) oko 20%. Fekunditet se definira kao vjerojatnost

radanja zivoga djeteta po jednom menstruacijskome ciklusu i iznosi oko 10%. (1, 2).

1.2. EPIDEMIOLOGIJA | UZROCI NEPLODNOSTI KOD PACIJENTICA U
POSTUPKU IZVANTJELESNE OPLODNJE

1.2.1. EPIDEMIOLOGIJA NEPLODNOSTI

Unatrag nekoliko desetlje¢a opaza se blago i1 trajno opadanje plodnosti, posebice u
razvijenim zemljama svijeta. Od 1980. godine stopa neplodnosti je porasla za 4%, najcesce
zbog odgadanja trudnoc¢e do poodmakle dobi kada je fizioloski fekundabilnost smanjena (3).
Poseban problem u epidemioloskim istrazivanjima u reprodukcijskoj medicini predstavlja
prevalencija subfertilnosti u opcoj populaciji (4) s ciljem planiranja rutinskih istrazivanja

neplodnosti 1 pravodobnoga zapolinjanja tretmana u slucajevima slabije prognoze za



postizanje trudnoce (5). Nazalost, smanjena plodnost dovodi do naruSavanja demografske
ravnoteze, tako da se fertilnost u vec¢ini zapadnih zemalja kre¢e izmedu 1,2 1 2, a u Hrvatskoj
iznosi oko 1,34 (6). Danas u Europi zene u prosjeku radaju prvo dijete 4 do 5 godina kasnije
nego prije 20 godina, dok ih ak 20% prvu trudnoéu ima tek nakon 35. godine. Zene u
Hrvatskoj radaju prvi put s 29,2 godine, 31% svih porodaja dogada se izmedu 30. 1 35.
godine, dok svega 14% zZena ima 3 ili viSe djece. U Europi je, u odnosu na Hrvatsku,
neplodnost ¢esca za 5-7%, a fertilnost je umanjena za 0,4-0,7%. SZO navodi da je fekunditet
najvisi izmedu 20. i 27. godine zivota te da iznosi oko 20-30% (7). Sveukupno, stopa
fertilnosti je 4-8% niza kod Zena izmedu 25 i 29 godina starosti, 15-19% niza kod Zena
starosti izmedu 30 1 34 godine, 26-46% kod zena izmedu 35 1 39 godina i ¢ak do 95% niza
kod Zena starosti izmedu 40 i 45 godina (8). Stalan porast lije¢enja medicinski pomognutom
oplodnjom (MPO), a koji iznosi 10% godisnje, takoder upucuje na umanjenu plodnost.
Podatci za 2010. godinu pokazuju da je u svijetu obavljeno oko milijun postupaka
izvantjelesne oplodnje (in vitro fertilizacija — IVF). U Hrvatskoj je neplodnost zabiljeZena
kod oko 80 000 parova, dok se godisnje lije¢i 10-12 tisuca parova. Pojavnost neplodnosti
porasla je za 5% u posljednjih 30 godina (7).

12.2. UZROCI NEPLODNOSTI

Razlozi neplodnosti u parova mogu biti viSestruki, a mogu se podijeliti u dvije
kategorije: medicinski ¢imbenici 1 nemedicinski ¢imbenici. Medicinskim ¢imbenicima
pripadaju bioloska 1 genetska obiljeZja jedinke, dok nemedicinske ¢imbenike ¢ine socijalna i
ekonomska situacija te moderni stavovi i svjetonazor. Nadalje, parovi se sve kasnije odlucuju
na potomstvo, Sto takoder predstavlja jedan od glavnih ¢imbenika neplodnosti (8). U 50%
slucajeva radi se o problemima kod Zena, u 40% slucajeva problemi su zabiljezeni kod
muskaraca, dok su u oko 10% parova razlozi neplodnosti nejasni ili nedovoljno objasnjeni.
Kod gotovo 30% parova razlozi su neplodnosti obostrani, dok je kod 40% parova razlog

neplodnosti viSestruk (9). Za praksu je vazna sljedeca podjela razloga neplodnosti:

e neodgovarajuca proizvodnja 1/ili transport sjemena u muskaraca (40%),

e neodgovarajuca proizvodnja jajne stanice u zene (25%),



e smetnje susretu gameta (oplodnji) te transportu i implantaciji zametka, Sto ovisi
0 stanju puta oplodnje (25%),

e nerazjasnjena neplodnost (10%).

Neodgovarajuca proizvodnja i/ili transpost sjemena u muskaraca moze se podijeliti
na pregerminalne, germinalne i postgerminalne. Pregerminalni uzroci su endokrinoloskog
podrijetla, a poremecaj se nalazi u srediStu reprodukcijske osovine (hipofiza). Posljedica je
niska razina testosterona, $to je uvjetovano niskom razinom gonadotropina. Germinalni
uzroci neplodnosti kod muskaraca mogu biti kromosomske nepravilnosti, upale, razli¢iti
toksini, autoimuna oboljenja ili varikokela, a ocituju se smanjenim brojem i kvalitetom
sjemenih stanica. Smetnje pri transportu sjemena izvodnim putovima, kao i razliciti
poremecaji kvalitete 1 kolic¢ine sjemene tekucine predstavljaju postgerminalne uzroke muske

neplodnosti.

Neodgovarajuéa proizvodnja jajne stanice u Zene (sindrom izostale ovulacije ili
kroni¢na anovulacija) moZe nastati uslijed dviju razlicitih skupina razloga: srediSnjega
neuroendokrinoga poremecaja te perifernih endokrinih smetnji. SrediSnji neuroendokrini
poremecaji (hipofiza) mogu biti posljedica upale, traume ili tumora ovoga podruc¢ja mozga,
poremecaji  uvjetovani  tjelovjezbom 1 prehranom, te neurofarmakoloski 1
psihoneuroendokrini. Poremecaji Stitne Zlijezde 1 nadbubreznih Zlijezda, kao i1 patoloSka
proizvodnja spolnih steroida u gonadama i njihovo ekstraglandularno lu€enje pripadaju

skupini perifernih endokrinih poremecaja.

Smetnje susretu gameta (oplodnji) te transportu i implantaciji zametka
podrazumijevaju sve one poremecaje koji oteZavaju implantaciju, prehranu i razvitak
proembrija. Njima pripadaju razli¢ita mehanicka 1 wupalna oSte¢enja, neadekvatan
tuboovarijski odnos, poremecena cervikalna sekrecija, poremecen transport zametka do
maternice, bio on ubrzan, usporen ili sprijecen, kao i1 nepovoljno lokalno stanje endometrija
zbog upalnih ili endokrinih razloga. OSteCenja jajovoda mogu nastati uslijed razlicitih
abdominalnih operacija, transcervikalnih manipulacija, endometrioze, namjerne sterilizacije
ili zbog upala uzrokovanih spolno prenosivim bolestima (1). Upravo su upale najvazniji i
najces¢i etiolosSki Cimbenik oStecenja 1 oziljavanja jajovoda, iako se ovdje mogu ubrojiti i
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neki imunoloski uzroci neplodnosti. U literaturi se, od mikroorganizama koji dovode do
oStecenja jajovoda i posljedicno do neplodnosti, najceS¢e spominju Chlamydia trachomatis 1
Neisseria gonorrhoeae, iako se i mikroorganizmi poput Mycoplasma genitalium,
Trichomonas vaginalis, kao i drugi mikrobiomi rodnice mogu dovesti u svezu s patologijom
neplodnosti (10). Nova istrazivanja pokazala su da postoji moguca veza oksidacijskoga
stresa 1 neplodnosti zbog poremecene ravnoteze prooksidacijskih 1 antioksidacijskih

mehanizama kod zena s perzistiraju¢om klamidijalnom infekcijom (11).

Nepotpuno objasnjena ili nerazjaSnjena neplodnost predstavlja posebnu kategoriju
uzroka neplodnosti. Obuhvacda heterogenu skupinu parova kod kojih ne dolazi do trudnoce
iako su dokazani prohodnost jajovoda, ovulacija, fertilnost ejakulata, penetracija spermija
kroz cervikalnu sluz te uredan endometrij. Moguci uzroci ovoga stanja ukljucuju razlicite
prikrivene poremecaje spermija, varikokelu, endometriozu, poremecenu receptivnost
endometrija, poremecaje folikulogeneze i endokrinoga statusa, disfunkciju cerviksa te
nedovoljno razjasnjene imunoloske reakcije (1). Postoje ¢vrsti dokazi koji sugeriraju da su
promjene u endometriju povezane sa smanjenom plodnosti po ciklusu kao rezultat
endometrioze. Patofiziologija neplodnosti kod endometrioze ukljucuje kroni¢nu upalu koja
dovodi do neadekvatne receptivnosti endometrija ¢ime uzrokuje i neplodnost i abnormalno
krvarenje (12). Fokus suvremenih istrazivanja neplodnosti jesu genska 1 molekularna
zbivanja na razini endometrija kod Zena s endometriozom i viSekratnim neuspjesima

postupaka izvantjelesne oplodnje (13, 14).

1.3. MENSTRUACIJSKI CIKLUS | OVULACIJA

Menstruacijski ciklus predstavlja sve prirodne promjene koje se zbivaju na Zenskome
Tijekom menstruacijskoga ciklusa produciraju se jajne stanice, a maternica se priprema za
trudnocu (15). Zbog toga je 1 endokrinoloska kontrola menstruacijskoga ciklusa, a
posljedi¢no 1 reprodukcijskoga sustava vrlo slozena. Menstruacijski ciklus odvija se na 3

razine:

e Hipotalamus i hipofiza — neuroendokrinologija,



e Jajnik — gametogeneza i stvaranje spolnih hormona,

e Maternica — promjene cerviksa i endometrija.

Klju¢ni hormoni koji imaju ulogu u kontroli ciklusa jesu gonadotropin oslobadajuci
hormon (eng.Gonadotropin-releasing hormone-GnRH), folikulostimuliraju¢i hormon (FSH),
luteiniziraju¢i hormon (LH), estradiol (E2) i progesteron (P4). Osim spomenutih hormona,
mnogobrojni drugi organi i tkiva takoder sudjeluju u regulaciji menstruacijskoga ciklusa
(Stitna Zlijezda, nadbubrezna Zlijezda, masno tkivo i dr.), kao 1 mnogobrojni peptidi i

nepeptidni hormoni (16).

1.3.1. HIPOTALAMUS I HIPOFIZA

Podetni signal za menstruacijski ciklus dolazi iz sredi$njega Zivéanog sustava (SZS).
Najvazniju endokrinu ulogu u SZS-u imaju hipotalamus i hipofiza. Hipotalamus predstavlja
malen dio diencephalona, volumena 4 cm®, tezi oko 10 g, i ini oko 0,3% cijeloga mozga.
Nalazi se iznad spojnice ofnoga Zivca 1 €ini prednji dio lateralnog zida moZdane komore.
Sprijeda se pruza do lamine terminalis, straga do pinealne Zlijezde, iznad do subfornikalnoga
organa, a ispod do eminentia mediana. Eminentia mediana se preko infundibuluma nastavlja
do neurohipofize (17). U njemu se nalaze mnogobrojne jezgre odgovorne za endokrinu
regulaciju, reprodukciju, metabolizam, regulaciju tjelesne temperature, emocija i elektrolitske
ravnoteze (Slika 1.) (18).

Hipotalamus ima 3 zone: lateralnu, medijalnu i periventrikularnu. Unutar svake zone
nalazi se nekoliko jezgara, pri ¢emu nucleus arcuatus ima vrlo vaznu ulogu u reprodukeciji.
Nucleus arcuatus odgovoran je za produkciju GnRH. GnRH se luci u portalnu hipofiznu
cirkulaciju, dolazi do prednjeg reznja hipofize, gdje dovodi do luc¢enja FSH i LH.
Hipotalamus takoder utjeCe na funkcioniranje Stitne zlijezde preko tireostimulirajucega
hormona (TSH), nadbubrezne zlijezde preko kortikotropin oslobadaju¢eg hormona
(eng.Cortikotropin-releasing hormone-CRH) te na rast i metabolicku homeostazu preko
oslobadajuc¢eg hormona za hormon rasta (eng.Growth hormone releasing hormone-GHRH)
(18).



Hipofiza je mala zlijezda veli¢ine 12x8 mm i tezine oko 500 mg i predstavlja glavnu
zlijezdu endokrinoga sustava. Nalazi se ispod tre¢e mozdane komore i iznad sfenoidalnoga
sinusa u predjelu sella turcica. Hipofiza odrasle osobe ima 2 glavna dijela: adenohopofizu i
neurohipofizu. Neurohipofiza je diencefali¢ni nastavak hipotalamusa, dok je adenohipofiza
ektodermalni derivat stomatodeuma. Druga je podjela hipofize na prednji i straznji rezanj, pri
¢emu prednji rezanj odgovara adenohipofizi, a straznji odgovara neurohipofizi. Razlika
izmedu spomenute dvije nomenklature jest u tome Sto podjela hipofize na prednji i straznji
rezanj ne ukljucuje infundibulum, koji se nastavlja od hipotalamusa prema hipofizi, a

sadrzava neuralne hipofizine sveze i nastavlja se do eminentia mediana (18).

Hypothalamus

Arcuate nucleus

Optic chiasm Median eminence

Superior hypophyseal artery

Portal circulation

4 Middle hypophyseal aretery
Anterior pituitary [

Inferior hypophyseal artery

Posterior pituitary |-

Sphenoid sinus Internal carotid artery
Slika 1. Prikaz hipotalamusa, hipofize, sella turcica i portalnoga krvotoka. Uz nucleus
arcuatus, druga su jezgra hipotalamusa: SO - supraopticka jezgra, SC - suprakijazmaticka
jezgra, PV - paraventrikularna jezgra, DM - dorzomedijalna jezgra, VM - ventromedijalna
jezgra, PH - straznja hipotalamicka jezgra, PM - premamilarna jezgra, LM - lateralna
mamilarna jezgra, MM - medijalna mamilarna jezgra — s dopustenjem autora (16)

Prednji rezanj hipofize sadrzava nekoliko razli¢itih tipova stanica:



e gonadotropne stanice — odgovorne za lu¢enje FSH i LH,

e tireotropne stanice — odgovorne za lu¢enje TSH,

e adrenokortikotropne stanice — odgovorne za lucenje adrenokortikotropnog
hormona (ACTH),

e somatomamotropne stanice — odgovorne za lu¢enje hormona rasta (GH),

e |aktotropne stanice — odgovorne za lucenje prolaktina.

Osim spomenutih hormona, prednji rezanj hipofize luci i aktivin, inhibin i folistatin koji
imaju ulogu u regulaciji menstruacijskoga ciklusa. Straznji rezanj hipofize sadrzava 2 tipa
stanica koje luce antidiuretski hormon (ADH) 1 oksitocin. Komunikacija izmedu
hipotalamusa i prednjeg reznja hipofize vaskularna je, dok je veza izmedu hipotalamusa i
straznjeg reznja hipofize neuronska (18). Na slici 2 prikazana je osovina hipotalamus-

hipofiza-jajnik s glavnim hormonima koje luce.
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Slika 2. Prikaz osovine hipotalamus-hipofiza-jajnik — s dopustenjem autora (19)

1.3.2. ENDOKRINOLOGIJA MENSTRUACIJSKOGA CIKLUSA

GnRH je dekapeptid koji se sintetizira u hipotalamusu. Prvi put je opisan 1970-ih
godina, a GnRH neuroni mogu se otkriti u fetalnome hipotalamusu s 9-10 tjedana gestacije
(20). Do sada je otkriveno 3 tipa GnRH kod ljudi (GnRH-I, GnRH-1I i GnRH-1II) (21).
GnRH-1 je klasi¢ni hormon hipotalamusa odgovoran za regulaciju, sintezu i lu¢enje FSH i
LH (22). GnRH-II prvi put je opisan u mozdanome tkivu, ali je otada njegova prisutnost
dokazana i u drugim perifernim tkivima i organima, kao S§to su endometrij, dojka i jajnici
(23). Prisutnost GnRH-111 u neuronima hipotalamusa prvi put je opisana 1993. godine, ali je

njegova uloga kod ljudi jo$ uvijek nepoznata (21).



GnRH-I sintetizira se iz veceg prekursora koji sadrzava 92 aminokiseline. Nakon
sinteze, GNRH-I putuje prema eminentia mediana hipotalamusa i pulsatilno se lu¢i u portalnu
cirkulaciju. Zivotni vijek GnRH-I molekule vrlo je kratak, s vremenom poluZivota od 2-4
minute. Zbog brza nestanka iz cirkulacije, vrijednosti GnRH-I u perifernoj cirkulaciji ne
koreliraju sa stvarnom aktivno$¢u hipofize (16). GnRH-I djeluje na prednji rezanj hipofize i
dovodi do sinteze i pohranjivanja gonadotropina, pomicanja gonadotropina iz pohrane te do
njihova lucenja. Da bi se ove aktivnosti odvijale adekvatno, neophodno je pulsatilno lu¢enje
GnRH (16). Kontinuirana sekrecija GnRH dovela bi do supresije lu¢enja FSH i LH, kao i do
supresije transkripcije FSH 1 LH gena u prednjem reznju hipofize (24).

GnRH-II razlikuje se od GnRH-1 u 3 aminokiseline na pozicijama 5, 7 i 8 (25). Osim
toga, GNRH-II uglavnom se nalazi izvan mozga, ukljucujuci i u posteljici. Poput lucenja
GnRH-1 iz hipotalamusa, i GNRH-II lu¢i se u posteljici pulsatilno (26). Pretpostavlja se da
razli¢iti ¢imbenici imaju ulogu u lu¢enju GnRH. Estrogen ima 1 pozitivan i negativan uc¢inak
na lu¢enje GnRH-I. Suprimira lu¢enje GnRH-I negativnom povratnom spregom (27), dok P4
ima stimuliraju¢u ulogu na GnRH-I mRNA (informacijska ribonukleinska kiselina) koja se

moze smanjiti RU48 antagonistom progesteronskoga receptora (28).

Medutim, unato¢ ¢injenici da GnRH ima bitnu ulogu u kontroli reprodukcijskih
funkcija, nova istraZivanja pokazala su da hipotalami¢ni neuropeptid-kisspeptin predstavlja
klju¢ni reglulator osovine hipotalamus-hipofiza-gonade, osovine koja ima glavnu ulogu u
regulaciji GnRH neurona. Naime, Kisspeptin izravno signalizira GnRH neuronima

oslobadanje GnRH-a, koji potom stimulira lu¢enje FSH 1 LH (29).

Dva tipa GnRH receptora opisana su kod ljudi: GnRH-I receptor (GnRH-IR) i GnRH-II
receptor (GnRH-1IR). GnRH-IR je transmembranski G-protein receptor (GPCR) (30), a osim
u mozgu, moze se naci 1 u posteljici, folikulima jajnika, miometriju, gusteraci, jetrima, srcu,
skeletnim miSi¢ima, bubrezima 1 perifernoj krvi. GnRH-IIR je takoder GPCR 1 moze se naci
u hipofizi, posteljici, jajnicima, maternici, prostati, zreloj spermi, gusteraci, tankome i

debelome crijevu, bubrezima i jetrima (16).



