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SAZETAK

SAZETAK

Uspjesnost postupka izvantjelesne oplodnje (IVF) uvelike ovisi o odgovoru jajnika na
kontroliranu stimulaciju ¢ija se adekvatnost povezuje s prisutno$¢u polimorfizma 2039G>A u
genu za receptor folikul stimuliraju¢eg hormona (FSHR), kao i bazalnom koncentracijom
FSH, luteiniziraju¢eg hormona (LH), estradiola (E2), hormona koji stimulira tireoideu (TSH)
I prolaktina. Polimorfizam jedne baze (SNP) rezultira zamjenom asparagina serinom na
polozaju 680 u FSHR (Asn®7Ser™). Kako bi se pridonijelo rasvjetljavanju korisnosti ovog
polimorfizma u predvidanju odgovora jajnika na kontroliranu stimulaciju, analiziran je
genotip 211 Zena podvrgnutih postupku izvantjelesne oplodnje te im je uz hormonski status
odredeni broj antralnih folikula. Primjenom odgovarajuéih statisti¢kih testova utvrdeno je da
genotip za SNP Asn®%/Ser®® u genu FSHR nije dobar prediktor ovarijske rezerve niti
odgovora jajnika na kontroliranu stimulaciju, pa se genskim probirom ne mogu jednozna¢no
identificirati ispitanice s moguéim loSijim odgovorom na COS. Ipak, nadeno je da
genotipizacija za SNP Asn®%/Ser®® ima potencijalnu vrijednost za identifikaciju ispitanica
mlade dobi genotipa Ser®®%/Ser®®? koje su predisponirane za pojacan odgovor jajnika na
kontroliranu stimulaciju. Utvrdeno je takoder, da je najbolji neovisan prediktor ovarijske
rezerve i odgovora na kontroliranu stimulaciju jajnika (eng. controlled ovarian stimulation,
COS) mjeren prije zapocCinjanja terapije, broj antralnih folikula, a da predikcijski model
formiran na temelju parametara odredenih prije pocetka COS (broj antralnih folikula, dob,
indeks tjelesne mase, bazalne koncentracije FSH, E2 i TSH) zbog svoje dijagnosticke to¢nosti
vece od dijagnosticke toc¢nosti broja antralih folikula (AUC 0,89 vs. 0,84) moZe znacajno
pridonijeti procjeni odgovora jajnika na kontroliranu stimulaciju. Koncentracija E2 izmjerena
na dan primjene humanog korionskog gonadotropina za stimulaciju ovulacije uz veliku

dijagnosticku tocnost (AUC = 0,91) najbolji je neovisni prediktor odgovora na COS.

Klju¢ne rijeci: izvantjelesna oplodnja, receptor za folikul stimuliraju¢i hormon,

polimorfizam jedne baze Asn®*%/Ser®® u genu FSHR




SUMMARY

SUMMARY

The successfulness of the in vitro fertilization (IVF) largely depends on the women's response
on controlled ovarian stimulation which adequateness has been assumed to be connected to
the single nucleotide polymorphism (SNP) 2039G>A in follicle-stimulating hormone receptor
gene, as well as the basal concentration of follicle —stimulating hormone (TSH), luteinizing
hormone (LH), estradiol (E2), thyroid-stimulating hormone (TSH) and prolactin. With the
purpose to contribute to the evaluation of SNP 2039G>A in a prediction of ovarian response to

the controlled stimulation, 211 women undergoing IVF were genotyped.

In addition to hormonal status determination, the number of antral follicles was estimated.
Using appropriate statistical analyses it was found that genotype of SNP Asn®?/Ser® in

FSHR gene is neither a good predictor of ovarian reserve nor ovarian response on controlled
stimulation. Thus, genetic screening for poor responders on controlled ovarian stimulation
COS) is not diagnostically valuable. However, it was found that genotyping of this SNP
could be potentially useful for identification of women of younger age (< 32 years) with
Ser®®/Ser®® genotype predisposed for hyperresponese on controlled stimulation. It was also
found that the best independent predictor of ovarian reserve and response on COS determined
before the therapy application is antral follicle count (AFC), while the prediction model
formed of the parameters determined before the therapy application (AFC, age, body mass
index, basal concentration of FSH, E2 and TSH) based on higher diagnostic accuracy than
AFC (AUC 0,89 vs. 0,84) could significantly contribute to the prediction of ovarian response
on COS. E2 concentration measured on the day of application of human chorionic
gonadotropine for stimulation of ovulation with highest diagnostic accuracy (AUC = 0,91) is
the best independent predictor of ovarian response on controlled stimulation.