Analozi GnRH razvijeni su promjenama aminokiselinske sekvence GnRH molekule.
Ove promjene rezultiraju promjenama u vremenu poluzivota GnRH, kao i u njegovoj
bioloskoj aktivnosti. Postoje 2 glavna tipa GnRH analoga: GnRH agonisti i GnRH
antagonisti. Kod uporabe GnRH agonista, kontinuirana aktivacija GnRH receptora dovodi do
desenzitizacije uslijed konformacijske promjene receptora, odvajanja od G proteina,
internalizacije receptora te do reducirane sinteze receptora. Prije desenzitizacije GnRH
agonistima dolazi do povecane sekrecije gonadotropina, a desenzitizacija nastupa 7-14 dana
poslije (16). Za razliku od agonista, GnRH antagonisti dovode do trenuta¢ne supresije lucenja
gonadotropina, koja je brza i reverzibilna (31). GnRH analozi koriste se u tretiranju
mnogobrojnih reproduktivnih poremecaja, kao S$to su prerani pubertet, endometrioza,

leiomiomi maternice, a u uporabi su i u postupcima izvantjelesne oplodnje (IVF-a) (32).

FSH je glikoproteinski dimer koji se sastoji od 2 podjedinica: a (alfa) i B (beta). Alfa
podjedinica nalazi se i u FSH i u LH, kao i u TSH 1 hCG. Beta podjedinica je razli¢ita i
hormon-specifi¢na, $to omoguéuje diferencijalnu funkciju svakoga hormona. Alfa
podjedinica se sastoji od 92 aminokiseline, dok se beta podjedinica sastoji od 118
aminokiselina 1 5 ostataka sijaline kiseline. Ostaci sijaline kiseline odgovorni su za
poluzivot hormona tako da, gdje je njihov sadrzaj ve¢i, dulji je poluZivot molekule. FSH ima
poluzivot od nekoliko sati, a dodatak sijali¢ne kiseline rekombiniranom ili iz urina dobijenom
FSH produljuje njegov poluzivot (16). FSH raste nekoliko dana prije poc¢etka menstruacije 1
odgovoran je za regrutiranje kohorte folikula, kao i za selekciju dominantnog folikula.
Inducira rast granuloza stanica i aktivira aromatazu, koja konvertira androgene u estrogene.
Nakon toga, vrijednosti FSH poc¢inju opadati uslijed proizvodnje estrogena i inhibina B od
strane rastucih folikularnih granuloza stanica. Unato€ padu vrijednosti FSH, dominantni
folikul nastavlja rasti zbog toga Sto stjece najvecu koncentraciju FSH receptora, ¢ime postaje

otporniji na pad FSH. Nakon ovulacije dominantnog folikula, vrijednost FSH pada (16).

LH je glikoproteinski dimer koji se takoder sastoji od 2 podjedinica: a (alfa) i B (beta).
Beta podjedinica LH sastoji se od 121 aminokiseline i 2 ostatka sijali¢ne kiseline, zbog ¢ega
ima krace vrijeme poluZzivota, oko 20 minuta. Upravo zbog kratka vremena poluzivota, LH
se mora brzo sintetizirati i tipicno se luc¢i s amplitudom koja je visa nego kod FSH. Poput
FSH, i LH pocinje rasti prije pocCetka menstruacije, ali je porast LH tijekom folikularne faze
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menstruacijskoga ciklusa postupan. Neposredno prije ovulacije vrijednost LH raste kao
odgovor na proizvodnju E2 od strane dominantnog folikula zahvaljujuéi pozitivnoj povratnoj

sprezi. Tijekom sekrecijske faze ciklusa, vrijednost LH pada (16).

FSH i LH receptori pripadaju obitelji GPCR receptora. FSH receptori nalaze se
isklju¢ivo na membrani granuloza stanica, dok se LH receptori nalaze na membrani teka
stanica. U prisutnosti E2, FSH inducira LH receptore na granuloza stanicama. Aktivnost LH
receptora primarno stimulira proizvodnju androstendiona od strane teka stanica koji se,
potom, transportira do granuloza stanica, aromatizira u estron i u konacnici transformira u E2.

Ovo predstavlja osnovu dvostanicne teorije jajnika (Slika 3.) (16).

Figure 3

FSH LH
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Slika 3. Dvostani¢na teorija jajnika — s dopustenjem autora (33)

Peptidni hormoni jajnika, kao Sto su inhibin, aktivin i Anti-Miillerov hormon (AMH)
imaju takoder ulogu u menstruacijskome ciklusu tako $to modeliraju lu¢enje hormona iz
SZS-a. Inhibin, aktivin i AMH pripadaju obitelji liganada transformirajuceg ¢ibenika rasta
beta (TGF-pB).

Inhibin je polipeptid koji uglavnom luce granuloza stanice, ali se moze pronaci i u
gonadotropinima hipofize (34). Sastoji se od a (alfa) i B (beta) podjedinice. Identificirane su 2
forme inhibina: inhibin-A i inhibin-B, pri ¢emu svaki od njih ima identi¢nu alfa podjedinicu i
specificnu beta podjedinicu. Inhibin-A se dominantno luc¢i tijekom luteinske faze

menstruacijskoga ciklusa, dok se inhibin-B dominantno luéi tijekom folikularne faze.
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Granuloza stanice, kao odgovor na FSH, luce inhibin koji selektivno sprjecava luc¢enje FSH

iz prednjeg reznja hipofize, ¢ineéi na taj nacin negativnu povratnu spregu (16).

Aktivin, koji takoder luce granuloza stanice, povecava lu¢enje FSH povecanjem broja

GnRH receptora. Uc¢inak aktivina blokiraju inhibin i folistatin (16).

Folistatin je peptid koji luce gonadotropi hipofize. Inhibira sintezu i sekreciju FSH
preko sekvestriranja aktivina. Inhibin sprjecava proizvodnju folistatina, dok aktivin stimulira

njegovu proizvodnju (35).

AMH je proizvod granuloza stanica malih antralnih i preantralnih folikula i predstavlja
mjeru njihove kvantitete, odnosno, mjeru pricuve jajnika. AMH, kroz parakrini u¢inak na
jajnik, inhibira FSH-posredovani rast folikula i na taj na¢in doprinosi odabiru dominantnog
folikula (8). Klini¢ki, AMH se koristi kao prediktor pricuve jajnika kod pacijentica koje se
podvrgavaju postupcima izvantjelesne oplodnje zbog neplodnosti. Vrijednosti AMH poviSene
su kod pacijentica sa sindromom policisti¢nih jajnika (PCOS), a smanjene kod Zena koje

koriste antineoplasti¢ne lijekove (16).

Estrogeni su grupa steroidnih hormona koji ukljucuju estron (El), estradiol (E2) 1
estriol (E3). Najpotentniji estrogen je estradiol (E2), koji je proizvod jajnika. E1 nastaje
uglavnom perifernom konverzijom androstendiona, a djelomi¢no nastaje i u jetrima
konverzijom E2 preko 17(beta)-hidroksisteroid dehidrogenaze, dok je E3 glavni estrogen koji
sintetizira posteljica tijekom trudnoce. Vrijednosti E2 u serumu rastu tijekom folikularne faze
menstruacijskoga ciklusa i proporcionalne su rastu folikula. E2 se u krvi nalazi vezan za
proteinske nosace, pri ¢emu albumini nose oko 60% E2, SHBG (eng.Sex hormone binding
globulin — globulin koji veze spolne hormone) veze 38% E2, dok je 2% E2 slobodno u
cirkulaciji. Ovaj slobodni hormon je aktivan i moze do¢i do ciljnih stanica. Tijekom rane
folikularne faze vrijednosti E2 ne prelaze 50 pg/mL, a na vrhuncu rasta folikula vrijednosti
E2 su oko 200-250 pg/mL. Ovulacijom vrijednosti E2 padaju, ali se drugi porast biljezi
sredinom luteinske faze uslijed sekrecije estrogena od strane zutoga tijela. Cirkulirajuci
estrogeni konjugiraju se u jetrima i formiraju sulfate i glukoronide; 80% se eliminira iz
organizma preko urina, a preostalih 20% preko bilijarnoga trakta (16).
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Poznata su 2 estrogenska receptora: estrogen receptor alfa (ER-a) i estrogen receptor
beta (ER-B) (36). Estrogen ulazi u svaku stanicu, ali ¢e na njega odgovoriti samo one stanice
koje imaju receptore. Receptor je obi¢no lokaliziran u jezgri stanice, ali katkad moze dospjeti
iu citoplazmu (8). Jednom kada je estrogen vezan za svoj receptor, pocinje aktivacija genske
transkripcije. Poznato je da E2 ima negativan ucinak na lucenje FSH. Ovaj negativni u¢inak
izravna je posljedica vezanja E2 za receptor, ¢ime se sprjecava transkripcija beta podjedinice
FSH (16).

Progesteron (P4) je, poput estrogena, steroidni hormon i glavni je steroid Zzutoga tijela.
Tijekom folikularne faze njegove vrijednosti su obi¢no <6,36 nmol/L, a svoj vrhunac doseze
sredinom luteinske faze, kada njegove vrijednosti prelaze 15,9 nmol/L. Najve¢i dio P4 u
cirkulaciji je vezan za albumine (80%) i kortikosteroidni-vezujuci globulin (18%), dok je vrlo
malen dio P4 vezan za SHBG (0,5%). Ostatak P4 je slobodan u cirkulaciji. U jetrima se P4
uklanja iz cirkulacije preko njegove konverzije u pregnandiol, koji se potom konjugira sa
glukuronskom kiselinom i eliminira urinom (16). Postoji nekoliko progesteronskih receptora:
progesteronski receptor-A (PR-A), progesteronski receptor-B (PR-B) 1 progesteronski
receptor-C (PR-C). PR-B je pozitivni regulator u¢inaka P4, dok su PR-A i PR-C njegovi
antagonisti (16).

Pri visokim koncentracijama P4 inhibira lucenje FSH i1 LH preko ucinka na
hipotalamus i hipofizu. Prisutnost P4 tijekom luteinske faze takoder dovodi do pada
pulsatilnosti GnRH u hipotalamusu. Pri niskim koncentracijama P4 moZe stimulirati
oslobadanje LH, i to samo nakon izlaganja estrogenima i P4. P4 takoder izaziva troSenje
estrogenskih receptora, $to je zapravo mehanizam zaStite protiv hiperplazije endometrija

izazvane P4 (16).
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Slika 4. Shematski prikaz A(delta)5 i A(delta)4 puta u nastanku spolnih hormona.
Kljuéni korak u tom procesu jest bo¢no cijepanje lanca kolesterola (P450scc). U folikularnoj
fazi ciklusa pregnenolon se pretvara u androstendion kroz A(delta)® put preko 17-
hidroksipregnenolona i DHEA-sa. S druge strane, Zuto tijelo pretvara pregnenolon u P4 kroz
A(delta)* put preko 3B(beta) hidroksisteroid dehidrogenaze (33 HSD) — s dopustenjem autora
(16)

Androgeni su glavni proizvod teka stanica. Androgeni su steroidi s 19 ugljikovih
atoma 1 ukljucuju: androstendion, testosteron i dihidroepiandrosteron (DHEA). Glavni
androgen koji izlucuju teka stanice jest androstendion. Vecina testosterona nastaje perifernom
pretvorbom androstendiona uz djelovanje 17 B-hidroksisteroid dehidrogenaze. Pod
djelovanjem FSH, androstendion i testosteron dalje se aromatiziraju u granuloza stanicama i
pretvaraju u estrogene (Slika 4.) (16).

Androgeni receptor postoji u 2 oblika: B obliku, koji je pune duljine, te A obliku, koji
je kraéi. Androgeni i progestini mogu unakrsno reagirati na njihov receptor, ali samo kada su

prisutni u visokim koncentracijama (16).
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U preovulacijskim folikulima, preferirani steroidni put za sintezu androgena i estrogena
je A(delta)® put koji ukljuduje pretvorbu pregnenolona u 17-hidroksipregnenolon. U teka
stanicama, 17-hidroksipregnenolon se pretvara u androgene. Zbog nemoguénosti teka stanica
da metaboliziraju androgene, oni se transportiraju do granuloza stanica, gdje dolazi do
njihove aromatizacije (Slika 4.) (16). S druge strane, preferirani put steroidogeneze u Zutome
tijelu jest A(delta)4 put pri kojem dolazi do pretvorbe pregnenolona u P4. Jedan od klju¢nih
koraka u steroidogenezi bocno je cijepanje lanca kolesterola u pregnenolon. Ovaj korak u
jajniku je reguliran s LH. Stimulacija LH dovodi do povecanja proizvodnje cAMP-a
(ciklickoga adenozin mono-fosfata) uz povecanu receptorsku mRNA za lipoproteine niskog
stupnja gusto¢e (LDL) i posljedi¢no do povecanog preuzimanja LDL-a. LDL je glavni oblik
kolesterola koji se rabi za steroidogenezu. cCAMP-aktivirani steroidogenicki akutni regulatorni
protein (StAR) povecéava transport kolesterola kroz mitohondrijalnu membranu, gdje dolazi
do bocnog cijepanja kolesterola. Od ove tocke mogu se proizvoditi svi preostali hormoni
jajnika (16).

1.3.3. FAZE MENSTRUACIJSKOGA CIKLUSA

Menstruacijski ciklus dijeli se u 3 faze:

e folikularnu (proliferativnu) fazu
e ovulaciju

e |uteinsku (sekrecijsku) fazu

Prosjecna duljina trajanja ciklusa je 28 dana, iako kod vecine Zena ciklus traje izmedu
25 i 30 dana. Razlika u duljini trajanja ciklusa ovisi o varijabilnosti duljine folikularne faze,

dok je duljina trajanja luteinske faze konstantna i traje 14 dana (16).

Folikularna faza ciklusa pocinje pocetkom menstruacije i traje do ovulacije. Za vrijeme
ove faze ciklusa dolazi do folikulogeneze (37). Ve¢ potkraj luteinske faze prethodnoga
ciklusa propada zuto tijelo 1 znatno opada proizvodnja P4, E2 i inhibina A. Na taj nacin
prekida se inhibicijsko djelovanje hormona Zzutoga tijela na gonadotropine preko negativne
povratne sprege. Dva dana prije menstruacije pocinje porast FSH, ¢ime ujedno pocinje i
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odabir malih antralnih folikula za novi ciklus. Taj porast FSH traje sve do sredine folikularne
faze. Kasnije nastupa porast LH, koji je slabije izrazen uz pojafane oscilacije. Time LH

pomaze u steroidogenezi i rastu folikula (38).

Porastom FSH i pojacanom pulsatilnos¢u LH odabire se za novu folikulogenezu 20 do
30 malih antralnih folikula koji su probudeni iz latentne faze te pocinje faza brzog
eksponencijalnoga rasta folikula. Medutim, paralelno uz rast folikula, mnogobrojni folikuli
svakodnevno propadaju i postaju atreticni. U estrogenim mikrouvjetima folikul ¢e rasti i

dozrijevati, a u androgenima ¢e se zaustaviti u rastu i zavrsiti atrezijom (38).

Povisena razina FSH te umnozeni receptori za FSH povisuju aktivnost P450 aromataze
koja iz androgena stvara sve viSe E2, te na taj nacin raste razina E2. Za povoljan odnos u
proizvodnji androgeni/E2 vazna je dozirana biosinteza androstendiona i testosterona u teka
stanicama. Androgeneza je ovisna o enzimima (33-HSD i P450 c17) koji stimuliraju LH. U
pocetku folikularne faze aktivin koc¢i stvaranje androgena, ¢ime doprinosi estrogenizaciji
folikula. Zahvaljuju¢i tome, folikul raste idu¢ih 5 dana, a zatim raste proizvodnja inhibina i
folistatina u njegovim granuloza stanicama. Nakon 5. dana folikularne faze opada
proizvodnja i aktivnost aktivina. Inhibin, folistatin i IGF-I (eng. Insulin-like growth factor 1 -
¢imbenik rasta poput inzulina 1) parakrino poti¢u proizvodnju androgena. Kada su androgeni

previsoki, inhibiraju aromatazu (38).

Prvih 7 dana folikularne faze odabire se 6 do 8 zdravih folikula koji proizvode sve vecu
koli¢inu E2, aktivina i inhibina B. Do sredine folikularne faze oni dosegnu veli¢inu od 7 do 8
mm u promjeru. Sedmi dan folikularne faze je prijeloman (38). Iz bazena rastuc¢ih folikula
odabire se dominatni folikul koji ¢e u konacnici ovulirati. Rast folikula tijekom ove faze
ciklusa ovisi 0 hormonima hipofize poput FSH. Nadalje, rast folikula dovodi do proizvodnje
E2 od strane granuloza stanica. E2 je tijekom ove faze odgovoran za zadebljanje endometrija
maternice (37).
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Slika 5. Hormonske promjene tijekom menstruacijskoga ciklusa — s dopustenjem autora
(40)

Ovulacija nastupa na vrhuncu rasta folikula kao odgovor na porast LH (37).
Neposredno prije ovulacije folikul raste na viSe od 20 mm u promjeru (39). Zatim dolazi do
oslobadanja LH iz prednjeg reznja hipofize mehanizmom pozitivne povratne sprege uslijed
produljene izlozenosti E2 (Slika 5.). Da bi doslo do ove pozitivne povratne sprege, vrijednosti
E2 moraju biti visSe od 200 pg/mL tijekom 50 sati. Oko 12 sati nakon porasta LH, nastupa
ovulacija. Da bi se oslobodila jajna stanica iz folikula, aktivira se nekoliko proteoliti¢kih
enzima i prostaglandina, ¢ime dolazi do razgradnje kolagena zida folikula. Kada se oslobodi

jajna stanica, ona odlazi u jajovod, gdje ¢eka oplodnju (16).

Luteinska faza zapocCinje nakon ovulacije. Tijekom ove faze ciklusa, preostale
granuloza stanice, koje nisu oslobodene s jajnom stanicom za vrijeme ovulacije, uvecavaju se
1 stjecu lutein. Ove granuloza stanice nazivaju se sada Zutim tijelom i dominantno luce P4
(16). Pod utjecajem LH Zuto tijelo proizvodi svakodnevno 150% viSe P4 (38). Najvise se P4
luci tjedan dana nakon ovulacije (slika 5.), a najviSe u velikim luteinskim stanicama. One
&ine 20 do 30% svih stanica Zutoga tijela. Zuto tijelo proizvodi i E2, koji je tek 30% nizi od
preovulacijske razine E2 (38). P4 je nuzan za zadebljanje endometrija maternice i
transformaciju endometrija iz proliferativne u sekrecijsku fazu u postupku pripreme za

implantaciju zametka. 1z toga razloga ¢e Zivotni vijek zutoga tijela i, posljedi¢no, lu¢enja P4,
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ovisiti o kontinuiranoj potpori LH iz prednjeg reznja hipofize. Ako dode do trudnoce, humani
korionski gonadotropin (hCG) odrzavat ¢e zuto tijelo, medutim, ako ne dode do trudnoce,
zuto tijelo pretvorit ¢e se u oziljkasto bijelo tijelo. Gubitak zutoga tijela i posljedi¢ni pad P4
dovodi do nestabilnosti i ljustenja endometrija, $to zapravo signalizira novi menstruacijski

ciklus (16).

1.4. STIMULACIJSKI PROTOKOLI

Stimulacija jajnika integralni je dio postupaka izvantjelesne oplodnje. Usporedo s
razvojem i napretkom laboratorijskih uvjeta i tehnika, razvoj protokola ovarijalne stimulacije
zasluZan je za napredak IVF tehnologija. S obzirom na heterogenost pacijentica koje ulaze u
postupak izvantjelesne oplodnje, zajedno s prisutnoséu razli¢itih lijekova koji se koriste

pojedinacno ili u kombinacijama, nuzno je odabrati adekvatan stimulacijski protokol.

Talijanski nacionalni IVF registar je 2010. godine registrirao 52 676 I\VF postupaka. Od
ukupnog broja postupaka, 9,9% (5215 postupaka) obustavljeno je prije aspiracije jajnih
stanica od kojih 6,7% zbog loSeg odgovora jajnika na stimulaciju, 1,5% zbog rizika od
razvoja sindroma hiperstimulacije jajnika (OHSS) a 1,77% zbog drugih uzroka. Drugim
rije¢ima, gotovo 5000 IVF postupaka prekine se svake godine zbog neadekvatnog odgovora
jajnika na stimulaciju gonadotropinima. Kod pacijentica mladih od 35 godina prekinuto je
8,1% IVF postupaka, a pretpostavlja se da je u ovoj populaciji pacijentica rizik od OHSS-a
glavni uzrok prekida. Stopa obustave IVF postupaka visa je 1 kod Zena starijih od 40 godina i
krece se od 11,5% u starosnoj skupini od 40. do 42. godine do 17,4% u starijih od 43 godine

zbog loSega odgovora jajnika na stimulaciju (41).

Gotovo 40% parova odustane od izvantjelesne oplodnje nakon prvoga postupka.
Neadekvatan odgovor jajnika na stimulaciju, koji pacijentice najées¢e ne ocekuju, dovodi do

napustanja IVF-a kao metode lije¢enja neplodnosti kod 10% parova (42).

Klju¢na odluka u stimulaciji jajnika jest izbor pocetne doze gonadotropina.
Mnogobrojna istrazivanja su se, u zadnjem desetljecu, bavila predvidanjem odgovora jajnika

na stimulaciju (43, 44). Procjena pricuve jajnika nuzna je prije pocetka stimulacije kao i
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procjena odgovora jajnika na stimulaciju. Rezultati tih procjena diktiraju izbor pocetne doze

gonadotropina kao i izbor protokola stimulacije (44).

U uporabi su danas razliciti protokoli, ovisno o tome zeli li se posti¢i monofolikularni
ili multifolikularni razvoj. Kod pacijentica s anovulatornim ciklusima cilj je tretmana postic¢i
razvitak najmanje jednoga folikula, dok je kod drugih uzroka neplodnosti cilj povecati broj
folikula u postupcima koji se nazivaju kontrolirana ovarijska hiperstimulacija (COH)
(45).

14.1. GONADOTROPINI

Uloga gonadotropina u stimulacijskim protokolima u postupcima izvantjelesne
oplodnje poznata je odavno. Kod pacijentica koje ne reagiraju na standardne stimulacijske
protokole, preporucuje se povecati dnevnu 1 ukupnu dozu gonadotropina (46). Prema vecini
autora, uobicajena doza za pacijentice sa slabim odgovorom na stimulaciju najmanje je 300
[J/dan. Medutim, iako svi protokoli za pacijentice koje slabo reagiraju predvidaju visoke doze
gonadotropina (obi¢no 300-450 1J/dan), viSe istrazivanja nije dokazalo korist od ove metode
(47). Dapace, Ben-Rafael i suradnici (48) dokazali su slabiju kvalitetu jajnih stanica pri
uporabi visokih doza gonadotropina kod pacijentica s normalnim odgovorom na stimulaciju.
S druge strane, Garcia-Velasco i suradnici (49) zakljuéili su da pacijentice sa slabim
odgovorom na stimulaciju i normalnim bazalnim vrijednostima FSH mogu imati koristi od
visih doza gonadotropina. Napokon, jedan pregledni rad u potrazi za dokazima o
ucinkovitosti povec¢ane ukupne doze FSH >3000 1J za pacijentice sa slabim odgovorom na

stimulaciju, nije uspio dokazati korist od povec¢ane doze hormona (50).

14.2. GnRH AGONISTI

Uporaba GnRH agonista (GnRH-a) u IVF protokolima pokazala se vrlo korisnom za
stimulaciju jajnika. Metode MPO-a poboljsale su se tako da se smanjio broj obustavljanja
postupaka te da se, gotovo u potpunosti, ukinuo spontani porast LH i reducirao neadekvatan
razvitak folikula, ¢ime su se poboljsale i stope klini¢kih trudnoéa (51). Strategije

superovulacije koje kombiniraju uporabu GnRH-a i humanog menopauzalnog gonadotropina
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(hMG@G) ili rekombinantnog FSH (rFSH) mogu se podijeliti u 3 kategorije: dugi, kratki i ultra-
kratki protokoli. Dominacija dugih protokola vrlo je dobro poznata u IVF/ICSI ciklusima.
Usporedivane su pacijentice s visokim vrijednostima E2 15. dana stimulacije i1 pacijentice sa
slabim odgovorom na stimulaciju te se pokazalo da je produljenje GnRH-a u prvoj skupini do
uvodenja hMG u terapiju imalo povoljan uc¢inak na razvitak zametka te stopu klinickih
trudnoca, dok se u drugoj skupini registrirao slab odgovor na GnRH-a. Upravo zato poceli su
se istrazivati alternativni nacini uporabe GnRH-a kako bi se poboljsale stope trudnoca kod

ovih pacijentica (47).

14.3. GnRH-a U LUTEINSKOJ FAZI

Ovaj protokol karakterizira se uporabom niskih doza GnRH-a (0,1-1 ng), koja
zapocCinje tijekom srednje luteinske faze ciklusa, a zavrSava u vrijeme menstruacije ili
neposredno nakon nje u kombinaciji s gonadotropinima. Reduciranjem u¢inka GnRH-a na
njihove receptore na jajnicima smanjuje se supresija jajnika i povecava se njihov odgovor
(52). Ovaj vid uporabe GnRH-a pokazao se ucinkovitim kod pacijentica sa slabim
odgovorom na stimulaciju gdje se, u velikim nerandomiziranim serijama, registrirala bolja
stopa dobivenih jajnih stanica te stopa trudno¢a. Medutim, drugi autori su pokazali vrlo malu

ili nikakvu korist od ovoga vida stimulacije uz potrebu za visokim dozama GnRH-a (47).

Alternativni pristup, kako bi se smanjila doza GnRH-a tijekom luteinske faze, jest da se
dopusti nishodna regulacija bez potpune inhibicije odgovora jajnika na egzogene
gonadotropine, §to se pokazalo uc¢inkovitim za E2, gdje su zabiljeZene visoke vrijednosti E2,
ali na stopu implantacije nije imao u¢inka. U jednom istrazivanju GnRH-a uvedeni su tijekom
srednje luteinske faze, a smanjili su se za pola kada je pocela stimulacija gonadotropinima.
Ukupna doza gonadotropina bila je niza, stimulacija je bila brza, dobiveni su zametci bolje

kvalitete, a stopa obustavljanja bila je niska (47).

1.44. "STOP" GnRH-a PROTOKOL

"Stop” GnRH-a protokol podrazumijeva prekid uporabe GnRH-a kada se postigne
supresija hipofize i pocetak stimulacije jajnika s hMG ili rFSH nakon toga (53). Pretpostavka
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je, naime, da nastavak uporabe GnRH-a, ¢ak i pri niskim dozama tijekom COH-a, moZe imati
nepovoljan uc¢inak kod pacijentica sa smanjenom rezervom jajnika. Jedan od mogucih
problema ovoga protokola jest potencijal za poviSenu incidenciju spontanoga porasta LH i
prijevremene ovulacije. U istrazivanjima u kojima je rabljen ovaj protokol pokazalo se da nije
bilo razlike u stopama implantacije 1 klinicke trudnoce, iako je dobiven znatno veéi broj

jajnih stanica i znatno reducirana doza gonadotropina (54).

Manji broj istrazivanja nije pokazao poboljSanje u stopi trudnoca ili stopi obustavljanja,
dok je vecina drugih prospektivnih istraZivanja zabiljezila ve¢i broj dobivenih jajnih stanica,

bolju stopu trudnoca te nizu stopu obustavljanja ciklusa (47).

1.4.5. UCINAK GnRH-a NA SINTEZU FSH I LH (,,FLARE UP“ PROTOKOL)

Kod ,,flare up* protokola, uporaba GnRH-a zapocinje u folikularnoj fazi, a stimulacija
gonadotropinima pocinje nekoliko dana poslije. Koncepcija ovoga protokola temelji se na
dodavanju agonistickoga uc¢inka GnRH-a na aktivnost gonadotropina, ¢ime se eliminira
pretjerana supresija jajnika. Medutim, rezultati ovoga protokola u literaturi su u suprotnosti s
jednom grupom autora koja je dokazala bolju stopu trudno¢a, manju stopu spontanih
pobacaja, nizu dozu gonadotropina te nizu stopu odustajanja, dok drugi nisu uspjeli dokazati
superiornost ovog stimulacijskoga protokola u odnosu na protokole s luteinskim pocetkom
administracije GnRH-a. Razlog za slabije rezultate druge skupine autora vjerojatno treba
traZiti u znatnom porastu vrijednosti LH, P4 i testosterona u serumu tijekom rane folikularne
faze koje ostaju visoke do administracije hCG-a. Na taj nacin dolazi do neadekvatne luteolize
koja ima nepovoljan ucinak na folikulogenezu 1 na jajne stanice, ¢ime uzrokuje slabije

rezultate ovoga protokola (47).

1.4.6. UCINAK GnRH-a NA SINTEZU FSH | LH S MALIM DOZAMA
AGONISTA

Protokol s malim dozama GnRH-a alternativna je shema ,,flare up* protokola u kojem
je doza GnRH-a smanjena na vrijednosti od 25-50 pg u jednoj dozi, a kao predtretman
koriste se oralni kontraceptivi (OK) ili P4. Dokazana je korist ovoga protokola s
poboljsanjem u vrijednostima E2, broju folikula i zrelih jajnih stanica, stopi otkazivanja, stopi
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implantacija i klini¢kih trudno¢a. Uporaba oralnih kontraceptiva ili progestina prije tretmana
potencijalno bi mogla obustaviti funkciju perzistentnoga zutoga tijela iz prethodnoga ciklusa,
Sto je 1 pokazano u istrazivanjima koja su ukljucila pacijentice s normalnim odgovorom na
stimulaciju kroz poboljsani odgovor jajnika na stimulaciju, eliminiranje prijevremenog
porasta LH, smanjenu dozu uporabljenih gonadotropina i izostanak Stetnoga uc¢inka na stopu
trudnoca. Nadalje, ako se progestin rabi 12-20 dana prije ushodnoga protokola kod Zena sa
slabim odgovorom na stimulaciju, registrirane su smanjene vrijednosti LH i P4 tijekom rane
stimulacije gonadotropinima (47). S druge strane, Al-Mizyen i suradnici (55) nisu pokazali
poboljsan ishod IVF-ET kod pacijentica sa slabim odgovorom jajnika na stimulaciju, a koje
su rabile OK ili gestagene prije ushodnoga protokola stimulacije. Sli¢ne rezultate dobili su i
drugi znanstvenici (46). Stoga su nuzna daljnja istrazivanja koja ¢e pokazati potencijalnu

korist uporabe OK prije zapo€injanja ushodnoga protokola s malim dozama GnRH-a (47).

14.7. KRATKIPROTOKOL

Rezultati stimulacije jajnika s kratkim protokolom i uporabom rFSH s ili bez LH u
IVE/ICSI postupcima istrazivani su kod pacijentica s viSekratnim neuspjehom IVF-a i starosti
37 i vise godina. Kod ove skupine pacijentica pokazalo se da su vrijednosti FSH>9 mlJ/mL
povezane s slabim uspjehom IVF-a ¢ak i uz uporabu hMG (56). Bolja kvaliteta i broj
transferiranih zametaka zabiljezena je u rFSH + hMG skupini, a ako se doda LH na pocetku
stimulacije jajnika u tezim slucajevima, bolja je mogucnost za trudnocu. Razlog za bol;ji
rezultat vjerojatno je u boljem razvitku zametaka kada se LH uvede na pocetku stimulacije
nego tijekom kasne folikularne faze (57). Napokon, istrazivanje Weissmana i suradnika (58)
pokazalo je da, pacijentice sa slabim odgovorom jajnika na stimulaciju, imaju bolje rezultate
ako se rabi kratki u odnosu na dugi protokol.
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Diagr tic representation of different IVF protocols
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Medscape Source: Expert Rev Endocrinol. Metab, @ 2012 Expert Reviews Ltd

Slika 6. Sheme razli¢itih stimulacijskih protokola — s dopustenjem autora (59)

1.4.8. PROTOKOL S GnRH ANTAGONISTIMA (GnRH-ant)

Uporaba GnRH-ant sprjeCava prijevremeni porast LH, omogucava maksimalnu
mobilizaciju jajnih stanica minimizirajuci supresorni u¢inak GnRH-a na receptore jajnika i
eliminiraju¢i supresiju jajnika na razini mobilizacije folikula. Nekoliko sati nakon njihove
primjene nastupa tranzitorna supresija gonadotropina, za razliku od GnRH-a, gdje slijedi
stimulacija (,,flare-up®) gonadotropina. Prijevremena luteinizacija takoder je smanjena u
protokolu s GnRH-ant, a ovaj protokol ima vise razli¢itih koristi za pacijentice, ukljuujuéi
kra¢u stimulaciju, manje doze gonadotropina i manji rizik za formiranje cista. Jedini
nedostatak ovoga protokola jesu nesto nize razine E2 u serumu s posljedi¢nom nizom stopom

implantacije 1 klini¢ke stope trudnoca (47).

Neki autori ne slazu se sa stavom da pacijentice sa slabim odgovorom na stimulaciju
treba stimulirati visokim dozama gonadotropina u GnRH-ant protokolima. U tom smislu
trebalo bi razmotriti manje agresivne i skupe stimulacije. Uporaba CC-a (klomifen-citrata) u
kombinaciji s malim dozama gonadotropina i GnRH-ant predstavlja alternativu, smanjujuci
potrebu za visokim dozama gonadotropina s istim ishodom. Kratki protokoli s GnRH-ant i

malim dozama gonadotropina trebali bi biti standard za stimulaciju pacijentica s velikim
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brojem antralnih folikula i visokim AMH, odnosno populacijom u kojoj se ocekuje pretjerani

odgovor na stimulaciju (41).

Istrazivanja su pokazala da uporaba GnRH-ant snizava rizik od OHSS-a, kao i
obustavljanje postupaka zbog rizika od OHSS-a (60). U ovome protokolu pocetna regrutacija
folikula vrsi se pod kontrolom endogenih gonadotropina u luteinskoj fazi ciklusa koji
prethodi stimulaciji jajnika. Samim tim manji je broj rastu¢ih folikula u usporedbi s dugim
GnRH-a protokolom. Stimulacija traje krace, a najvaznije je to S§to primjena GnRH-ant

omogucuje da se skok LH izazove s jednim bolusom GnRH-a, ¢ime se dodatno snizava rizik

od OHSS-a (61).

1.5. POVISEN PREOVULACIJSKI PROGESTERON I UTJECAJ NA ISHOD
TRUDNOCE NAKON POSTUPKA IZVANTJELESNE OPLODNJE

U menstruacijskom ciklusu funkcionalna luteoliza karakterizirana je gubitkom
sposobnosti Zutog tijela i stvaranja P4 i normalno vrijednosti P4 dosezu svoju najnizu tocku
(<1,5 nmol/L) tijekom rane folikularne faze (62). Dokazano je da je glavni sekretorni izvor
P4 u ranoj folikularnoj fazi nadbubrezna Zlijezda, dok jajnici predstavljaju glavni izvor
cirkuliraju¢eg P4 u kasnoj folikularnoj fazi (63). Klini¢ko znacenje povisenih vrijednosti P4 u
ranoj folikularnoj fazi menstruacijskog ciklusa 4. i 5. dana ciklusa smatra se rezultatom
neadekvatne luteolize. Kako je prisutan u 11,3% infertilnih pacijentica, sugerirano je da moze
negativno utjecati na fekundaciju (64). Unato¢ tomu, dostupna je ograni¢ena koli¢ina
informacija o prevalenciji povisSenih vrijednosti P4 u ranoj folikularnoj fazi tijekom indukcije
ovulacije i njegovu utjecaju na ishod IVF-a. Koriste¢i se kratkim protokolom s GnRH-a i
visoke doze FSH-a kod pacijentica sa slabim odgovorom na indukciju, 85% ciklusa izloZeno
je porastu P4 (>3,18 nmol/L) izmedu 2. i 6. dana ciklusa (65). U kasnijem istrazivanju, u
kojem je koriSten kratki protokol s GnRH-a, 32% pacijentica imalo je poviSene bazalne
vrijednosti P4 (>3,18 nmol/L) 4. dana stimulacije (66). U ciklusima s GnRH-a kod kojih se
koristio dugi protokol, pokazalo se da su mjerljive vrijednosti P4 (>0,9858 nmol/L) povezane
s viSom stopom odustajanja i nizom stopom fertilizacije kod povisenih vrijednosti P4 (0,954-
<3,18 nmol/L) 5. dana stimulacije (67). Kod pacijentica koje su tretirane GnRH-antom i

rFSH u IVF postupku, u 4,9% ciklusa bile su prisutne povisene vrijednosti P4 2. dana ciklusa

24



i zakljueno je da je prisutnost povisenih vrijednosti P4 povezana sa Ssmanjenom

mogucnoscu trudnoce (68).

Porast je preovulacijskog P4 pri indukciji ovulacije, prije uvodenja analoga GnRH, cesto
bio prisutan u kasnoj folikularnoj fazi kod davanja hCG-a u Zena u IVF postupku. To se
dogada kao posljedica nekontroliranog porasta LH, uslijed ¢ega se naziva i ,,prematurna
luteinizacija“. Uvodenjem 1 primjenom GnRH analoga pri indukciji ovulacije
gonadotropinima kod postupka izvantjelesne oplodnje, smatralo se da ¢e analozi onemoguditi
porast prijevremenog LH i preovulacijskog P4 na dan primjene injekcije hCG (69). Ipak,
unato¢ tomu Sto se GnRH analozima pri indukciji ovulacije onemogucava preuranjeni porast
LH, i dalje se javlja umjereni porast P4 u 12,4 do 52,3% slucajeva. Smatra se da je
preovulacijski porast P4 u ciklusima s GnRH analozima posljedica indukcije ovulacije per se
te da je srazmjeran primijenjenoj dozi FSH, koncentraciji E2, broju folikula i aspiriranih
jajnih stanica. Primjena relativno visokih doza FSH neophodna je za postizanje
multifolikularnoga rasta i pokazalo se da bi na prijevremeni porast preovulacijskoga P4
mogle utjecati vece doze FSH. Naime, FSH stimulira ekspresiju 33 HSD 1 biosintezu P4, kao
1 ekspresiju drugih steroidogenickih enzima, koji su neophodni za sintezu estrogena. Na taj
nacin povecana je pretvorba pregnenolona u P4, a samim time i vrijednost preovulacijskoga
P4 (70). Uloga preovulacijskog P4 u pogledu utjecaja na ishod IVF-a jo§ nije posve
razjasnjena 1 u posljednje vrijeme predmet je mnogobrojnih istrazivanja i rasprava (70, 71).
Usto nesuglasnosti pridonosi neujednacena diskriminacijska granica izmedu normalnih i
povisenih vrijednosti P4 koja se krece u Sirokom rasponu izmedu 2,5—7 nmol/L, premda se
najéeSce koristi vrijednost od 4,77 nmol/L (72, 73). Jedna skupina istrazivaa smatra da
poviSena koncentracija preovulacijskog P4 (>1,5 ng/ mL vs. 4,77 nmol/L) dovodi do ubrzane
sekrecijske transformacije endometrija, slabije receptivnosti i skra¢ivanja vremena za
implantaciju, §to se nepovoljno odraZava na ishod IVF trudnoce - nizom stopom zanoSenja i
klinickom stopom trudnoca (74-76). Naprotiv, drugi istraziva¢i nisu utvrdili nepovoljan
utjecaj povisenih koncentracija preovulacijskog P4 (3 do 7 nmol/L) na ishod trudnoc¢e nakon
IVF postupka u odnosu na bolesnice s normalnim razinama P4 (77, 78). Neki autori isticu
osobe koje dobro reagiraju na indukciju ovulacije (high responder, E2>3000 pg/mL, broj
dobivenih jajnih stanica >20), kod kojih poviSena koncentracija preovulacijskog P4 (>5,724
nmol/L) nema znatnije vaznosti za ishod trudno¢e nakon IVF postupka (79, 80).
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1.6. STRATEGIJE ZA PREVENCIJU NEPOVOLJNOG DJELOVANJA
PREOVULACIJSKOGA PROGESTERONA

S obzirom na dokazani negativni u¢inak poviSenog preovulacijskoga P4 na ishod IVF
postupaka, nuzno je nac¢i na¢ine minimiziranja njegova utjecaja. RazliCita istrazivanja bavila
su se upravo ovim problemom (81, 82) te predlozila nekoliko strategija za prevladavanje

ovoga problema.