Keywords: in vitro fertilisation; follicle-stimulating hormone receptor, single nucleotide

polymorphism Asn®/Ser®® in FSHR gene
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1.1 Neplodnost

Neplodnost se definira kao izostanak Zeljene trudnoc¢e uz redovite, nezasti¢ene spolne odnose
kroz razdoblje od najmanje godinu dana. Danas neplodnost predstavlja velik zdravstveni
problem koji pogada 15% populacije reprodukcijske dobi u razvijenim zemljama. Sve ¢esca
pojava bra¢ne neplodnosti znakovito je povezana sa socijalnim fenomenima odgadanja
radanja i svakodnevnog stresa zivota u velikim urbanim sredinama. U normalnim je prirodnim
uvjetima plodnost Zene niska, Sto znaci da ukoliko zdrav mladi par ima odnos to¢no na dan
kad se kod zene zbiva ovulacija Sansa da zena zatrudni je svega 20%. Kod Zena starijih od 40
godina ta je Sansa 4-5%, a sposobnost oplodnje partnerice se smanjuje i sa dobi muskarca.
Poznato je da vecina (50-60%) trudnoc¢a zavrsi vrlo rano (tzv. biokemijska trudnoca jer je
moguce detektirati poviSenje koncentracije f-hCG u serumu, ali se trudnoc¢a prestane razvijati
i razina ovog hormona opada). Ukoliko se trudnoéa nastavi dalje razvijati, Sansa za rani
spontani pobacaj (prije 12. tjedna trudnoce) je 10-15%. Nakon 12. tjedna trudnoée pobacaji su
rijetki i trudnoca obi¢no zavr$ava radanjem djeteta u terminu.
Neplodnim se smatra:

e par koji ne uspije ostvariti trudno¢u nakon godinu dana nezaSti¢enih odnosa, ako je

zena mlada od 36 godina,;
e par koji ne uspije ostvariti trudnocu nakon 6 mjeseci nezastiCenih odnosa, ako je Zena
starija od 36 godina;

o Zena koja uspije zanijeti, ali ne uspijeva iznijeti trudnoc¢u do termina.
Navedeni razlozi upucuju na potrebu pomoc¢i stru¢njaka koji se bave dijagnostikom i
lije€enjem neplodnosti.
Svakako treba napomenuti da se danas u neplodnost ubraja i umanjena plodnost, jer ¢e tek
85% parova ostvariti trudno¢u u prvoj godini pokuSavanja. Najveéi broj parova koji
pokusavaju ostvariti trudno¢u uspjet ¢e tijekom 3 godine nezasti¢enih odnosa, medutim kako
se parovi danas sve kasnije odlucuju za trudnocu, potreba za potpomognutom oplodnjom je
sve veca.
Procijenjeno je da ¢e se otprilike trec¢ina Zena koja odgada trudno¢u do polovice tridesetih i
polovica Zena nakon 40. godine Zivota suociti s problemom neplodnosti (Navot i sur., 1994).
Iz svega navedenog moguce je zakljuciti da je neplodnost vazan javnozdravstveni problem,
bez obzira na razinu razvijenosti zemlje te je obradu neplodnosti uputno zapoceti ¢im su
spomenuti gore navedeni uvjeti zadovoljeni.

Neplodnost moze biti posljedica anatomskih, fizioloskih ili endokrinoloSkih poremecaja kod
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zena, no sve veca je ucestalost neplodnosti kod muskaraca, pa je prilikom obrade neplodnog
para nuzno 1 partnera medicinski obraditi. Muski ¢imbenik neplodnosti prisutan je kod 30%
parova, Zenski u 35%, a neplodnost kod oba partnera nalazimo u 20% parova, dok kod 15%
neplodnih parova nije moguce naci jasan razlog za neplodnost.

Uzroci Zenske neplodnosti navedeni su u tablici 1.1.

Tablica 1.1 Uzroci Zenske neplodnosti — ovulacijska disfunkcija

UZROCI ZENSKE NEPLODNOSTI - OVULACIISKA DISFUNKCIJA

Genetski Bolesti nadbubrezne zlijezde
Autoimuni Hiperandrogenemija
Kemo/radioterapija Gubitak tjelesne teZine
Bolesti hipofize Pretjerana tjelovjezba
Bolesti stitnjace Lijekovi, narkotici

UZROCI ZENSKE NEPLODNOSTI — TUBARNI/PERITONEALNI

Upalna bolest zdjelice (PID) Prethodna/e izvanmaterni¢ne trudnoca/e

Endometrioza Peritubarne i periovarijske priraslice

UZROCI ZENSKE NEPLODNOSTI — CERVIKALNI FAKTOR

Neodgovarajuca sluz

Cervicitis

Antispermalna antitijela

UZROCI ZENSKE NEPLODNOSTI — UTERINI FAKTOR

Miomi

Kongenitalne malformacije

Intrauterine adhezije

1.1.1 Genetski uzroci neplodnosti

Posljednjih desetljeca doslo je do naglog razvoja dijagnostickih metoda, kojima je moguce
otkriti genetski uzrok neplodnosti, a to su prije svega kromosomski i genski poremecaji. U
kromosomske poremecaje spadaju Turnerov sindrom (45,X; 30% bolesnica s primarnom
amenorejom), delecija dijela jednog X kromosoma (ukoliko se radi o deleciji kratkog kraka,
prisutan je i niski rast, ako se radi o deleciji dugog kraka, a da ukljucuje regiju Xql3-q26,

prisutna je ovarijska disfunkcija), Swayerov sindrom (46, XY), X-autosomalne translokacije,
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gonadna disgeneza s niskim rastom, mijeSana gonadna disgeneza i1 mozai¢ni oblici s Y-
stanicnom linijom.
U genske poremecaje koji su uzrok Zenske neplodnosti ubrajaju se:

1. Sindrom fragilnog X kromosoma - FRAXA mutacije, zene su nositelji premutacijskih
alela gena FMR1 (eng. fragile X mental retardation 1 gene) uklju¢enog u patogenezu
fragilnog X sindroma. Zene mogu imati poveéani rizik ulaska u menopauzu prije 40.
godine Zivota, odnosno u prijevremenu menopauzu. FRAXA mutacije nadene su kod
6,5% zena koje su uSle u prijevremenu menopauzu u odnosu na 0,04% u opcoj
populaciji.

2. Kallmanov sindrom (hipogonadotropni  hipogonadizam)  karakteriziran je
deficijencijom hormona koji otpusta gonadotropine (eng. gonadotropin-releasing
hormone, GnRH), §to ima za posljedicu neadekvatnog razvoja sekundarnih spolnih
karakteristika, a ulazak u pubertet odgoden ili u potpunosti izostane.

3. Sindrom androgenske neosjetljivosti je X-vezana recesivna bolest uzrokovana
mutacijama u genu za androgenski receptor koji je smjesten u Xq11-12 regiji.

4. Mutacije u genima koji kodiraju za B-podjedinicu luteinizirajuéeg (LH) i folikul-
stimuliraju¢eg hormona (FSH).

5. Mutacije u genu za receptor folikul stimuliraju¢eg hormona opisane su kod Zena s
hipergonadotropnim hipogonadizmom i primarnom amenorejom i onemogucuju

pravilno prikazivanje receptora na povrsini stanice.

1.1.2 Folikulogeneza

Do puberteta, u jajnicima zdravih djevojica, prisutno je 300000 do 500000 tzv.
primordijalnih folikula — jajasaca s ovojnicom granuloznih stanica. Nakon puberteta dio njih
preobrazbom prelazi u primarne folikule u kojima se mogu razviti zrele jajne stanice.
Priblizno svakih 28 dana gonadotropni hormoni potaknu rast 8 do 12 primarnih folikula u
preantralne, odnosne antralne folikule. Jedan od njih sazrijeva i ovulira 14. dana ciklusa, a
tijekom tog perioda se uglavnom Iu¢i estrogen. Nakon ovulacije, sekrecijske stanice
ovuliranog folikula razviju se u Zuto tijelo, koje luci velike koli¢ine progesterona i estrogena.
Tijekom sljedeéa 2 tjedna, ukoliko ne dode do oplodnje, zuto tijelo degenerira, zbog cega se
smanji lu¢enje hormona jajnika (pod utjecajem inhibina B) te zapocinje menstruacija. Zatim
slijedi novi ovarijski ciklus (Slika 1.1). Kada se iscrpi zaliha primordijalnih folikula u

jajnicima, nastupa menopauza.
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Slika 1.1 Folikulogeneza