1.6.1. BLAGI STIMULACIJSKI PROTOKOLI

Pri blagim stimulacijskim protokolima registrirane su nize razine E2 te bi zbog toga oni
mogli biti korisni u prevenciji prijevremenoga porasta P4. Nize razine E2 mogu se postici
ograni¢enom uporabom gonadotropina ili uporabom antiestrogena ili inhibitora aromataze s
obzirom na to kako je poznato da oni smanjuju potrebnu dozu gonadotropina i E2 (81). Svega
3 randomizirana kontrolirana istrazivanja, koja su ukljucila 80 zena, istrazivala su uporabu
inhibitora aromataze u IVF postupcima, iako su nova istrazivanja iz ove oblasti obecavajuca
(81). Medutim, unato€ Cinjenici da blagi stimulacijski protokoli uspjeSno umanjuju rizik od
prijevremenoga porasta P4, zabiljezene su 1 niZe stope trudnoca po ciklusu i manje zametaka
za krioprezervaciju, a jo§ nisu dostupni individualizirani algoritmi za doziranje FSH (84).
Vazno je uzeti u obzir starost pacijentice, ovarijalnu rezervu, stupanj razvitka zametka i
kapacitet krioprezerviranih zametaka kada se rabe blagi stimulacijski protokoli u IVF
postupcima (82).

1.6.2. RANIJA PRIMJENA PREOVULACIJSKOGA hCG-a

Pravo vrijeme uporabe hCG-a za finalnu maturaciju jajnih stanica u razliitim
stimulacijskim protokolima ovisi o broju i veli¢ini folikula (70). Kao druga strategija za
prevladavanje preranoga porasta P4, predloZena je ranija uporaba hCG-a, i to kada folikuli
dosegnu veli¢inu od 15-16 mm u promjeru. Kada 3 i vise folikula dosegnu veli¢inu od 16 mm
1 viSe u promjeru na ultrazvu¢nome pregledu, hCG bi se trebao ordinirati (85). Kako bi se
izbjegao porast preovulacijskoga P4 i1 time njegov Stetni ucinak na ishod izvantjelesne
oplodnje, predloZena je ranija uporaba hCG-a kod high respondera u odnosu na normal i

poor respondere. Ranija uporaba hCG-a kod bolesnica stimuliranin rFSH/GnRH
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antagonistima rezultirala je znatnim razlikama medu skupinama s ranijom i kasnijom
uporabom hCG-a glede razine E2 (1388 prema 2040 pg/mL) i P4 (2,5 prema 3,5 nmol/L) na
dan hCG-a (70). Medutim, ranija uporaba hCG-a pokazala se uspjesnom samo kada je rije¢ o
sprjeCavanju prijevremenoga porasta P4, dok nije imala utjecaja na poboljSanje stopa
trudnoc¢a. Upravo zato bi ova strategija mogla biti uspjesnija kod pacijentica s jakim
odgovorom na stimulaciju u odnosu na pacijentice s normalnim i slabim odgovorom.
Istrazivanja koja su analizirala povezanost veli¢ine folikula i morfologije jajnih stanica kod
bolesnica stimuliranih s hMG, zakljucila su da se jajne stanice mogu dobiti ¢ak i iz malih
folikula, promjera 11 mm. Time je pokazano da ranija uporaba hCG-a za finalnu maturaciju
jajnih stanica ne¢e kompromitirati sveobuhvatnu kvalitetu kohorte jajnih stanica kada je

vecina folikula jo§ mala (70).

Kada se u obzir uzmu potencijalne prediktivne vrijedosti E2 za porast P4, finalna
maturacija jajnih stanica trebala bi se dogoditi kada vrijednosti E2 budu takve da prijeti

opasnost od porasta preovulacijskoga P4 (82).

1.6.3. TRANSFER ZAMETAKA 5. DANA

Oporavak endometrija prije transfera takoder je potencijalna strategija kako bi se
onemogucio Stetan utjecaj napredne endometrijalne maturacije. U tom smislu vise je
istrazivanja usporedivalo transfer zametaka 3. i 5. dana, gdje je zabiljeZzena visa stopa
trudnoc¢a kod transfera 5. dana u odnosu na transfer 3. dana (86, 87), odnosno, veca stopa
ranih pobacaja kod transfera 3. dana u odnosu na transfer 5. dana u GnRH antagonisti¢kim
stimuliranim ciklusima (82). Ako se analizira razvojni stupanj i stopa fragmentacije
zametaka, na implantacijski potencijal blastociste utjeCu razvojni stupanj 5. dana te stopa
fragmentacije 3. dana transfera zametaka (82). Vjerojatni razlog za nizu stopu implantacije
zametka 3. dana kod povisSenih vrijednosti preovulacijskoga P4 poremeceni je odnos izmedu
zametka i endometrija, dok se kod transfera zametka 5. dana ocekuje bolja stopa implantacije
jer se pretpostavlja da dolazi do oporavka endometrija od suprafizioloskih vrijednosti P4

(82).
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S druge strane, istrazivanja kod kojih su u stimulaciji rabljeni GnRH-a i kod kojih su
serumske vrijednosti P4>2,0 ng/mL na dan hCG-a, nisu potvrdila bolju stopu implantacije i
zivorodene djece (88), a sli¢no je i s istrazivanjem iz 2013. godine (89). Medutim, s obzirom
na to da je vecina istrazivanja dokazala bolju stopu implantacije kod transfera zametka 5.
dana u odnosu na transfer 3. dana, odabir transfera u stadiju blastociste kao strategije za

rjeSavanje problema povisenog preovulacijskoga P4 Cini se opravdanim (82).

1.64. ELEKCIJSKA KRIOPREZERVACIJA ZAMETAKA I ODLOZENI
TRANSFER U PRIRODNOME CIKLUSU

Elekcijska krioprezervacija zametaka i1 odlozeni transfer u prirodnome ciklusu
predlozena je kao nacin prevladavanja negativnoga ucinka povisenog preovulacijskog P4 na
ishod IVF-a, ali i u prevenciji nastanka OHSS-a (88, 90). ZabiljeZzena je znatno bolja stopa
zanoSenja 1 klini¢kih trudnoc¢a kod transfera krioprezerviranih zametaka u odnosu na svjezi
transfer zametaka (80, 82). Smatra se da negativan ucinak poviSenog P4 izostaje kod
krioprezervacije zametaka i naknadnog transfera krioprezerviranih zametaka (FET) u
nestimuliranome ciklusu, s obzirom da dolazi do oporavka odnosa izmedu zametka 1
endometrija, iako se slaba kvaliteta zametaka ne moZe eliminirati putem krioprezervacije.
Tijekom zadnjeg desetljeCa broj transfera krioprezerviranin zametaka po ciklusu se
povecavao, a poboljSala se 1 stopa zivorodene djece iz ovih ciklusa. Stoga je 1
krioprezervacija zametaka vaznija danas nego ikada za kumulativhu stopu trudnoca.
Strategija krioprezervacije svih zametaka u kojoj se svi zametci kriopohrane i transferiraju u
kasnijem prirodnom ciklusu, pokazala se uspjeSnom u povecanju stope uspjeSnosti IVF

ciklusa (82).

1.7. POSTOVULACIJSKI PROGESTERON I LUTEALNA POTPORA U
POSTUPKU IZVANTJELESNE OPLODNJE

Istrazivanja o utjecaju postovulacijskoga P4 na ishod IVF postupka bila su dosad
oskudna. Jedna grupa autora smatra da je bolji ishod trudnoc¢a u IVF postupku ako je E2
relativno poviSen, a vrijednosti P4 visoke (91), dok druga grupa autora smatra da se

intenzivno periovulacijsko sazrijevanje endometrija nepovoljno odrazava na ishod IVF
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postupka (92). U literaturi postoje i mnogobrojne nesuglasice glede vrijednosti
postovulacijskog P4. Srednja vrijednost P4 odredena nakon ovulacije 5. dana iznosi, ovisno o
istrazivanju, od 150 nmol/L do ¢ak 315 nmol/L uz potporu zutog tijela s mikroniziranim P4
(93, 94). Ako se P4 odredivao 3. dan (dan transfera zametka), njegova je srednja vrijednost

iznosila 85 nmol/L, takoder uz progesteronsku potporu zutog tijela (95).

Problem postovulacijskoga P4 aktualizirao se tijekom zadnjih nekoliko godina.
Razli¢itim istrazivanjima pokusalo se pokazati mogu li vrijednosti P4 u serumu tijekom
srednje luteinske faze posluziti kao prediktivni ¢imbenik za ishod IVF postupka te moze li
povecanje doze egzogenog P4 kod pacijentica s niskim vrijednostima tijekom srednje
luteinske faze poboljsati stopu trudnoca (96). Stupanj luteolize izrazen kroz vrijednosti P4 48
sati nakon aspiracije jajnih stanica bio je predmet nedavnog istrazivanja u kojem se koristio
GnRH-ant protokol, a zavrSno sazrijevanje jajnih stanica postizalo se uporabom GnRH-a.
Pokazalo se da je stupanj luteolize jako varirao medu pacijenticama s vrijednostima P4 od
13,0 ng/mL (41,3 nmol/L) do > 60,0 ng/mL (190,8 nmol/L) mjerenim 48 sati nakon aspiracije
jajnih stanica (97). Drugo istraZivanje pokazalo je da zavr$no sazrijevanje jajnih stanica uz
uporabu GnRH-a izaziva izrazitu luteolizu koja ne moze biti kompenzirana standardnom
lutealnom potporom progesteronom te su, stoga, potrebne ili visoke doze P4 ili hCG za
prevenciju luteolize. Medutim, pokazalo se, takoder, da luteoliza nije uvijek potpuna nakon
uporabe GnRH-a za zavr$no sazrijevanje. Kod high responder bolesnica procjena E2 i P4
vrijednosti u serumu 48 sati nakon aspiracije jajnih stanica pokazala je da je luteoliza uz
GnRH-a trigger individualno specifi¢na, ¢ak i kod high respondera s jednakim brojem jajnih
stanica (98).

Drugo istrazivanje pokusalo je na¢i povezanost izmedu vrijednosti postovulacijskoga
P4 1 uspjesnog IVF ciklusa. Pokazalo se da je vrijednost P4 od 17 ng/mL (54 nmol/L)
mjerena 7. dana nakon transfera zametka bolji prediktor uspjesnog IVF postupka, ali da
povecanje doze progesterona na 300mg dnevno kao luteinske potpore nije imalo utjecaja na

uspjesan ishod (96).
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2.

HIPOTEZA

Nepovoljan utjecaj povisenoga preovulacijskog P4 na ishod trudnoce pri stimulaciji

ovulacije kod ispitanica ispitivane skupine u IVF postupku izostaje nakon normalizacije

postovulacijskog P4 5. dana kod normal respondera i unato¢ povisenom P4 5. dana kod high

respondera.

3.

CILJEVI RADA

3.1. OPCI CILJ

Utvrditi utjecaj preovulacijskog i postovulacijskog P4 nakon stimulacije ovulacije kod

ispitanica ispitivane skupine u IVF postupku na ishod trudnoée kroz stopu zanoSenja i

klinicku stopu trudno¢a kod normal respondera i high respondera transferom svjezih i

krioprezerviranih/odmrznutih blastocista

3.2. SPECIFICNI CILJEVI

Analizirati ishod IVF postupka kod ispitivane skupine ispitanica s poviSenom
koncentracijom preovulacijskog P4 (>4,77 nmol/L) u odnosu na ispitanice kontrolne

skupine bez poviSenog preovulacijskog P4;

Usporediti ishod IVF postupka u ispitivanoj skupini kod normal respondera s
povisenim preovulacijskim P4 (>4,77 nmol/L) i snizenim postovulacijskim P4 (<315
nmol/L) uz transfer svjezih blastocista, u odnosu na normal respondere s visim
vrijednostima postovulacijskog P4 (>315 nmol/L) uz transfer

krioprezerviranih/odmrznutih blastocista u prirodnom ciklusu;

Usporediti ishod IVF postupka u ispitivanoj skupini kod high respondera s povisenim
preovulacijskim i postovulacijskim P4 (>4,77 nmol/L vs. >315 nmol/L) uz
randomizirani  transfer  svjezih  blastocista, u odnosu na  transfer

krioprezerviranih/odmrznutih blastocista u prirodnom ciklusu;
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e Analizirati utjecaj postovulacijskoga P4 na ishod IVF postupka kod ispitanica

kontrolne skupine u odnosu na ispitanice ispitivane skupine.
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4. ISPITANICE | METODE
4.1. OPIS ISTRAZIVANJA

Istrazivanje predstavlja prospektivnu kohortnu studiju. Iz istrazivanja su isklju¢ene one
bolesnice kod kojih je P4 poviSen 2., 3. i 4. dana ciklusa, Zene starije od 37 godina, te poor
responder bolesnice (broj folikula <4 na dan hCG, E2<500 pg/mL) jer se svaki od navedenih
parametara nepovoljno odrazava na ishod IVF postupka. Nadalje, bolesnice kod kojih je
u¢injen postupak intrauterine inseminacije (IUI) ili koje su u postupku MPO koristile
antiestrogene (CC 1 Letrozol), kao i bolesnice koje su u istom postupku radi o€uvanja
fertilnosti zbog maligne bolesti, takoder su iskljuCene iz istrazivanja. Sve druge bolesnice

koje se podvrgavaju IVF postupku bile su ukljucene u istrazivanje.

Prospektivno je analizirano 400 stimuliranih bolesnica u IVF postupku odredivanjem
P4 i E2 na dan davanja hCG. Bolesnice s normalnim vrijednostima preovulacijskog P4
(<4,77 nmol/L) predstavljale su kontrolnu skupinu (300 Zena), dok su bolesnice s povisenim
vrijednostima P4 (>4,77 nmol/L) predstavljale ispitivanu skupinu (100 Zena). Ispitivana
skupina dodatno je podijeljena na 2 podskupine; prvu skupinu (85 Zena) predstavljale su
normal responder bolesnice, dok su drugu skupinu (15 Zena) predstavljale high responder
bolesnice. Sve ispitanice bile su uskladene prema dobi, indeksu tjelesne mase (ITM),
stimulacijskom protokolu i dozama gonadotropina te broju aspiriranih jajnih stanica i
transferiranih zametaka. Sve bolesnice koje su, nakon objasnjenja o potencijalno
nepovoljnom utjecaju poviSenih vrijednosti P4 na ishod IVF-a, pristale na istrazivanje,

uvrStene su uz pismenu suglasnost.

Stimulacija ovulacije kod bolesnica provedena je analozima GnRH u kombinaciji s
gonadotropinima, a njihova doza i odabir prilagodena je prema:

e dobi holesnica

vrijednosti FSH

AFC (broj antralnih folikula)
e AMH

e ITM

ranijem IVF postupku
32



Zbog vece ovarijske rezerve kod mladih bolesnica bile su potrebne nize doze lijekova
za poticanje ovulacije u odnosu na starije. Kod bolesnica s policisticnim jajnicima
primijenjeni su preparati koji sadrzavaju dominantno FSH 1 minimalnu koncentraciju LH. U
slu¢ajevima gdje postoji rizi¢nost sindroma hiperstimulacije jajnika primijenjeni su blazi
stimulacijski protokoli s gonadotropinima u kombinaciji s GnRH antagonistima i GnRH
agonisti za indukciju ovulacije. Lijekovi koji su se koristili za stimulaciju i indukciju

ovulacije:

e Follitropin Alfa (Gonal F, MerckSerono, Njemacka)

e Follitropin Beta (Puregon, Organon, Nizozemska)

e Triptorelin (Decapeptyl SR, Ferring Pharmaceuticals, Svicarska)
e Cetrorelix acetat (Cetrotide, MerckSerono, Njemacka)

e Koriogonadotropin (Ovitrelle, MerckSerono, Njemacka)

e Menotropin (Menopur, Ferring Pharmaceuticals, Svicarska)

Folikulogeneza je pracena ultrazvucno i odredivanjem E2. Ultrazvuc¢ni aparat na kojem
su izvrSeni pregledi jest Voluson S8, General Electric. Pri ultrazvuénim pregledima koriStena
je vaginalna sonda GE RIC5-9W-RS 3D/4D (4-9 MHz, 192 elementa, 11,6 mm, maksimalna
dubina skeniranja 16cm). Kada se ultrazvuc¢no utvrdilo na jajnicima vise od 3 folikula u
promjeru 17 mm 1 viSe, primjenjivan je hCG, a 36 sati kasnije izvrSena je transvaginalna
aspiracija jajnih stanica. Na dan aspiracije jajnih stanica pacijentice su bile na-taste. Obavljen
je pregled UZV-om radi plana aspiracije i identifikacije krvnih Zila na mogucem putu
punkcije. Uz prazan mjehur, u dorzalnom polozaju i analgosedaciju (petantin i apaurin) ili
lokalnu anesteziju, te uz pomo¢ vaginalnog UZV-a obavljena je punkcija svakog folikula
promjera vec¢eg od 17 mm. Prilikom transvaginalne punkcije folikula koriStena je igla od 16
G promjera 1,1 mm. Aspirirana folikulinska tekucina je zatim predana u embrioloski
laboratorij i ¢ekao bi se primarni izvjestaj biologa o broju, zrelosti i kvaliteti dobivenih jajnih

stanica. Atrofi¢ne i degenerirane jajne stanice iskljucivale su se iz daljnjeg postupka.

Razina P4 te omjer P4/E2 na dan hCG odredivana je iz krvi automatiziranom
imunokemiluminescencijskom metodom proizvodaca Ortho Diagnostics, Johnson&Johnson.

Pretrage koje su izvrSene kod svih pacijentica rutinske su u obradi steriliteta. Sperma
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muskaraca je analizirana 1 pripremljena u laboratoriju, nakon cega je izvrSena oplodnja

postupkom intracitoplazmatske injekcije spermija (ICSI).

Metoda ICSI jedna je od tehnologija izvantjelesne oplodnje. Nakon nuznog inkubiranja
jajne stanice 1 spermija, gamete se pripreme za ICSI. Uz pomo¢ mikromanipulatora, pod
mikroskopom se oocita ucvrsti na mjestu blizu polarnog tjeleSca. Imobilizirani spermij se
usise u mikropipetu, kojom prodre kroz zonu pelucidu i oolemu (na polozaju 3 sata) i ostavi
se u citoplazmu. Takva oocita ostavlja se u inkubatoru (CO; 5-6%, 37°C) u hranidbenom
mediju za zametke. Za odabir gameta koriste se danas i napredne metode — polarizoidni
mikroskop, PISCI, IMSI, ali i one se temelje na morfoloSkim osobinama oocite, odnosno

spermija (Slike 7 i 8).

Slika 7. Intracitoplazmatska injekcija spermija. Mikromanipulator ucvrscéuje jajnu
stanicu (lijevo), a kontralateralno je mikropipeta s vidljivom glavom spermija, krajnje desno

— s dopustenjem autora (99)
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Slika 8. Intracitoplazmatska injekcija spermija. Mikropipeta penetrira u jajnu stanicu, uvija se
oolema, tik prije prsnuca. Glava spermija vidljiva na vrhu mikropipete — s dopustenjem
autora (100)

Embriolog je analizirao kvalitetu zametaka utvrdivanjem broja stanica, simetri¢nosti,
granulacije, fragmentacije, kompakcije i multinuklearnih blastomera. Razvojni stupanj
zametka, koji se definira kao broj blastomera prvog, drugog i treceg dana nakon oplodnje,
esencijalni je predikcijski ¢imbenik za implantaciju i stopu trudnoca (1 do >10 stanica). Za
procjenu diobe zametka (broja blastomera) koristio se konsenzus Istanbulske radionice prema

kojemu su optimalne stope diobe zametka sljedece:

e Dan 1 (26+1 h nakon ICSI postupka, 28+1 h nakon IVF postupka) — 2 stanice
e Dan 2 (44+1 h) — 4 stanice
e Dan 3 (68+1 h) — 8 stanica

Rana dioba zametka, odnosno, prve mitoze koje se zbivaju prije 26+1 h nakon ICSI

postupka, 28+1 h nakon IVF postupka, kao i nizak stupanj fragmentacije, korelirale su s

brojem zametaka dobre kvalitete, razvojem blastocista te stopama trudnoce.
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Slika 9. Dvostani¢ni zametak s blastomerama jednake veli¢ine gdje svaka blastomera

sadrzava po jednu jezgru — s dopustenjem autora (101)

Slika 10. Osmostani¢ni zametak s blastomerama jednake veliCine i bez vidljivih jezgara

— s dopustenjem autora (101)

Na temelju vrijednosti E2 i broja dobivenih jajnih stanica odvojeno je promatrana
skupina normal responder ispitanica (E2<3000 pg/mL, broj jajnih stanica <20) u odnosu na
high responder ispitanice (E2>3000 pg/mL, broj jajnih stanica >20).

Kod svih bolesnica provedena je potpora Zzutoga tijela davanjem tableta
mikroniziranog P4 vaginalno (Utrogestan, Laboratories Besins International, Francuska),

koje su ispitanice koristile 12 dana u dnevnoj dozi od 600 mg (3 doze po 200 mg). Budu¢i da
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su sve ispitanice primale Utrogestan nakon aspiracije, mikronizirani P4 nije utjecao na
rezultate istrazivanja preovulacijskog P4. S obzirom na to da razli¢ite populacije imaju
razli¢itu razinu P4 nakon ovulacije 5. dana, u kontrolnoj skupini odredena je srednja
vrijednost P4 5. dana, koja je poredstavljala diskriminacijsku granicu na temelju koje su
bolesnice ispitivane skupine svrstavane za FET ili BET. U ispitivanoj skupini kod normal
respondera s visSim vrijednostima P4 5. dana od diskriminacijske granice nacinjen je FET, a
kod nizih vrijednosti koristen je BET. Kod high respondera s povisenim vrijednostima
preovulacijskog i postovulacijskog P4 nacinjen je randomizirano svjezi ili odgodeni transfer

blastocista.

Primarni ciljevi istrazivanja ukljucivali su hormonski utvrdenu stopu trudnoca ili
zanoSenja 1 klini¢ku stopu trudnoc¢a. Hormonski potvrdena trudnoca definirala se kao
pozitivna vrijednost beta-hCG-a 14 dana nakon transfera zametaka, dok se klini¢ka stopa
trudnoca definirala kao pozitivna ultrazvucna vizualizacija gestacijske vrecice s 6 tjedana

trudnoce uz prisutnu sréanu akciju zametka nakon transfera zametaka.

4.2. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Podatci su analizirani statistickim postupcima ispitivanja razlika i povezanosti
programima SPSS 21 (IBM Corp. Released 2012 IBM SPSS Statistics for Windows, Version
21.0. Armonk, NY: IBM Corp.) i MedCalc Statistical Software version 13.1.2 (MedCalc
Software bvba, Ostend, Belgija; http://www.medcalc.org; 2014). Normalnom raspodjelom
kontinuirane varijable smatrana je svedenost i zaobljenost raspodjela manja od 1. Pravilnost
raspodjele provjerena je Smirnov-Kolmogorovljevim testom. Mjere centralne tendencije i
rasprSenja kontinuiranih varijabli opisno su izraZene medijanom 1 rasponom za dob, odnosno
medijanom 1 25. te 75. percentilom za varijable koje imaju raspodjelu razli¢itu od normalne.
Mjere centralne tendencije i rasprSenja kontinuiranih varijabli koje nemaju raspodjelu
druk¢iju od normalne opisno su izraZzene aritmetickom sredinom i standardnom devijacijom.
Nominalni pokazatelji prikazani su raspodjelom ucestalosti po skupinama i1 udjelom. Za
utvrdivanje razlika izmedu viSe od 2 neovisna uzorka s normalnom raspodjelom koristena je
ANOVA, zatim post hoc analiza (najces¢e Tukey). Za utvrdivanje razlika izmedu vise od 2
neovisna uzorka nepravilne raspodjele upotrijebljena je Kruskal-Wallisova analiza varijance i
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Mann-Whitney U-test za post hoc neparametrijsku analizu. Za utvrdivanje razlika medu
proporcijama izmedu viSe od 2 neovisna uzorka upotrijebljen je Pearsonov XZ, pa XZ za post
hoc analizu. Za utvrdivanje povezanosti uzorka koristen je Kendallov tau i Spearmanov rho
test za neparametrijsku analizu, Pearsonov koeficijent povezanosti za pravilno raspodijeljene
kontinuirane varijable, te metoda parcijalne korelacije za analizu utjecaja pojedine varijable
na povezanost drugih, uz kontrolu. Prediktivne vrijednosti kontinuiranih varijabli, osjetljivost
i specifi¢nost testa kao i pozitivni i negativni omjeri vjerojatnosti i prediktivne vrijednosti
dobiveni su ROC analizom. Vjerojatnost pod pretpostavkom nul-hipoteze za dobivanje

rezultata jednakog ili razli¢itog od primije¢enog postavljena je na granicu od 0,05.

Cijelo istrazivanje provedeno je u Klinici za zenske bolesti i porode Petrova, Zagreb.
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5. REZULTATI

U Klinici za Zzenske bolesti i porode Petrova, u razdoblju 2015.-2017. godine,
provedeno je istrazivanje na 400 ispitanica. Ispitanice su bile podijeljene u 2 skupine:
kontrolnu i ispitivanu. Kontrolnu je skupinu ¢inilo 300 ispitanica, a ispitivanu skupinu 100
ispitanica. Ispitivana skupina je, nadalje, podijeljena na 2 podskupine: podskupinu normal
respondera, koja je ukljucivala 85 ispitanica i podskupinu high respondera, koja je
ukljucivala 15 ispitanica.

S obzirom na Zivotnu dob, nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu opisanih dvaju

skupina ispitanica (P=0,096). U Tablici 1 prikazani su podatci za dob ispitanica.

Tablica 1. Zivotna dob ispitanica kontrolne i ispitivane skupine

Skupina ispitanica Statisti¢ka znacajnost
Varijabla
Kontrolna Ispitivana . 5
C (min.-maks.) C (min.-maks.)
Dob ispitanica (god.) 34 (20-37) 34 (20-37) 1,666 0,096

C — medijan; min. — najmanja vrijednost; maks. — najveéa vrijednost; Z — vrijednost Mann —

Whitneyevog testa; P — statisticka znacajnost

Analiziran je i indeks tjelesne mase kod ispitanica kontrolne i ispitivane skupine. Nije
bilo razlike u indeksu tjelesne mase izmedu opisanih skupina ispitanica (P=0,760) (Tablica
2). U uzorku su bile ukupno 53 ispitanice s indeksom tjelesne mase 25-29,9 kg/m?, te 9 Zena s

indeksom tjelesne mase veéim od 30 kg/m? od Gega samo jedna ispitanica s ve¢im od 35

kg/m?.
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Tablica 2. Indeks tjelesne mase kod ispitanica kontrolne i ispitivane skupine

Skupina ispitanica

StatistiCka znacajnost

Varijabla
Kontrolna Ispitivana . .
C (25.P—75.P) C(25.P—75.P)
Indeks tj. mase (kg/m?) 21,8 (20,8-23,4) 21,7 (21,0-22,9) 0,305 0,760

C — medijan; 25. P. — 25. percentila; 75. P. — 75. percentila; Z — vrijednost Mann —

Whitneyevog testa; P — statistiCka znacajnost

Bolesnice su primale slichu dozu gonadotropina. Nije postojala statisticka razlika u

primijenjenoj dozi gonadotropina izmedu kontrolne 1 ispitivane skupine ispitanica (P=0,447)

(Tablica 3).

Tablica 3. Doza gonadotropina u kontrolnoj i ispitivanoj skupini ispitanica

Skupina ispitanica

StatistiCka znacajnost

Varijabla Kontrolna Ispitivana . 5
C(25.P-75.P) C(25.P-75.P)
Doza gonadotropina (1U) | 1800 (1500-2025) | 1800 (1500-2156,25) 0,760 0,447

C — medijan; 25. P. — 25. percentila; 75. P. — 75. percentila; Z — vrijednost Mann —

Whitneyevog testa; P — statisticka znacajnost

Analizirana je i koncentracija E2 i P4 kod ispitanica kontrolne i ispitivane skupine.

Pronadena je znaajno veca koncentracija E2 na dan primjene hCG-a u ispitivanoj skupini

ispitanica u odnosu na ispitanice u kontrolnoj skupini (P<0,001). Sli¢no tomu, utvrdena je

znacajno visa koncentracija P4 na dan primjene hCG-a i 5. dana u ispitivanoj skupini u
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odnosu na kontrolnu skupinu ispitanica (P<0,001) (Tablica 4). Koncentracije P4 i E2 na dan
primjene hCG-a takoder su bile pozitivno povezane (rs=0,578; P<0,001). Isto tako, pokazana
je pozitivna povezanost koncentracije P4 5. dana ciklusa i koncentracije E2 na dan primjene
hCG-a (rs=0,480; P<0,001). Odredena je i srednja vrijednost P4 5. dana kontrolne skupine
koja iznosi 315 nmol/L, s obzirom na to da je spomenuta vrijednost diskriminacijska granica
na osnovu koje su se ispitanice ispitivane skupine svrstavale za BET ili FET transfer

zametaka.

Tablica 4. Koncentracija E2 i P4 kod ispitanica kontrolne i ispitivane skupine

Skupina ispitanica Statisticka znacajnost
Varijabla
Kontrolna Ispitivana .
C (25.P - 75.P) C (25.P - 75.P)
Konc. E2 na dan 1560,75 (943,06- 2850,86 (2285,60-
primjene hCG-a 2200,00) 3922,18) 9,722 | <0,001
Konc. P4 na dan 2,10 (1,60-2,80) 5,45 (5,20-6,30)
primjene hCG-a 14,986 | <0,001
Konc. P4 5. dana 312,35 (253,95- 312,80 (303,10-
ciklusa 364,50) 485,80) 4,617 | <0,001

C — medijan; 25. P. — 25. percentila; 75. P. — 75. percentila; Z — vrijednost Mann —
Whitneyevog testa; P — statisticka znacajnost

Analiziran je broj aspiriranih jajnih stanica, broj oplodenih jajnih stanica 1 broj
transferiranih zametaka izmedu kontrolne i ispitivane skupine (Tablica 5). Ispitanice u
ispitivanoj skupini imale su vec¢i broj aspiriranih jajnih stanica, vec¢i broj oplodenih jajnih
stanica (P<0,001) i podjednak broj transferiranih zametaka u odnosu na kontrolnu skupinu
(P=0,631).
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Tablica 5. Broj aspiriranih jajnih stanica, broj oplodenih jajnih stanica i broj
transferiranih zametaka kod ispitanica kontrolne i ispitivane skupine

Skupina ispitanica Statisticka znacajnost
Varijabla Kontrolna Ispitivana .
C(25.P-75.P) | C(25.P-75.P)
Broj aspiriranih jajnih stanica (N) 7 (5-11) 14 (10-17) 8,853 <0,001
Broj oplodenih jajnih stanica (N) 5 (3-8) 9,5 (7-12) 7,993 <0,001
Broj transferiranih zametaka (N) 2(1-2) 2 (1-2) 0,481 0,631

C — medijan; 25. P. — 25. percentila; 75. P. — 75. percentila; Z — vrijednost Mann —

Whitneyevog testa; P — statisticka znacajnost

Analizirana je i povezanost koncentracije P4 na dan primjene hCG-a i broja aspiriranih
jajnih stanica. U ukupnome wuzorku pronadena je statisticki znafajna povezanost
koncentracije P4 na dan primjene hCG-a i broja aspiriranih jajnih stanica (rs=0,540,
P<0,001).

U kontrolnoj skupini koeficijent povezanosti iznosio je rs=0,415; P<0,001, dok u
ispitivanoj skupini, kada se zajedno promatraju normal i high responderi, nije nadena
povezanost (Grafikon 1). Takoder, sli¢an je rezultat pronaden za broj oplodenih jajnih stanica
i koncentraciju P4 na dan primjene hCG-a; u kontrolnoj skupini koeficijent povezanosti

iznosio je rs=0,360; P<0,001, dok je u ispitivanoj skupini povezanost izostala.
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Grafikon 1. Povezanost koncentracije P4 na dan hCG-a i broja aspiriranih jajnih
stanica kod svih ispitanica
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U skupini normal respondera nije pronadena statisticki znaCajna povezanost
koncentracije P4 na dan primjene hCG-a i broja aspiriranih jajnih stanica (rs= -0,140,
P=0,202), dok je u skupini high respondera nadena statisticki znaCajna povezanost
koncentracije P4 na dan primjene hCG-a i broja aspiriranih jajnih stanica (rs=0,628, P=0,012)
(Grafikon 2).
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Grafikon 2. Povezanost koncentracije P4 na dan hCG-a i broja aspiriranih jajnih
stanica kod ispitanica ispitivane skupine
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Pokazana je statisticki znacajna povezanost koncentracije P4 5. dana ciklusa 1 broja
aspiriranih jajnih stanica kod svih ispitanica. Sto je koncentracija bila veéa, to je i broj
aspiriranih jajnih stanica bio veci (rs=0,455; P<0,001) (Grafikon 3). Nadalje, pronadena je
povezanost koncentracije P4 5. dana ciklusa i broja aspiriranih jajnih stanica u skupini high
respondera (rs=0,617; P=0,014).
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Grafikon 3. Povezanost koncentracije P4 5. dana ciklusa i broja aspiriranih jajnih
stanica kod svih ispitanica
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Konc. P4 5. dana ciklusa

Pronaden je ve¢i omjer koncentracije P4/E2 na dan primjene hCG-a u ispitivanoj
skupini bolesnica u odnosu na kontrolnu skupinu (P<0,001). Isto tako, sliCan je rezultat
dobiven analizom omjera koncentracije P4 na dan primjene hCG-a/broj aspiriranih jajnih

stanica izmedu spomenutih skupina ispitanica (P<0,001) (Tablica 6).
U kontrolnoj skupini ispitanica ucinjen je transfer blastociste, dok je u ispitivanoj

skupini u 58% slucajeva ucinjen transfer blastociste te u preostala 42% transfer

krioprezerviranoga zametka, §to je statisticki znatno razligito (x*=140,782; P<0,001).

45



Tablica 6. Omjer koncentracija P4/E2 na dan primjene hCG-a i omjer koncentracije P4
na dan primjene hCG-a/broj aspiriranih jajnih stanica kod svih ispitanica

Varijabla

L Statisticka
Skupina ispitanica ‘
znacajnost
Kontrolna Ispitivana . 5
C(25.P-75.P) C(25.P-175.P)

Omijer P4/E2 na dan
primjene hCG-a

0,430 (0,320-0,595)

0,590 (0,485-0,300)
6,784 | <0,001

Omijer konc. P4 na dan

hCG-a/broj jajnih stanica

0,280 (0,195-0,390)

0,420 (0,340-0,610)
8247 | <0,001

C — medijan; 25. P. — 25. percentila; 75. P. — 75. percentila; Z — vrijednost Mann —

Whitneyevog testa; P — statisticka znacajnost

Stopa zanoSenja u objema skupinama ispitanica bila je oko jedne tre¢ine od svih

ucinjenih postupaka. Pacijentice u ispitivanoj skupini imale su diskretno bolju stopu

zanoSenja u odnosu na kontrolnu skupinu (36,0% prema 34,3%), ali bez statistiCke

znacajnosti (P=0,762) (Tablica 7).

Tablica 7. Stopa zanosenja kod ispitanica kontrolne i ispitivane skupine

) Stopa zanoSenja
Skupina Ukupno
Da Ne
Kontrolna | N (%) 103 (34,3) 197 (65,7) 300 (100,0)
Ispitivana | N (%) 36 (36,0) 64 (64,0) 100 (100,0)

v*=0,092; P=0,762
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Analiza izmedu kontrolne 1 ispitivane skupine ispitanica ucinjena je i temeljem

klinicke stope trudnoca. U Tablici 8 prikazani su rezultati u klini¢koj stopi trudnoca kod

ispitanica kontrolne i ispitivane skupine. Pokazalo se da su pacijentice s poviSenim

vrijednostima preovulacijskoga P4 imale vecu ucestalost klinicke stope trudnoc¢a u odnosu na

kontrolnu skupinu (32,0% prema 26,0%), ali bez statisticke znacajnosti (P=0,245).

Tablica 8. Klini¢ka stopa trudnoc¢a kod ispitanica kontrolne i ispitivane skupine

_ Klinicka stopa trudnoca
Skupina Ukupno
Da Ne
Kontrolna | N (%) 78 (26,0) 222 (74,0) 300 (100,0)
Ispitivana | N (%) 32 (32,0) 68 (68,0) 100 (100,0)

1°=1,354; P=0,245

S obzirom na zivotnu dob, nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu normal

respondera i high respondera (P=0,540). U Tablici 9 prikazani su podatci za dob ispitanica.