1.1.3 Hormoni u reprodukciji

Pravilno 1 pravovremeno izlu€ivanje Zenskih spolnih hormona klju¢no je, ne samo za razvoj
zenskih spolnih osobina tijekom puberteta, ve¢ je preduvjet pravilnih menstruacijskih ciklusa
tijekom reproduktivne dobi (slika 1.2), kao 1 ostvarivanja trudno¢e. Menstruacijski ciklus ima
za cilj stvoriti 1 ponuditi jajnu stanicu za oplodnju te istovremeno stvoriti uvjete za
implantaciju oplodene jajne stanice. Menstruacijski se ciklus odvija pod kontrolom hormona

koji se stvaraju u endokrinim zlijezdama hipotalamusa, hipofize i jajnika.

1.1.3.1 Hormoni hipotalamusa

Hipotalamus je dio diencefalona, dijela mozga koji je smjeSten na bazi lubanje, a ve¢im je
dijelom izgraden od ziv€anih stanica koji imaju karakteristike i neurona i endokrinih stanica.
Osnovna je uloga hipotalamusa stvaranje neurohormona koji djeluju na oslobadanje hormona
hipofize. Hormoni koji poti¢u sekreciju hormona hipofize su hormon koji oslobada
gonadotropine (eng. gonadotrophin releasing hormone, GnRH), hormon koji oslobada
tiretotropin (eng. thyreotropin releasing hormone, TRH), hormon koji oslobada kortikotropin
(eng. corticotropin releasing hormone, CRH) i hormon koji oslobada hormon rasta (eng.
growth hormone releasing hormone, GHRH). Hormoni hipotalamusa koji inhibiraju sekreciju
hormona hipofize su somatostatin koji inhibira hormon rasta i dopamin koji inhibira lucenje

prolaktina (eng. prolactin inhibiting factor, PIF).
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GnRH kontrolira sekreciju gonadotropina iz hipofize i to folikul stimuliraju¢eg hormona (eng.
follicle stimulating hormone, FSH) i luteiniziraju¢eg hormona (eng. luteinizing hormone,
LH). GnRH je dekapeptid, ¢iji je poluvrijeme zivota kratako i iznosi 2 do 4 minute, pa se
stoga mora kontinuirano izlucivati (Shalev i Leung, 2003). Izlu¢ivanje GnRH je skokovito,
odnosno pulzatilno, a amplitude i frekvencije pulseva se razlikuju ovisno o fazama
menstruacijkog ciklusa; dok su u prvoj fazi brze (2-3 pulsa/sat), u drugoj su fazi sporije (1
puls/sat). Skokovito izlu¢ivanje GnRH neophodno je za fiziolosko oslobadanje gonadotropina
odnosno odvijanje normalnog menstruacijskog ciklusa. GnRH potice ekspresiju svojih
receptora na stanicama hipofize (eng. up-regulation). Trajno povisena amplituda i spora
frekvencija skokova dovodi do smanjenja broja receptora (eng. down-regulation) $to ima za
posljedicu anovulaciju i amenoreju. Amplituda i frekvecija sekrecije GNRH regulirana je

povratnom spregom hormona jajnika i gonadotropina.

1.1.3.2 Hormoni hipofize

Hipofiza se sastoji iz prednjeg (adenohipofiza) i straznjeg reznja (neurohipofiza).
Adenohipofiza se nastavlja na hipotalamus i izravno je s njim povezana, dok je neurohipofiza
izravni produZetak hipotalamusa. Smjer cirkulacije krvi omogucava kontrolu hipotalamusa
nad hipofizom, a odvija se putem otpustanja neurohormona u cirkulaciju. Postoji 1 retrogradni
krvotok kojim je omoguceno da hormoni hipofize imaju ucinak na hipotalamus (kratka
povratna sprega).