Tablica 9. Zivotna dob kod ispitanica ispitivane skupine

Skupina ispitanica

Statisticka znacajnost

Varijabla . . -
Normal responderi High responderi . 5
C (min.-maks.) C (min.-maks.)
Dob ispitanica (god.) 34 (30-36) 32 (30-35) 0,612 0,540

C — medijan; min. — najmanja vrijednost; maks. — najveéa vrijednost; Z — vrijednost Mann —

Whitneyevog testa; P — statisticka znacajnost

Analiziran je i indeks tjelesne mase kod ispitanica ispitivane skupine. Nije bilo razlike

u indeksu tjelesne mase izmedu opisanih skupina ispitanica (P=0,209) (Tablica 10).
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Tablica 10. Indeks tjelesne mase kod ispitanica ispitivane skupine

Skupina ispitanica

StatistiCka znacajnost

Varijabla Normal responderi High responderi . 5
C(25.P—75.P) C (25.P—75.P)
Indeks tj. mase (kg/m?) | 21,80 (21,05-23,05) | 21,51 (20,90-22,68) 1,255 0,209

C — medijan; 25. P. — 25. percentila; 75. P. — 75. percentila; Z — vrijednost Mann —

Whitneyevog testa; P — statistiCka znacajnost

Ispitanice su primale slicnu dozu gonadotropina. Nije postojala statisticka razlika u

primijenjenoj dozi gonadotropina izmedu normal respondera i high respondera (P=0,486)

(Tablica 11).

Tablica 11. Primijenjena doza gonadotropina kod ispitanica ispitivane skupine

Skupina ispitanica

Statisticka znacajnost

Varijabla Normal responderi High responderi . 5
C(25.P-75.P) C(25.P-75.P)
Doza gonadotropina (1U) 1800 (1500-2025) 1800 (1200-2100) 0,697 0,486

C — medijan; 25. P. — 25. percentila; 75. P. — 75. percentila; Z — vrijednost Mann —

Whitneyevog testa; P — statisticka znacajnost

Analizirane su i koncentracije E2 i P4 kod ispitanica ispitivane skupine. Pronadena je

znacajno veca koncentracija E2 na dan primjene hCG-a kod high respodera u odnosu na

normal respondere (P<0,001). Isto tako, pronaden je slian rezultat za koncentracije P4 na

dan primjene hCG-a (P=0,006) i 5. dana ciklusa (P<0,001). Naime, high responder ispitanice

imale su vecu koncentraciju P4 na dan primjene hCG-a te P4 5. dana ciklusa u odnosu na

normal responder ispitanice (Tablica 12).
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Tablica 12. Koncentracija E2 i P4 kod ispitanica ispitivane skupine

Skupina ispitanica

Statisticka znacajnost

Varijabla
Normal responderi High responderi . 5
C (25.P—75.P) C (25.P—75.P)
Konc. E2 na dan 2722,00 (2121,00- 4294,70 (3859,58-
primjene hCG-a 3480,00) 5862,60) 4,706 | <0,001
Konc. P4 na dan 5,40 (5,10-5,90) 6,40 (5,60-7,80)
primjene hCG-a 2,758 0,006
Konc. P4 5. dana 311,10 (301,40- 492,60 (352,90-
ciklusa 472,30) 563,80) 3,697 | <0,001

C — medijan; 25. P. — 25. percentila; 75. P. — 75. percentila; Z — vrijednost Mann —

Whitneyevog testa; P — statisti¢ka znacajnost

Analiziran je broj aspiriranih jajnih stanica, broj oplodenih jajnih stanica 1 broj

transferiranih zametaka kod ispitanica ispitivane skupine. High responder ispitanice imale su

veci broj aspiriranih jajnih stanica (P<0,001), ve¢i broj oplodenih jajnih stanica (P=0,000) i

podjednak broj transferiranih zametaka u odnosu na normal responder ispitanice (P=0,590)

(Tablica 13).
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Tablica 13. Broj aspiriranih jajnih stanica, broj oplodenih jajnih stanica i broj

transferiranih zametaka kod ispitanica ispitivane skupine

Skupina ispitanica Statisticka znacajnost
Varijabla i i _
Normal responderi | High responderi . .
C(25.P-75.P) | C(25.P—75.P)
Broj aspiriranih jajnih stanica (N) 13 (10-15) 20 (16-23) 4,615 < 0,001
Broj oplodenih jajnih stanica (N) 9 (6-12) 11 (10-12) 2,764 0,006
Broj transferiranih zametaka (N) 2 (1-2) 2 (1-2) 0,540 0,590

C — medijan; 25. P. — 25. percentila; 75. P. — 75. percentila; Z — vrijednost Mann —

Whitneyevog testa; P — statisticka znacajnost

Pronaden je veéi omjer koncentracije P4/E2 na dan primjene hCG-a kod normal
respondera u odnosu na high respondere (P<0,001). Slican rezultat dobiven je analizom
omjera koncentracije P4 na dan primjene hCG-a/broj aspiriranih jajnih stanica, gdje je kod
normal responder ispitanica naden ve¢i omjer u odnosu na high responder ispitanice
(P=0,004) (Tablica 14).
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Tablica 14. Omjer koncentracije P4/E2 na dan primjene hCG-a i omjer koncentracije
P4 na dan primjene hCG-a/broj aspiriranih jajnih stanica kod ispitanica ispitivane

skupine
o Statisticka
Skupina ispitanica )
.. znacajnost
Varijabla
Normal responderi High responderi . 5
C (25.P-75.P) C(25.P-75.P)
Omjer P4/E2 na dan 0,62 (0,50-0,84) 0,47 (0,42-0,50)
primjene hCG-a 3,240 < 0,001
Omijer konc. P4 na dan 0,44 (0,36-0,68) 0,34 (0,29-0,40)
hCG-a/broj jajnih stanica 2,813 0,004

C — medijan; 25. P. — 25. percentila; 75. P. — 75. percentila; Z — vrijednost Mann —

Whitneyevog testa; P — statisticka znacajnost

Analizirana je i stopa zanoSenja kod ispitanica ispitivane skupine. High responder

ispitanice imale su nesto bolju stopu zanoSenja u odnosu na normal responder ispitanice

(40,0% prema 35,3%) ali bez statisticke znacajnosti (P=0,469) (Tablica 15).

Tablica 15. Stopa zanoSenja kod ispitanica ispitivane skupine

Odgovor na stimulaciju

Stopa zanoSenja
Ukupno

Da Ne

Normal responderi N (%)

30 (35,3) | 55 (64,7) | 85 (100,0)

High responderi N (%)

6 (40,0) | 9(60,0) | 15 (100,0)

¥*=0,726; P=0,469
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Takoder, analizirana je i klinicka stopa trudnoc¢a kod ispitanica ispitivane skupine. U

Tablici 16 prikazane su klinicke stope trudnoc¢a kod normal respondera i high respondera. U

skupini high respondera zabiljezena je neSto bolja stopa klini¢ki potvrdenih trudnoca u

odnosu na normal respondere (40,0% prema 30,6%) ali bez statisticke znacajnosti (P=0,330).

Tablica 16. Klini¢ka stopa trudnoca kod ispitanica ispitivane skupine

Klinicka stopa trudnoca

Skupina Ukupno
Da Ne
Normal responderi | N (%) 26 (30,6) 59 (69,4) | 85 (100,0)
High responderi N (%) 6 (40,0) 9 (60,0) 15 (100,0)

¥*=0,471; P=0,330

Nacinjena je 1 analiza vrste transfera kod ispitanica ispitivane skupine. U skupini

normal respondera ucinjena su 34 FET postupka (40,0%) pri vrijednosti postovulacijskoga

P4 >315 nmol/L te 51 BET postupak pri vrijednosti postovulacijskoga P4 <315 nmol/L
(60,0%), dok je u skupini high respondera ucinjeno 8 (53,3%) FET i 7 (46,7%) BET
postupaka randomizacijom (Tablica 17).

Tablica 17. Vrsta transfera kod ispitanica ispitivane skupine

Vrsta transfera
Skupina ispitanica Ukupno
FET BET
Normal responderi | N (%) | 34 (40,0) | 51 (60,0) | 85 (100,0)
High responderi | N (%) | 8 (53,3) | 7 (46,7) | 15 (100,0)

U Tablici 18 prikazana je, za ispitivanu skupinu ispitanica, stopa zano$enja s obzirom

na vrstu transfera. Postojala je statisticki znaCajna razlika tj. zabiljeZzena je veca stopa

zanoSenja prilikom FET postupka (P=0,032).
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Tablica 18. Stopa zanoSenja kod ispitanica u ispitivanoj skupini s obzirom na vrstu
transfera zametaka

Stopa zanoSenja
Vrsta transfera Ukupno
Da Ne
FET N (%) | 20 (47,6) | 22 (52,4) | 42 (100,0)
BET N (%) | 16 (27,6) | 42 (72,4) | 58 (100,0)

FET — transfer smrznutih zametaka; BET — transfer blastociste
v’=4,243; P=0,032

Nacinjena je 1 analiza klinicke stope trudnoca u ispitivanoj skupini s obzirom na vrstu
transfera. Pokazalo se da je veca klinicka stopa trudnoca pri FET postupku u odnosu na BET
postupak (40,5% prema 25,9%), ali uz marginalnu statisticku znacajnost (P=0,092) (Tablica
19).

Tablica 19. Klinicka stopa trudnoca u ispitivanoj skupini s obzirom na vrstu transfera

Klinicka stopa trudnoca
Vrsta transfera Ukupno
Da Ne
FET N (%) | 17 (40,5) | 25(59,5) |42 (100,0)
BET N (%) | 15(25,9) | 43(74,1) |58 (100,0)

FET — transfer smrznutih zametaka; BET — transfer blastociste
v’=2,391; P=0,092

U Tablici 20 prikazana je, za skupinu normal respondera, stopa zano$enja s obzirom na
vrstu transfera. Postojala je statisticki znacajna razlika tj. zabiljezena je veca stopa zanoSenja
prilikom FET postupka u odnosu na BET postupak (50,0% prema 25,5%, x’=5,366;
P=0,019).
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Tablica 20. Stopa zanoSenja u skupini normal respondera s obzirom na vrstu transfera

Stopa zanoSenja
Vrsta transfera Ukupno
Da Ne
FET N (%) | 17 (50,0) | 17 (50,0) | 34 (100,0)
BET N (%) | 13 (25,5) | 38 (74,5) | 51 (100,0)

FET — transfer smrznutih zametaka; BET — transfer blastociste
v*=5,366; P=0,019

Za skupinu normal respondera pokazalo se da je veéa klini¢ka stopa trudnoca
zabiljezena pri FET postupku u odnosu na BET postupak (41,2% prema 23,5%) uz
marginalnu statisticku znacajnost (P=0,092) (Tablica 21).

Tablica 21. Klini¢ka stopa trudnoéa u skupini normal respondera s obzirom na vrstu
transfera

Klinicka stopa trudnoca
Vrsta transfera Ukupno
Da Ne
FET N (%) | 14 (41,2) 20 (58,8) 34 (100,0)
BET N (%) |12 (23,5) 39 (76,5) 51 (100,0)

FET — transfer smrznutih zametaka; BET — transfer blastociste
¥*=2,391; P=0,092

Nacinjena je analiza stope zanoSenja u skupini high respondera s obzirom na vrstu
transfera. U Tablici 22 prikazani su rezultati spomenute analize. Pri BET postupku
zabiljezena je diskretno bolja stopa zanoSenja u odnosu na FET postupak (42,9% prema

37,5%), ali bez statisticke znacajnosti (P=0,622).
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Tablica 22. Stopa zanoSenja u skupini high respondera s obzirom na vrstu transfera

Stopa zanoSenja
Vrsta transfera Ukupno
Da Ne
FET N (%) | 3(37,5) | 5(62,5) | 8 (100,0)
BET N (%) | 3(42,9) | 4 (57,1) | 7 (100,0)

FET — transfer smrznutih zametaka; BET — transfer blastociste
v*=0,045; P=0,622

Za istu skupinu ispitanica nije pokazana (Tablica 23) statisticka znacajnost (P=0,622) u
klini¢koj stopi trudnoca s obzirom na vrstu transfera, iako je pri BET postupku zabiljezena

nesto bolja klini¢ka stopa trudnoéa u odnosu na FET postupak (42,9% prema 37,5%).

Tablica 23. Klinicka stopa trudnoéa u skupini high repondera s obzirom na vrstu
transfera

Klinic¢ka stopa trudnoca
Vrsta transfera Ukupno
Da Ne
FET N (%) | 3(37,5) 5(62,5) |8(100,0)
BET N (%) | 3(42,9) | 4(57,1) |7(100,0)

FET — transfer smrznutih zametaka; BET — transfer blastociste
v*=0,045; P=0,622

Nacinjena je i analiza utjecaja P4 5. dana na ishod izvantjelesne oplodnje. Utvrdeno je
da vrijednost P4 5. dana u koncentraciji <425,7 nmol/L ima visoku osjetljivost (86,21%, 95%
Cl 81,7-90,0%), a malu specifi¢nost (23,64%, 95% CI 16,1-32,7%) kod svih ispitanica u
postupku izvantjelesne oplodnje, odnosno, da je pri vrijednosti P4 5. dana od <425,7 nmol/L

visoka osjetljivost da ¢e ispitanica pobaciti, a mala specifi¢nost (Tablica 24).
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Tablica 24. Utjecaj P4 5. dana na ishod izvantjelesne oplodnje kod svih ispitanica

Povrsina ispod krivulje | 0,545
Standardna pogreska 0,0330

95% CI 0,495 do 0,595
Z vrijednost 1,374
P vrijednost 0,1695

Grafikon 4. Utjecaj koncentracije P4 5. dana na ishod izvantjelesne oplodnje kod svih
ispitanica
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Analiza P4 5. dana sugerira da je P4 5. dana u koncentraciji <425,7 nmol/L dobar kao

pokazatelj za neuspjeh IVF postupka, ali ako se dogodi neuspjeh, ne bi trebalo promatrati P4

kao odgovornog za neuspjelu trudno¢u (Grafikon 4). Dobiveni rezultati pokazuju da bi

trebalo teziti vrijednosti P4 5. dana >425,7 nmol/L kod ispitanica u postupku izvantjelesne

oplodnje kao potencijalnom zastitnom ¢imbeniku za uspjesan IVF postupak.

Nacinjena je analiza utjecaja P4 5. dana na stopu zanoSenja kod ispitanica kontrolne
skupine. U kontrolnoj skupini nije pronadena statisticki znacCajna povezanost koncentracije

P4 5.dana od >193,4 nmol/L i stope zanoSenja (Tablica 25).
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Tablica 25. Utjecaj koncentracije P4 5. dana na stopu zanoSenja kod ispitanica
kontrolne skupine

PovrSina ispod krivulje | 0,515
Standardna pogreska 0,0356

95% ClI 0,457 do 0,573
Z vrijednost 0,431
P vrijednost 0,6667

Nacinjena je analiza utjecaja P4 5. dana na klinicku stopu trudno¢a kod ispitanica
kontrolne skupine. U kontrolnoj skupini nije pronadena statisticki znacajna povezanost

koncentracije P4 5. dana od >193,4 nmol/L i klini¢ke stope trudnoca (Tablica 26).

Tablica 26. Utjecaj koncentracije P4 5. dana na klini¢ku stopu trudnoéa kod ispitanica
kontrolne skupine

Povrsina ispod krivulje | 0,501
Standardna pogreska 0,0378

95% ClI 0,443 do 0,559
Z vrijednost 0,0137
P vrijednost 0,9890

U ispitivanoj skupini u¢injena je ROC analiza kako bi se odredio utjecaj koncentracije
P4 5. dana ciklusa na stopu zanoSenja. U Tablici 27 prikazane su vrijednosti povrsSine ispod
krivulje zajedno s vrijednostima statistickoga testa. Najbolji omjer osjetljivosti i specifi¢nosti
testa izmjeren je u koncentraciji P4 5. dana <384,6 nmol/L (Grafikon 5). Osjetljivost je pri toj

koncentraciji iznosila 71,9% te specificnost 63,9%.

Tablica 27. Utjecaj koncentracije P4 5. dana na stopu zanoSenja kod ispitanica
ispitivane skupine

PovrSina ispod krivulje | 0,625
Standardna pogreska 0,061

95% CI 0,522 do 0,719
Z vrijednost 2,050
P vrijednost 0,040
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Grafikon 5. Utjecaj koncentracije P4 5. dana na stopu zanoSenja kod ispitanica
ispitivane skupine
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Analiziraju¢i stopu zanoSenja 1 vrijednosti P4 5.dana kod ispitanica ispitivane skupine,
utvrdeno je 56,1% slucajeva s pozitivnom stopom zanoSenja pri vrijednosti P4 5. dana >384,6
nmol/L u odnosu na 22,0% slucajeva s negativnom stopom zanoSenja pri vrijednosti P4 5.
dana <384,6 nmol/L. Stoga P4 5. dana >384,6 nmol/L predstavlja zaStitni ¢imbenik
(RR=0,563) za stopu zanoSenja, odnosno, rizik da ¢e ispitanica pobaciti manji je ako je P4 5.
dana >384,6 nmol/L (Tablica 28).

Tablica 28. Relativni rizik koncentracije P4 5. dana >384,6 nmol/L za stopu zanoSenja
kod ispitanica ispitivane skupine

Stopa zanoSenja Ukupno
Pozitivna | Negativna
P4 5. dana >384,6 nmol/L | Ne | N (%) | 13 (22,0) | 46 (78,0) | 59 (59,0)

Da | N (%) | 23 (56,1) | 18 (43,9) | 41 (41,0)

¥*=12,182; P<0,001

RR=0,563; Z=3,029; P=0,003
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P4 5. dana za klinicku stopu trudnoca kod ispitivane skupine nije imao visoku
senzitivnost (69,12%, 95% CI 56,7-79,8%) i specifi¢nost (62,50%, 95% CI 43,7-78,9%) pri
vrijednosti P4 5. dana od <384,6 nmol/L. To znaci da se P4 5. dana kod ispitivane skupine ne
moze promatrati kao pokazatelj neuspjesne ili uspjesne klini¢ke trudnoce pri vrijednosti P4 5.
dana od <384,6 nmol/L, odnosno, da se za neuspjeh ili uspjeh klinicke trudnoce kod

ispitivane skupine ne bi trebao isklju¢ivo promatrati P4 (Tablica 29).

Tablica 29. Utjecaj koncentracije P4 5. dana ciklusa na klinicku stopu trudnoéa kod
ispitanica ispitivane skupine

Povrsina ispod krivulje | 0,614
Standardna pogreska 0,0630

95% CI 0,511 do 0,710
Z vrijednost 1,809
P vrijednost 0,0704
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6. RASPRAVA

Svjetska zdravstvena zajednica u posljednjem je desetlje¢u imala dosta uspjeha u
poboljsanju zdravlja majke i djeteta, djelomi¢no usmjeravajuéi teziste svojih istrazivanja na
reprodukcijsko zdravlje. Neplodnost predstavlja vrlo vazan dio reprodukcijskoga zdravlja, ali
je Cesto bila zanemarena u ovim istrazivanjima. Tocan profil prevalencije, distribucije i
trendova neplodnosti vazan je prvi korak prema definiranju intervencija zasnovanih na

dokazima i politika za reduciranje ovoga globalnog problema (102).

Uzroci su neplodnosti visestruki. U 50% sluc¢ajeva radi se o problemima kod Zena, od
cega je u 25% slucajeva uzrok neodgovarajuca proizvodnja jajne stanice (9). Medu vode¢im
uzrocima zenske neplodnosti svakako je i poremecena homeostaza hormona u organizmu.
Istrazivanje u Italiji, provedeno na 33 000 parova koji su pristupili IVF-u 2007.godine,
pokazalo je da su problemi s ovulacijom (PCOS i ciste na jajnicima) uzroci neplodnosti u
5,2% slucajeva (103).

DosadaSnje spoznaje o utjecaju poviSenih vrijednosti preovulacijskoga i
postovulacijskoga P4 na ishod izvantjelesne oplodnje predmet su mnogobrojnih rasprava u
suvremenoj reprodukcijskoj endokrinologiji. Prvi rad o utjecaju poviSenog preovulacijskoga
P4 objavili su Feldberg i suradnici (104) 1989. godine. Njihovo istrazivanje pokazalo je
znatno manju stopu implantacije 1 klinickih trudnoca u slucaju poviSenog preovulacijskoga
P4 u odnosu na pacijentice s normalnim vrijednostima. Nadalje, predlozili su da cikluse s
poviSenim preovulacijskim P4 ne bi trebalo otkazivati jer, unato¢ tomu, postoji umjerena
mogucnost uspjesne implantacije 1 klini¢ke trudno¢e. Mnogobrojna istrazivanja, objavljena
poslije, govore o nepovoljnu utjecaju poviSene razine preovulacijskoga P4 na ishod
izvantjelesne oplodnje (74-76). S druge strane, postoje i istrazivanja koja dokazuju da ne
postoji nepovoljan utjecaj poviSene razine preovulacijskoga P4 na ishod izvantjelesne
oplodnje (77, 78). Stoga pojava porasta preovulacijskoga P4, kao i vrijednosti P4 u serumu
tijekom srednje luteinske faze koje mogu posluziti kao prediktivni ¢imbenik za ishod IVF
postupka, predstavljaju zagonetku bez jasno formiranih smjernica i strategije pri lijeCenju

takvih bolesnica.
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Starija reprodukcijska dob zene postaje sve vaznijim ¢imbenikom neplodnosti
suvremenih bracnih parova. Sve viSe zena zbog promjene nacina zivota, socijalnog i
profesionalnog aspekta odlaze svoje majCinstvo prema kasnim tridesetima, s tendencijom
ulaska u cCetrdesete godine svog zivota. Znanstvenici su dokazali da Zenska plodnost svoj
maksimum doseze u dobnoj skupini izmedu 20. 1 24. godine zivota, postupno pada do starosti
30-32 godine, a da nakon toga progresivno opada (8). Slicni rezultati dobivaju se ako se
analiziraju postupci MPO u odnosu na godine zena. Podatci iz Ujedinjenog Kraljevstva za
2007. godinu pokazuju da je stopa uspjesnosti IVF postupaka kod pacijentica mladih od 35
godina 32,3%, dok je kod pacijentica dobne skupine 40-42 godine stopa uspjes$nosti samo
11,9% (106). Labarta i suradnici (105) analizirali su dob pacijentica s poviSenim
vrijednostima preovulacijskoga P4 u odnosu na normalne vrijednosti. Njihovo istrazivanje
pokazalo je da su ispitanice, koje su imale veée vrijednosti preovulacijskoga P4, bile starije u
odnosu na ispitanice s normalnim vrijednostima preovulacijskoga P4 (27,5 + 4,2 prema 22 +
2,2 godine, P=0,017), uz prosje¢nu starost 24,7 + 4,3 godina. S druge strane, rezultati naSega
istrazivanja pokazali su da nije bilo razlike u odnosu na dob ispitanica (P=0,096) uz
prosjecnu starost od 34 godine u objema skupinama. Nadalje, prilikom analize razlike u dobi
izmedu normal i high respondera, nije se pokazalo da postoji znatna razlika medu njima
(P=0,540), uz prosje¢nu starost od 34 godine kod normal respondera i 32 godine kod high
respondera. Nasi rezultati razlikuju se od rezultata spomenutoga istrazivanja. Medutim,
prilikom tumacenja ovih rezultata treba uzeti u obzir da je njihovo istrazivanje obuhvatilo
samo 12 ispitanica; po 6 u kontrolnoj i ispitivanoj skupini, stoga je razumljiva razlika u
rezultatima u odnosu na nase istrazivanje. Takoder, u njihovu istrazivanju ispitanice u objema
skupinama bile su znatno mlade u odnosu na ispitanice u nasem istrazivanju, tako da i to

moze biti razlogom za spomenute razlike u rezultatima.

U naSem istraZivanju, ispitanice u kontrolnoj i ispitivanoj skupini bile su uskladene i
prema ITM-u (P=0,760), stimulacijskome protokolu, dozama gonadotropina (P=0,447) te
broju transferiranih zametaka (P=0,631). Analizom ITM-a kod normal i high respondera,
pokazalo se da nije bilo razlike medu spomenutim skupinama ispitanica (P=0,209). Samo 9
ispitanica imalo je indeks tjelesne mase veéi od 30 kg/m?, od &ega samo jedna ispitanica ITM

veéi od 35 kg/m®. Primijenjena doza gonadotropina i kod normal i kod high respondera
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iznosila je 1800 1J (P=0,486), a obje skupine bile su uskladene i prema broju transferiranih

zametaka (P=0,590).

Tijekom reproduktivnog razdoblja E2 produciraju uglavhom granuloza stanice kroz
proces aromatizacije androstendiona u estron. Ovaj proces vazan je za pripremu sluznice
maternice, implantaciju blastociste i progesteronsku pripremu endometrija. Zbog toga je
mjerenje vrsne vrijednosti E2 na dan primjene hCG-a integralna sastavnica procjene
odgovora jajnika na stimulaciju (107). Istrazivanja su pokazala da, kako niske vrijednosti E2
(500 pg/mL), tako i visoke (>4,000 pg/mL) na dan hCG-a rezultiraju u niskom, odnosno
visokom broju aspiriranih jajnih stanica, a samim time i na smanjenje mogucnosti za
realizaciju trudnoce. Povisene ili snizene vrijednosti E2 dovode do poremeéene maturacije
citoplazme jajnih stanica ¢ime, u konacnici, smanjuju stopu zanosenja i klinicku stopu
trudnoca (108). Takoder, poviSene vrijednosti E2 u serumu izravno su povezane s pove¢anim
brojem folikula, a, prema nekim istraZivanjima, i s prijevremenim porastom preovulacijskoga
P4 (109). Nase istrazivanje je pokazalo da su vrijednosti E2 na dan primjene hCG-a bile
znatno vece kod ispitanica s poviSenim vrijednostima preovulacijskoga P4 (P<0,001)
(Tablica 4), a pronadena je i pozitivna povezanost izmedu koncentracija P4 i E2 na dan
primjene hCG-a (rs=0,578; P<0,001). Requena i suradnici (80) nasli su, takoder, pozitivhu
povezanost izmedu koncentracija P4 i E2 na dan primjene hCG-a; vrijednosti E2 pratile su
porast vrijednosti P4 (P<0,001). Sli¢ni rezultati su se, u naSemu istrazivanju, dobili i kada se
ispitivana skupina analizirala prema odgovoru na stimulaciju (normal responderi prema high
responderima). Nadena je znacajno veca koncentracija E2 na dan primjene hCG-a kod high

respodera u odnosu na normal respondere (P<0,001) (Tablica 12).

Posljednjih godina aktualizirao se, u znanstvenoj literaturi, omjer P4 i E2 na dan
primjene hCG-a, s obzirom na to da je receptivnost endometrija odredena kompleksnim
interakcijama P4 1 E2. Younis 1 suradnici (110) pronasli su da je omjer P4/E2 precizniji u
otkrivanju slabe rezerve jajnika i manjeg broja dobivenih jajnih stanica prilikom aspiracije, a
isto je potvrdilo i nedavno objavljeno istrazivanje Aurore i suradnika (111). S druge strane,
postoje 1 istrazivanja koja pokazuju da povecanje omjera P4/E2 rezultira veéim brojem
dobivenih jajnih stanica i da ne utjeCe negativno na stopu trudnoc¢a kod normo-ovulatornih
pacijentica (76, 112). Nase istrazivanje potvrdilo je rezultate potonjih studija jer se pokazalo
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da je omjer P4/E2 veci kod ispitanica s poviSenim vrijednostima preovulacijskoga P4 u
odnosu na kontrolnu skupinu ispitanica (0,590 prema 0,430, P<0,001) (Tablica 6). Kada se
ispitivana skupina podijelila na normal i high respondere, pokazalo se da je omjer P4/E2 veci
u skupini normal respondera (0,620 prema 0,470, P<0,001) (Tablica 14). Analiziran je i
omjer koncentracije P4 na dan hCG-a i broja aspiriranih jajnih stanica. Pronaden je veci
omjer koncentracije P4 na dan primjene hCG-a i broja aspiriranih jajnih stanica kod
ispitivane u odnosu na kontrolnu skupinu (0,420 prema 0,280, P<0,001) (Tablica 6). Isti
rezultat dobiven je analizom normal i high respondera; ve¢i omjer koncentracije P4 na dan
primjene hCG-a i broja aspiriranih jajnih stanica naden je kod normal respondera u odnosu
na high respondere (0,440 prema 0,340, P=0,004) (Tablica 14). Neki autori otisli su ¢ak i
dalje i analizirali utjecaj omjera koncentracije P4 na dan primjene hCG-a i broja aspiriranih
jajnih stanica na ishod IVF postupka. Rezultati su ovih istrazivanja suprotstavljeni.
Istrazivanje Aflatooniana 1 suradnika (113) pronaSlo je da apsolutna vrijednost
preovulacijskoga P4 i omjer P4/E2 nisu dobar predskazatelj ishoda IVF postupka. Nadalje,
omjer P4 prema broju jajnih stanica u metafazi 1l pokazao se prediktivnim na stopu
implantacije 1 stopu trudnoca, ali nije imao utjecaja na stopu oplodnje (113). Singh 1 suradnici
(114) pokazali su da omjer P4/broj jajnih stanica na dan hCG-a moze biti koristan u
predvidanju rezultata IVF postupka u odnosu samo na vrijednosti P4. S druge strane, nedavno
provedeno istrazivanje Hilla 1 suradnika (115) nije dokazalo prednost uporabe omjera P4/broj
jajnih stanica na dan hCG-a kao predskazatelja ishoda IVF postupka u odnosu, bilo
vrijednosti preovulacijskoga P4, bilo broja aspiriranih jajnih stanica na dan hCG-a, na ishod

IVF postupka.

Prilikom analize broja aspiriranih stanica, broja oplodenih jajnih stanica te broja
transferiranih zametaka izmedu kontrolne 1 ispitivane skupine, u nasem istraZzivanju pokazalo
se da su ispitanice u ispitivanoj skupini imale vec¢i broj aspiriranih jajnih stanica, veci broj
oplodenih jajnih stanica (P<0,001) i podjednak broj transferiranih zametaka u odnosu na
kontrolnu skupinu (P=0,631) (Tablica 5). High responder ispitanice imale su veéi broj
aspiriranih jajnih stanica (P<0,001), ve¢i broj oplodenih jajnih stanica (P=0,006) i podjednak
broj transferiranih zametaka u odnosu na normal responder ispitanice (P=0,590). Nadalje,
pronadena je statisticki znacajna povezanost koncentracije P4 na dan primjene hCG-a i broja
aspiriranih jajnih stanica u ukupnome uzorku (rs=0,540, P<0,001). U kontrolnoj skupini
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koeficijent povezanosti iznosio je rs=0,415; P<0,001, dok u ispitivanoj skupini, kada se
zajedno promatraju normal i high responderi, nije nadena povezanost. Kada se odvojeno
analiziraju normal 1 high responderi, pronadena je statisticki znaCajna povezanost
koncentracije P4 na dan primjene hCG-a i broja aspiriranih jajnih stanica (rs=0,628, P=0,012)
kod high respondera, dok je izostala povezanost kod normal respondera (rs=-0,140,
P=0,202). Pokazana je statisticki znacajna povezanost koncentracije P4 5. dana ciklusa i broja
aspiriranih jajnih stanica kod svih ispitanica. Sto je koncentracija bila veéa, to je i broj
aspiriranih jajnih stanica bio veci (rs=0,455; P<0,001), a isto se pokazalo i u skupini high
respondera (rs=0,617; P=0,014). Li i suradnici (116) su, u nedavno provedenu istrazivanju,
pronasli da je broj aspiriranih jajnih stanica bio ve¢i u pacijentica s poviSenim vrijednostima
preovulacijskoga P4. Iste rezultate dobili su i Bosch i suradnici (117); broj aspiriranih jajnih
stanica bio je veci kod pacijentica s poviSenim vrijednostima preovulacijskoga P4 u odnosu
na pacijentice s normalnim vrijednostima (P<0,0001). Analizirali su i povezanost vrijednosti
E2 i P4 na dan hCG-a u slu¢ajevima povisenih vrijednosti preovulacijskoga P4, te su,
takoder, dokazali povezanost izmedu vrijednosti E2 1 P4; vece vrijednosti E2 registrirale su se
s povecCanjem preovulacijskoga P4 (P<0,0001). Nekoliko istrazivanja bavilo se 1
potencijalnim Stetnim utjecajem poviSenih vrijednosti preovulacijskoga P4 na kvalitetu
aspiriranih jajnih stanica te kvalitetu zametaka. Pokazalo se da poviSene vrijednosti
preovulacijskoga P4 djeluju samo na receptivnost endometrija, mijenjajuci ,,implantacijski
prozor®, a da ne utjecu na kvalitetu zametaka (118). NaSe istrazivanje pokazalo je da je veci
broj oplodenih jajnih stanica od ukupnog broja aspiriranih bio kod kontrolne skupine u
odnosu na ispitivanu skupinu pacijentica (5 oplodenih u odnosu na 7 aspiriranih u prosjeku
kod kontrolne skupine, odnosno 9,5 oplodenih u odnosu na 14 aspiriranih kod ispitivane
skupine). Sli¢ni rezultati dobiveni su i prilikom analize normal i high respondera; veci broj
oplodenih jajnih stanica od ukupnog broja aspiriranih, bio je kod normal respondera u
odnosu na high respondere (9 oplodenih u odnosu na 13 aspiriranih u prosjeku kod normal
respondera, odnosno 11 oplodenih u odnosu na 20 aspiriranih kod high respondera). Ovi
rezultati su, suprotno prethodno spomenutom istrazivanju, ipak indirektno pokazali da
poviSene vrijednosti preovulacijskoga P4 mogu imati i potencijalno Stetan ucinak na kvalitetu
oplodenih jajnih stanica, jer je veci broj oplodenih stanica registriran u skupini s normalnim
vrijednostima P4. Nase rezultate potvrdili su Huang i suradnici (119) koji su, u analizi 4236
IVF ciklusa, jasno pokazali negativan ucinak poviSenih vrijednosti P4 na dan hCG-a na

64



kvalitetu zametaka, bez obzira na bazalne vrijednosti FSH, ukupnu dozu gonadotropina,
starost Zena ili vrijeme stimulacije jajnika. S druge strane, Griesinger (79) i Requena (80)
nisu pronasli negativan u€inak povisSenih vrijednosti preovulacijskoga P4 na kvalitetu niti

jajnih stanica, niti zametaka, §to je suprotno rezultatima nasega istrazivanja.

P4 ima klju¢nu ulogu tijekom luteinske faze menstruacijskoga ciklusa, a posebno je
vazan za implantaciju zametka i napredak trudnoce. Medutim, u kontekstu stimuliranih
ciklusa, njegova potencijalno Stetna uloga tijekom folikularne faze bila je u fokusu interesa
mnogih znanstvenika i predmet kontroverzija posljednjih godina. PoviSene vrijednosti P4
tijekom kasne folikularne faze vjerojatno utjeCu na sekrecijske promjene endometrija, Sto
rezultira poremeéenom receptivnosti endometrija. S druge strane, pacijentice koje adekvatno
odgovore na COH vjerojatnije ¢e producirati bolje jajne stanice. Stoga ¢e posljedice
poviSenih vrijednosti preovulacijskoga P4 na klinic¢ki ishod trudnoce pacijentica s dobrim
odgovorom na stimulaciju ovisiti o balansu 2 antagonistickih ¢imbenika: vjerojatnosti
dobivanja viSe jajnih stanica s dobrim odgovorom jajnika i1 poremecenoj receptivnosti
endometrija, §to je uvjetovano prijevremenom izlaganju endometrija progesteronu (80).
Sonigo 1 suradnici (118) su, u svome preglednom ¢lanku, analizirali mnogobrojna istraZivanja
0 ovoj temi 1 pronasli suprotstavljene stavove. Jedna skupina znanstvenika tvrdi da ne postoji
negativan ucinak povisenih vrijednosti preovulacijskoga P4 na ishod IVF postupka, dok drugi
tvrde potpuno suprotno, odnosno, da postoji negativan ucinak. Velika meta-analiza Venetisa i
suradnika (76) s viSe od 60 000 ciklusa pokazala je da su poviSene vrijednosti
preovulacijskoga P4 povezane s nizom stopom trudnoca. S druge strane, Huang i suradnici
(120) pokazali su da poviSen preovulacijski P4 ne Steti klinickome ishodu IVF postupka.
Requena 1 suradnici (80) pokazali su da postoji marginalna statisticka znacajnost vezana uz
utjecaj preovulacijskoga P4 na stopu zano$enja, i to kod vrijednosti P4>5,7 nmol/L (P=0,045)
te na klinicku stopu trudnoca pri istoj vrijednosti P4 (P=0,048) u kontekstu jakog odgovora
jajnika na stimulaciju. Medutim, daljnja analiza njihovih rezultata nije pokazala negativan
ucinak poviSenih vrijednosti preovulacijskoga P4 na ishod IVF postupka kod high
respondera. Nase istrazivanje zabiljeZilo je sli¢ne rezultate. Stopa zanoSenja bila je oko jedne
tre¢ine od svih ucinjenih postupaka, uz diskretno bolje rezultate kod ispitivane skupine
(36,0% kod ispitivane skupine prema 34,3% kod kontrolne skupine, ¥*=0,092; P=0,762), ali
bez statisticke znacajnosti (Tablica 7). Isti rezultat dobiven je i1 prilikom analize stope
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zanoS$enja kod normal i high respondera; stopa zanoSenja bila je oko jedne trecine i kod jedne
i kod druge skupine ispitanica uz neSto bolju stopu zanoSenja kod high respondera (40,0%
kod high respondera prema 35,3% kod normal respondera, x*=0,726; P=0,469), ali bez
statisticke znacajnosti. NaSi rezultati, prakticki, pokazuju da se poviSene vrijednosti
preovulacijskoga P4 ¢ak i1 neSto povoljnije odrazavaju na stopu zanosSenja u odnosu na
normalne vrijednosti preovulacijskoga P4. Nadalje, pokazali smo da high responder
ispitanice imaju bolju stopu zanoSenja u odnosu na normal responder ispitanice, ¢ime smo
potvrdili istrazivanje Griesingera i suradnika (79), koji su pokazali da su vrijednosti
preovulacijskoga P4>4,77 nmol/L bile povezane s nizom stopom trudno¢a kod poor i normal
respondera, ali da nisu utjecale na stopu trudno¢a kod high respondera. Sukladno
pretpostavei o negativnom ucinku povisenog preovulacijskoga P4, analizirao se i utjecaj vrste
transfera (FET-transfer krioprezerviranih zametaka ili BET-transfer blastociste) na ishod IVF
postupka. Corti i suradnici (121) pokazali su da se transferom blastociste ne mozZe u
potpunosti prevladati Stetan ucinak poviSenih vrijednosti P4 na dan hCG-a na ishod IVF
postupka. Medutim, Papanikolaou i suradnici (86) izvjeStavaju o boljem uspjehu IVF
postupka pri transferu blastociste u odnosu na transfer zametaka 3. dana. Njihovo mis$ljenje
dijele Huang i suradnici (120) koji su, takoder, pokazali da bi transfer blastociste mogao
poboljsati ishod pri poviSenim vrijednostima P4 na dan hCG-a. Yang i suradnici (122)
objavili su prvo i jedino prospektivno klini¢ko istrazivanje koje je usporedivalo transfer
krioprezerviranih zametaka s transferom blastociste. FET ciklusi imali su usporedivu stopu
zivorodene djece s transferom blastociste (38,1% prema 13,9%) pri vrijednosti
preovulacijskoga P4=6 nmol/L, a ovakav rezultat vjerojatno je uvjetovan malim uzorkom u
istrazivanju. S druge strane, Healy 1 suradnici (123) pokazali su da je povisen P4 na dan hCG-
a negativno povezan sa stopom zivorodene djece pri transferu blastociste, ali ne 1 pri FET
postupku. Krioprezervacija zametaka i FET transfer u prirodnome ciklusu povecava stopu
zivorodene djece u slucajevima povisenog preovulacijskoga P4. Njihovo misljenje dijele i
Wong 1 suradnici (124), koji predlazu krioprezervaciju svih zametaka, bez transfera
blastociste, za optimizaciju uspjeha IVF postupka. U naSem istrazivanju, u ispitivanoj skupini
pacijentica postojao je veéi udio pozitivne stope zanoSenja prilikom FET postupka (47,6%
prema 27,6%, X2:4,243; P=0,032). Nadalje, u skupini normal respondera zabiljezena je
statisticki znacajna razlika u ucestalosti pozitivne stope zanoSenja u ovisnosti o vrsti transfera
(50,0% kod FET postupka odnosno 25,5% kod BET postupka, x°=5,366; P=0,019), za razliku
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od high respondera kod kojih je bolja stopa zano$enja zabiljeSena pri BET postupku (42,9%
kod BET postupka prema 37,5% kod FET postupka, 3x°=0,045; P=0,622), ali bez statisticke
znacajnosti. Pokazano je da se BET postupak kod normal respondera uz povisen
postovulacijski P4 (>315 nmol/L) nepovoljno odrazava na ishod trudnoce, stoga bi se stopa
zanoSenja mogla poboljsati primjenom FET postupka. S druge strane, to ne vazi za high
respondere, gdje je bolja stopa zanoSenja zabiljezena pri BET postupku, ¢ime smo potvrdili
istrazivanje Griesingera i suradnika (79). 1z rezultata nasega istrazivanja moze se zakljuciti da
bi se, u situacijama povisenog preovulacijskoga P4, trebala razmotriti krioprezervacija svih
zametaka 1 naknadni transfer u prirodnome ciklusu. Na taj nacin poboljSao bi se ishod IVF
postupka kod normal respondera, dok bi se kod high respondera, uglavnom sprijecila

najcesca komplikacija COH-a, a to je OHSS, premda uz nesto nepovoljniju stopu zanosenja.