U adenohipofizi se stvaraju gonadotropini: folikul stimuliraju¢i hormon (FSH) i luteinizirajuci
hormon (LH) te hormon koji stimulira tireoideu (eng. thyroid stimulating hormone, TSH),
adrenokortikotropni hormon (eng. adrenocorticotropic hormone, ACTH), hormon rasta (eng.
growth hormone, GH) i prolaktin (PRL).

1.1.3.2.1 Folikul stimuliraju¢i hormon i luteiniziraju¢i hormon

FSH i LH su glikoproteini relativne molekulske mase oko 30000 koji se oba sastoje od po
jedne o i jedne B podjedinice. o podjedinice FSH i LH, koje su izgradene od 92
aminokiseline, dijele iznimnu strukturnu slicnost, ne samo medusobno, ve¢ i s TSH |
humanim korionskim gonadotropinom (eng. human chorionic gonadotropin, hCG), dok se
podjedinice razlikuju. B podjedinica FSH sastoji se od 118 aminokiselina i odgovorna je
specifi¢nu bioloSku ulogu FSH, kao i za interakciju s receptorom za FSH (eng. FSH receptor,
FSHR) (Dias i Van Roey, 2001). Ljudski FSH smjesa je razli¢itih izoformi koje se

medusobno razlikuju na temelju broja sijalinskih kiselina na krajevima oligosaharidnih
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struktura koje su kljucne za njegovu biolosku aktivnost (Dias, 2001). Gen koji kodira o
podjedinicu, smjesten je na kromosomu 6p21.1-23, i eksprimira se u razli¢itim stani¢nim
tipovima, dok je gen za a podjedinicu smjesten na kromosomu 11pl13 i eksprimira se u
gonadotropnim stanicama hipofize. U tim se stanicama eksprimira i gen za B podjedinicu LH,
koji je smjesten unutar genskog klastera LHB/CGB na kromosomu 19q13.32. Poluvrijeme
zivota FSH iznosi 4 sata, a LH tek 30 minuta. FSH i LH se izlu¢uju skokovito, a amplituda i
frekvencija izlucivanja su pod utjecajem GnRH hipotalamusa, ali i koncentracije estradiola i
progesterona. Prva, folikularna odnosno estrogenska faza ciklusa odlikuje se nizim
amplitudama i viSim frekvencijama (60 — 90/minuti). U drugoj, luteinskoj ili progesteronskoj
fazi ciklusa amplitude su vise, a frekvencija je znacajno niza (svakih 180 do 240 minuta)
(slika 1.2).

LUTEINIZIRAJUCI
HORMON (LH)

PROGESTERON

FOLIKUL
STIMULIRAJUCT
HORMON (FSH)

Hormoni

Folikularna faza Luteinizirajuca faza

Slika 1.2 Promjene razine spolnih hormona tijekom menstruacijskog ciklusa. U prvom dijelu
ciklusa FSH nadvladava LH te se taj dio ciklusa naziva folikularna faza. Drugi dio ciklusa
obiljezava visoka razina LH pa se taj period naziva lutealna faza. Razina estradiola do pojave
ovulacije raste, a zatim naglo opada, dok pik progesterona slijedi nekoliko dana nakon
ovulacije. Pozadinska boja prikazuje bazalnu temperaturu, koja je niza u folikularnoj, a

poviSena u lutealnoj fazi ciklusa.

Kao sto je prethodno rec¢eno, skokovitim izlu¢ivanjem GnRH mijenja broj vlastitih receptora
na gonadotropnim stanicama hipozife te time regulira vlastito izlu¢ivanje kao i odgovor tih
stanica. Ceste pulsacije poveéavaju broj receptora, dok rijetke pulsacije ili jednoliéna

sekrecija smanjuju broj receptora koji postaju i manje osjetljivi.
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GnRH se veze za receptore 1 potiCe sintezu, sekreciju i pohranu gonadotropina koja se zbiva u
stanicama adenohipofize. Prvi je u¢inak GnRH otpustanje sekretornih granula u cirkulaciju, a
odgodeni u¢inak ima utjecaj na pohranu gonadotropina za moguée kasnije otpustanje.
Steroidni hormoni jajnika imaju i negativno i pozitivno djelovanje na sekreciju i GnRH i
gonadotropina koje se zbiva i na razini hipofize i na razini hipotalamusa. Estrogen primjerice
inhibira sekreciju FSH; na samom kraju menstruacijskog ciklusa dolazi do smanjenja
stvaranja estrogena i progesterona iz zutog tijela S$to uvjetuje pojacanu sintezu i pohranu
gonadotropina te porast koncentracije FSH (pozitivno povratno djelovanje estrogena). U
kasnoj folikularnoj fazi ciklusa tijekom koje granuloza stanice vodeceg folikula stvaraju sve
viSe estrogena dolazi do laganog pada koncentracije FSH, koja pada i zbog djelovanja
inhibina koji specificno koci sintezu FSH, a koji se takoder stvara u stanicama vodeceg
folikula. Utjecaj estrogena na LH je dvojak: pri nizoj koncentraciji uvjetuje sniZzenje razine
LH, no priblizavanjem sredine ciklusa, GnRH povecava broj svojih receptora ¢ime se postize
pozitivno povratno djelovanje estradiola na razini hipofize (Kelly i Qiu, 2010). Porast
estrogena priprema gonadotropne stanice na bolji odgovor na GnRH. Kriticno visoka
koncentracija estrogena (200 ng/L) koja je zadrzana kroz vremensko razdoblje od 36 do 48
sati mijenja inhibitorni u¢inak na sekreciju LH u stimuliraju¢i u€inak. U tom razdoblju
estrogen mijenja i poboljSava i bioaktivnost molekule LH. Porast LH dovodi do morfoloSkih
promjena folikula spremnog za ovulaciju, a granuloza stanice pod utjecajem LH pocinju i sa
sekrecijom progesterona.

Progesteron ima takoder povratno djelovanje na regulaciju stvaranja gonadotropina.
Progesteron u niskoj dozi povecava odgovor LH na GnRH, a odgovoran je i za preovulacijski
skok LH koji ima kriticnu ulogu za ovulaciju. Skok LH dovodi do promjena unutar folikula
koje su neophodne za sazrijevanje i ekspulziju oocite. Nakon ovulacije dolazi do stvaranja
zutog tijela koje stvara vecu koncentraciju prvenstveno progesterona, ali i estrogena. Ove vise
koncentracije steroidnih hormona inhibiraju stvaranje gonadotropina iz hipofize i inhibiraju
skokovito izlu¢ivanje GnRH iz hipotalamusa $to se naziva negativno povratno djelovanje.
Gonadotropini djeluju na folikule u jajniku, FSH poti¢e rast i sazrijevanje folikula i1
diferencijaciju granuloza stanica, a LH inducira ovulaciju, sazrijevanje oocite 1 luteinizaciju
folikula. FSH je od presudne vaznosti za sazrijevanje oocite; granuloza stanice koje
eksprimiraju  FSH receptore intereagiraju s oocitom te osiguravaju nutriente te tako

kontroliraju njeno sazrijevanje (Perlman i sur., 2006).
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1.1.3.2.2 Prolaktin