Analizirana je 1 klini¢ka stopa trudnoc¢a u kontrolnoj 1 ispitivanoj skupini. U objema
skupinama ispitanica ukupni postotak klini¢ke stope trudnoca bio je oko jedne tre¢ine od svih
ucinjenih postupaka, premda uz nesto bolji rezultat kod ispitivane skupine, ali bez statisticke
znacajnosti (32,0% kod ispitivane skupine prema 26,0% kod kontrolne skupine, x2:l,354;
P=0,245), a isti rezultat dobio se i prilikom analize normal i high respondera (40,0% kod
high respondera prema 30,6% kod normal respondera, x*=0,471; P=0,330). Pokazana je, za
ispitivanu skupinu, marginalna statisticka znacajnost u udjelu klinicke stope trudnoca s
obzirom na vrstu transfera (40,5% kod FET postupka prema 25,9% kod BET postupka,
v’=2,391; P=0,092). Za skupinu normal respondera takoder je pokazana marginalna
statisticka znacajnost u udjelu klinicke stope trudnoca s obzirom na vrstu transfera (41,2%
kod FET postupka prema 23,5% kod BET postupka, ¥°=2,391; P=0,092), a isto se pokazalo i
za skupinu high respondera (42,9% kod BET postupka prema 37,5% kod FET postupka,
X2=0,045; P=0,622). Kao §to pokazuju nasi rezultati, povisene vrijednosti preovulacijskoga
P4 imaju ¢ak 1 povoljniji utjecaj na klinicku stopu trudno¢a u odnosu na normalne vrijednosti
preovulacijskoga P4. To prakticki znaci da, ako se 1 dogodi biokemijska trudnoca ili rani
pobacaj kod ispitanica s poviSenim vrijednostima preovulacijskoga P4, ne bi se trebalo
promatrati kroz prizmu P4 na dan hCG-a, nego postoji i niz drugih ¢imbenika kod pacijentica
koji bi mogli utjecati na ovakav ishod. Medutim, kada se u obzir uzme i vrsta transfera,
rezultati kod normal i high respondera razliciti su. Zasto je bolja klinicka stopa trudnoca kod
high respondera, u literaturi jo$ nije jasno. Pretpostavlja se da postoje neki ¢imbenici u ovoj
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skupini ispitanica zbog kojih je ishod IVF-a uz BET postupak bolji. Ti ¢imbenici potencijalno
ukljucuju receptivnost endometrija i kvalitetu jajnih stanica i zametaka, iako ove pretpostavke
treba potvrditi prospektivnim randomiziranim istrazivanjima (79). S druge strane, najnovije
istrazivanje Lawrenza i suradnika (125) pokazalo je da povisene vrijednosti preovulacijskoga
P4 imaju negativni u¢inak na ishod IVF postupka, kako na stopu zanoSenja, tako i na klinicku

stopu trudnoca.

Klini¢cko znacenje P4 tijekom luteinske faze u predvidanju ishoda trudnoée nakon
COH-a jo$ je neadekvatno istrazeno. Poznato je da opstanak zutog tijela 7-8 dana nakon
aspiracije jajnih stanica moZze biti rani dijagnosticki biljeg trudnoée. Takoder, P4 se katkad
oznacava i hormonom trudnoée s obzirom na njegovu ulogu u implantaciji i odrzavanju
trudnoce. Istrazivanje Gumaae i1 suradnika (93) pokazalo je znacajno vece vrijednosti P4 u
serumu trudnih pacijentica u odnosu na one pacijentice kod kojih nije registrirana trudnoca,
kako u ranoj luteinskoj fazi, tako i u kasnoj. Pretpostavljeni mehanizam djelovanja P4
tijekom rane trudnoée ukljuCuje pripremu endometrija posredstvom E2 te smanjenje
kontraktilnosti glatke muskulature maternice. Ove navode potvrdio je i Fanchin 2001. godine
(126), koji je pokazao da kontrakcije maternice na dan transfera zametaka imaju negativan
ucinak na ishod samoga transfera. Nadena je i negativna povezanost izmedu frekvencije
kontrakcija maternice 1 vrijednosti P4 u serumu, ¢ime je naglaSena vaznost P4 u IVF
postupcima (93). Brady i suradnici nasli su pozitivnu povezanost vrijednosti P4 na dan
transfera sa stopom klinickih trudnoca i stopom Zivorodene djece. Nadalje, pokazali su i da je
povecanje doze P4 nakon transfera bilo dovoljno za poboljSanje ishoda (95). Zbog
ogranicenog broja istraZivanja u vezi s utjecajem P4 5. dana na ishod IVF postupka, u naSem
istrazivanju analizirali smo i taj parametar. Pokazali smo da P4 5. dana na cjelokupni ishod
izvantjelesne oplodnje kod svih ispitanica ima visoku osjetljivost (86,21%, 95% CI 81,7-
90,0%), a malu specifi¢nost (23,64%, 95% CI 16,1-32,7%) pri vrijednosti P4 5. dana od
<425,7 nmol/L (P=0,1695). U klinickome smislu to znaci da je P4 5. dana dobar kao biljeg za
neuspjeh IVF postupka, ali ako se dogodi neuspjeh, ne bi trebalo promatrati P4 kao
odgovornog za neuspjelu trudno¢u. Naime, poznata je Cinjenica da, uz P4, mnogobrojni
¢imbenici kao S§to su hormonalni disbalans, poremecaj koagulabilnosti te infekcije mogu
utjecati na ishod IVF-a (127, 128), te da kroz prizmu toga treba promatrati i nase rezultate.
Ako se odvojeno promatra kontrolna skupina (P4<4,77 nmol/L), nije se pokazala statisticki
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znacajna povezanost koncentracije P4 5. dana od >193,4 nmol/L i stope zanoSenja

(P=0,6667), odnosno, klinicke stope trudno¢e (P=0,9890).

S druge strane, u ispitivanoj skupini (P4>4,77 nmol/L) uéinjena je ROC analiza kako bi
se odredio prediktivni utjecaj koncentracije P4 5. dana ciklusa na stopu zanoSenja. Najbolji
omjer osjetljivosti i specificnosti testa izmjeren je u koncentraciji P4 5. dana <384,6 nmol/L.
Osjetljivost je pri toj koncentraciji iznosila 71,9% te specifiénost 63,9% (P=0,040).
Analizirajudi ispitanice s pozitivnom stopom zanoSenja i vrijednostima P4 5. dana, utvrdeno
je 56,1% pozitivne stope zanoSenja pri vrijednosti P4 5. dana >384,6 nmol/L u odnosu na
22,0% negativne stope zanosenja pri vrijednosti P4 5. dana <384,6 nmol/L. Stoga P4 5. dana
>384,6 nmol/L predstavlja zastitni ¢imbenik (RR=0,563) trudnoce, odnosno, rizik da ¢e
ispitanica pobaciti manji je ako je P4 5. dana >384,6 nmol/L. Nije se pokazala visoka
senzitivnost (69,12%, 95% CI 56,7-79,8%) i specifi¢nost (62,50%, 95% CI 43,7-78,9%)
glede utjecaja P4 5. dana od <384,6 nmol/L na klinicku stopu trudnoce kod ispitivane
skupine. NaSi rezultati pokazali su da, ako ne uzimamo u obzir vrijednost preovulacijskoga
P4 kod IVF postupka, treba teziti vrijednosti P4 5. dana od >425,7 nmol/L kao potencijalno
dobrom biljegu uspjesne stope zanoSenja. Slicno tomu treba teziti i ako pacijentica ima
normalne vrijednosti P4 na dan hCG-a, medutim, ako pacijentica ima poviSene vrijednosti
preovulacijskoga P4, vrijednost postovulacijskoga P4 trebala bi biti >384,6 nmol/L, s
obzirom na to da smo dokazali kako ova vrijednost moZe biti zaStitni ¢imbenik trudnoce.
Sukladno dobivenim rezultatima, trebalo bi i prilagoditi lutealnu potporu u razdoblju nakon
transfera zametaka, a u cilju smanjenja broja neuspjelih IVF pokusaja, kako kod pacijentica s
normalnim, tako 1 kod pacijentica s poviSenim vrijednostima preovulacijskoga P4. Drugim
rije¢ima, trebalo bi individualizirati i stimulacijske protokole i lutealnu potporu svake

pacijentice.

Nasi rezultati upucuju da poviSene vrijednosti preovulacijskoga P4 nemaju negativan
ucinak na stopu zanoSenja 1 klini¢ku stopu trudnoca, nego da imaju ¢ak 1 blagi protektivni
ucinak, s obzirom na nesto bolji ishod IVF postupka kod ispitivane u odnosu na kontrolnu
skupinu ispitanica. Nadalje, u slucajevima poviSenog preovulacijskoga P4, diskretno bolja
stopa zanosenja i klinicka stopa trudnoca zabiljezena je kod high respondera u odnosu na
normal respondere. Takoder, dokazali smo da je bolja stopa zanoSenja registrirana pri FET
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transferu u odnosu na BET transfer kod pacijentica s poviSenim vrijednostima
preovulacijskoga P4, S§to zna¢i da bi se, ipak, u tim situacijama trebala razmotriti
krioprezervacija svih zametaka i naknadni transfer u prirodnome ciklusu. To posebice vazi za
skupinu normal respondera, dok je kod high respondera zabiljeZzena neSto bolja stopa
zanoSenja i klini¢ke stope trudnoc¢a pri BET postupku. Medutim, i kod high respondera
trebalo bi primjenjivati strategiju krioprezervacije zametaka ¢ak i uz nesto nepovoljniji ishod
IVF postupka, jer se na taj nain sprjecava razvitak OHSS-a, koji je jedna od najceséih
komplikacija COH-a. U konacnici, kada se promatra P4 5. dana kod ispitanica s normalnim
vrijednostima preovulacijskoga P4, trebalo bi teziti vrijednostima >425,7 nmol/L kao
potencijalnom biljegu uspjeSne stope zanoSenja, a u vecini slucajeva i bolje klinicke stope
trudno¢a. S druge strane, ako se radi o ispitanicama s poviSenim vrijednostima
preovulacijskoga P4, vrijednost P4 na dan transfera zametaka trebala bi biti >384,6 nmol/L za
uspjeSan IVF postupak. Buduca istrazivanja pokazati ¢e imaju li spomenute strategije za
poboljsanje ishoda IVF postupka kod povisSenih vrijednosti preovulacijskoga P4 rezultata te u

kojoj je mjeri individualizacija lutealne potpore nakon transfera zametaka polucila uspjeh.
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7. ZAKLJUCAK

Povisene vrijednosti preovulacijskoga P4 (>4,77 nmol/L) kod svih ispitanica
ispitivane skupine nakon stimulacije ovulacije u IVF postupku nemaju nepovoljan
utjecaj na uspjesnost postupka promatrano kroz stopu zanosenja i klini¢ku stopu
trudnoca. Slicno tome, povisene vrijednosti postovulacijskoga P4 (>315 nmol/L) u
ispitivanoj skupini nemaju nepovoljan utjecaj na ishod IVF trudno¢e kod normal
respondera s krioprezervacijom/odmrzavanjem blastocista i transferom u
prirodnom ciklusu, te kod svih high respondera s transferom svjezih (BET) ili

krioprezerviranih/odmrznutih zametaka;

Unato¢ povisene vrijednosti preovulacijskoga P4 (>4,77 nmol/L) kod ispitanica
ispitivane skupine izostaje neopovoljan utjecaj na ishod trudno¢e nakon IVF
postupka u odnosu na ispitanice kontrolne skupine s niZim koncentracijama

preovulacijskog P4 (<4,77 nmol/L);

U ispitivanoj skupini ispitanica s povisenim preovulacijskim P4 (>4,77 nmol/L)
bolji je ishod trudno¢e kod normal respondera s visSim koncentracijama
postovulacijskoga P4 (>315 nmol/L) u kojih je nakon
krioprezerviranja/odmrzavanja ucinjen transfer blastocista u prirodnom ciklusu, u
odnosu na normal respondere s nizim koncentracijama postovulacijskoga P4
(<315 nmol/L) kod kojih je u istom ciklusu u€injen transfer svjezih blastocista

(BET);

U ispitivanoj skupini ispitanica s randomiziranim transferom zametaka kod high
respondera s povisenim vrijednostima preovulacijskog P4 (>4,77 nmol/L) i
postovulacijskog P4 (>315 nmol/L), uspjesnost IVF postupka je izraZenija u
slu¢ajevima transfera svjezih blastocista u istom ciklusu (BET), u odnosu na

krioprezerviranje/odmrzavanje zametaka i transfer u prirodnom ciklusu;
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Vrijednosti P4 5.dana >425,7 nmol/L predstavljaju potencijalni biljeg vise stope
zanoSenja, a u vecini slucajeva i viSe klinicke stope trudnoca pri normalnim

vrijednostima preovulacijskoga P4 (<4,77 nmol/L);

Vrijednosti P4 5.dana >384,6 nmol/L predstavljaju potencijalni biljeg vise stope
zanoSenja, a u vedini slucajeva i vise klini¢ke stope trudnoca pri povisenim

vrijednostima preovulacijskoga P4 (>4,77 nmol/L);

Individualizacija stimulacijskih protokola te lutealne potpore nakon transfera

zametaka trebale bi poboljsati ishod IVF postupaka.
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8. SAZETAK

Svrha: Ispitati utjecaj povisenog preovulacijskoga i postovulacijskoga progesterona (P4) na

ishod izvantjelesne oplodnje.

Materijali i metode: Ovo je prospektivno kohortno istrazivanje koje je ukljucilo 400
ispitanica (300 u kontrolnoj skupini i 100 u skupini s poviSenim preovulacijskim P4 - 85
normal respondera i 15 high respondera). Usporeden je ishod IVF postupka kod ispitanica s
normalnim vrijednostima P4 u odnosu na ispitanice s povisenim preovulacijskim P4, ishod
IVF postupka kod normal i high respondera, utjecaj vrste transfera (BET ili FET) kod
ispitanica s poviSenim vrijednostima preovulacijskoga P4 na ishod IVF postupka, te utjecaj

postovulacijskoga P4 na ishod IVF postupka.

Rezultati: Pozitivan ishod IVF postupka zabiljeZen je u oko jedne tre¢ine od svih u¢injenih
postupaka kod kontrolne 1 ispitivane skupine, uz neSto bolji ishod pri poviSenim
vrijednostima preovulacijskoga P4. Kod normal respondera bolji je ishod pri FET transferu,
dok je kod high respondera nesto bolji uspjeh pri BET transferu. Bolji ishod IVF-a zabiljezen
je pri vrijednosti P4 5. dana >425,7 nmol/L kod svih ispitanica, odnosno pri vrijednosti P4 5.

dana >384,6 nmol/L kod ispitanica s povisenim vrijednostima preovulacijskoga P4.

Zakljucak: PoviSene vrijednosti preovulacijskoga P4 imaju blagi protektivni utjecaj na ishod
IVF postupka, dok bi vrijednosti P4 5. dana >425,7 nmol/L mogle biti potencijalni biljeg
uspjesnosti IVF postupka kod svih ispitanica, odnosno, pri vrijednosti P4 5. dana >384,6

nmol/L kod ispitanica s poviSenim vrijednostima preovulacijskoga P4.

Kljucéne rije¢i: preovulacijski progesteron, postovulacijski progesteron, IVF
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9. SUMMARY
The relationship between the preovulatory and postovulatory progesterone serum

concentration and the outcome of in vitro fertilization

Aim: To investigate the influence of elevated preovulatory and postovulatory progesterone

(P4) on the outcome of in vitro fertilization.

Materials and methods: This is a prospectice cohort study which included 400 patients (300
in the control group and 100 in the group with elevated preovulatory P4 — 85 normal
responders and 15 high responders). The IVF outcome among patients with normal
preovulatory P4 as compared to the patients with elevated preovulatory P4, the IVF outcome
among normal and high responders, the influence of the embryo transfer type (BET or FET)
among patients with elevated preovulatory P4 on the outcome of IVF procedures and the

influence of postovulatory P4 on the IVF outcome have been investigated in this study.

Results: Positive IVF outcome has been recorded in about one third of all the performed
procedures in the control and the study group, with slightly better outcome with elevated
preovulatory P4. Better outcome with FET among normal responders and a discretely better
outcome with BET among high responders has been recorded. Better IVF outcome has been
recorded with P4 on the 5™ day >425,7 nmol/L among all the patients and with P4 on the 5"

day >384,6 nmol/L among patients with elevated preovulatory P4.

Conclusion: Elevated preovulatory P4 has a slightly protective effect on IVF outcome while
the P4 on the 5™ day >425,7 nmol/L could be a potential marker for the success of the IVF
procedures among all the patients and with P4 on the 5" day >384,6 nmol/L among patients

with elevated preovulatory P4.

Keywords: preovulatory progesterone, postovulatory progesterone, IVF
PhD student: Emina Ejubovi¢, MD, 2018
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