Prolaktin je polipeptid izgraden od 198 aminokiselina, koji se stvara u adenohipofizi, a
odgovoran je za sintezu mlijeka u dojkama. Po svojoj je strukturi slican hormonu rasta i
humanom placentarnom laktogenu (eng. human placental lactogen, hPL). Koncentracija
prolaktina u serumu Zena znakovito je visa nego kod muskaraca u zbog utjecaja estrogena.
Povisuju je i neka fizioloska stanja kao §to su spavanje, tjelesni napor, stres, hipoglikemija,
trudnoc¢a i dojenje. Prolaktin mogucava laktaciju nakon poroda, ali nakon $to su na dojku
tijekom trudnoce djelovali estrogen i1 progesteron. Za urednu laktaciju jo§ su neophodni
oksitocin i tiroksin. Prolaktin ima ulogu u nastanku predmenstrualnih simptoma vazanih za
dojke jer je u lutealnoj fazi njegova koncentracija blago povecana. Ima ulogu i u normalnom
fukcioniranju zutog tijela. Transkripciju gena koji kodira prolaktin stimuliraju prvenstveno
estrogeni, dok manju ulogu imaju TRH (eng. tyrotropin releasing hormone) i drugi faktori
rasta. Sekrecija prolaktina je pod kontrolom prolaktin inhibiraju¢eg faktora (PIF) — dopamina
koji se lu¢i u hipotalamusu. Poremecaji lu¢enja prolaktina uzrokovani su stoga smanjenjm
stvaranja dopamina ili stanja koja uvjetuju prekid prijenosa dopamina iz hipotalamusa do
hipofize. Prolaktin je jedinstven medu hormonima hipofize jer je primarno pod inhibicijskom
kontrolom, odnosno izostanak kontrole uzrokuje povisenje serumske koncentracije prolaktina
(Crosignani i sur., 1991). Klini¢ki se povisena koncentracija prolaktina odlikuje izostankom
menstruacijskog ciklusa i stvaranjem mlijeka u dojkama. Hiperprolaktinemiju najcesce
izaziva prolaktinom, dobroc¢udni tumor hipofize koji stvara poveéanu koli¢inu prolaktina.
Hiperprolaktinemija ¢esto prati hipotireozu, cirozu jetre 1 zlocudne tumore (karcinom pluca,
hipernefron), a javlja se i kao posljedica uzimanja nekih lijekova, osobito blokatora
dopaminskih receptora (neuroleptici: fenotijazini i butirofenoni i antiemetici: metoklopramid,
domperidon i sulpirid). Hiperprolaktinemija moZe uzrokovovati poremecaj menstruacijskog
ciklusa, neplodnost, galaktoreju, hirzutizam, akne, sekundarnu osteoporozu i smanjenje libida.
Grani¢no poviseni prolaktin utjeCe na skracivanje lutealne faze ciklusa i insuficijenciju zutog
tijela (Olive i1 Palter, 2007). Bolesnica moze imati ovulacije, ali ne ostvaruje trudnocu.
Sljede¢i mogucéi ucinak hiperprolaktinemije je anovulacija, a koju slijedi neplodnost. Povisena
razina prolaktina (iznad 30 pg/L) djeluje inhibitorno na hipotalamus i lucenje GnRH, a
posljedi¢no se smanjuje 1 stvaranje FSH i LH u hipofizi, razvija se hipogonadotropni
hipogonadizam i zaustavlja dozrijevanje folikula u jajniku te stvaranje estrogena i
progesterona te posljedi¢no i ovulacija (Pfeifer, 1989). Hormoni koji bi mogli stimulirati
prolaktin su TRH, vazopresin, B-endorfin i epidermalni faktor rasta, a moguce je da

stimulativni ucinak imaju i stres, manipulacija dojkama i tjelesna aktivnost. Prolaktin
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zasigurno ima i utjecaj na maturaciju oocite, fertilizaciju i rani razvoj zametka u sisavaca.
Novije istrazivanje na miSevima upucuje na to da je prisutnost prolaktina neophodna za
pravilan razvoj i maturaciju oocite, mejoze, fertilizacije i ranog razvitka zametka (Kiapekou i
sur., 2009).

1.1.3.2.3 Hormon koji stimulira tireoideu

Hormon koji stimulira tireoideu (eng. thyroid stimulating hormone, TSH) proizvodi se u
adenohipofizi kao odgovor na TRH iz hipotalamusa. TSH stimulira proizvodnju T3 i T4 u
Stitnoj zlijezdi, a Sto ima negativni povratni utjecaj na stvaranje TSH u hipofizi.
Abnormalnosti sekrecije hormona Stitnjace, bilo da se radi o hipotiroidizmu ili
hipertiroidizmu povezane su s ovulacijskom disfunkcijom kao rezultat razli¢itih nepravilnih
utjecaja na osovinu hipotalamus-hipofiza-jajnik. Hormoni $titnjace u stalnoj su interreakciji s
ostalim hormonima koji odrZavaju redovitost menstruacijskog ciklusa. Optimalno je
funkcioniranje Stitnjace stoga neophodno za ostvarivanje uredne plodnosti. U¢inak hormona
StitnjaCe moze biti izravan putem receptora za hormone StitnjaCe smjeStenim na jajniku i
neizravan, putem utjecaja na sekreciju globulina koji veze spolne hormone (eng. sex
hormone-binding globulin, SHBG), prolaktina i GnRH (Jones i sur., 2004). Autoimuna bolest
StitnjaCe i prisutnost antitireoidnih protutijela najrasireniji je uzrok hipotiroidizma u Zzena
reprodukcijske dobi. Izolirana autoimuna bolest $titnjaée povezana je s povisenim rizikom
spontanog pobacaja u prvom trimestru trudnoce, a Zene s hipotiroidizmom c¢eS¢e imaju
neurednosti menstruacijskog ciklusa, neplodnost ili imaju poviSen rizik za morbiditet u
trudno¢i (Poppe i sur., 2007). Tijekom postupka kontrolirane stimulacije jajnika za pokusaj
izvantjelesne oplodnje ocekivano je poviSenje TSH, ovisno o trajanju stimulacije. PoviSenje
TSH izrazitije je ukoliko pacijentica ima prisutna antitireoidna protutijela. Smatra se da
suprafizioloSke koncentracije estrogena, a koje su prisutne prilikom stimulacije jajnika imaju
utjecaj na povisenje koncentracije TSH. Promjene koncentracije hormona Stitnjace tijekom
stimulacije nemaju utjecaj na konac¢ni ishod pomognute oplodnje, osim u slucaju razvoja
sindroma hiperstimulacije kod pacijentica s prisutnim antitireoidnim protutijelima. U ovom
sluéaju zbivaju se dramati¢ne promjene koje dovode do izrazenog hipotiroidizma s izravnim

utjecajem na ishod postupka izvantjelesne oplodnje (Poppe i sur., 2008).

1.1.3.3 Hormoni jajnika

10



UvoD

1.1.3.3.1 Estrogen

Estrogeni se stvaraju u kori jajnika, a izgradeni su od 18 ugljikovih atoma (C18), koji, a imaju
steroidnu strukturu, s tim da je prsten A aromatiziran. Jajnik stvara nekoliko estrogena: estron
(E1), estriol (E3) i bioloski najaktivniji estradiol 17 (E2). Koncentracija estrogena u serumu
relativno je niska (ng/L). Slobodni se estrogeni vezu u plazmi na proteine, a u jetri se
konjugiraju s glukuronskom kiselinom ili sulfatiraju te se ve¢im dijelom izlu¢uju putem
bubrega kao glukuronidi ili kao sulfati, dok se manji dio eliminira preko Zuci u crijeva.
Koncentracija estrogena u Zenskom tijelu ovisi o fazama menstruacijskog ciklusa, a
kontinuirano se povecava do ovulacije. U vrijeme ovulacije koncentracija estrogena
kratkotrajno pada, ali potom je opet visoka u sredini faze Zutog tijela sve do njegove atrofije
Sto dovodi do naglog pada koncentracija estrogena i progesterona te nastupa menstruacije.
Estrogeni djeluju na sintezu proteina u organima koji su pod njihovim utjecajem. U rodnici
djeluju na proliferaciju viseslojnog plocastog epitela u kojima se skuplja veca koli¢ina
glikogena. Povecavaju takoder sekreciju zlijezda u vratu maternice ¢ime sekret postaje obilan,
proziran i bistar. Djeluju na muskulaturu maternice i na endometrij koji pod njihovim
utjecajem proliferira. Pojacavaju motilitet 1 podrazljivost jajovoda unutar kojeg umnozavaju
trepetljikasti epitel.

Kod djevojaka koje jo$ nisu dosegle spolnu zrelost estrogeni izravno utjeCu na razvoj
sekundarnih spolnih karakteristika i na proliferaciju izvodnih kanali¢a dojke. Imaju ogranicen
anabolicki u¢inak, a imaju pozitivan u¢inak na stvaranje matriksa kostiju. Djeluju na retenciju

tekucine, te na lipide u krvi mijenjajuéi odnos P i o frakcije lipoproteina.

1.1.3.3.2 Progesteron

Progesteron je steroidni hormon jajnika izgraden od 21 atoma ugljika (C21) koji se najveéim
dijelom stvara u drugoj fazi menstruacijskog ciklusa u zutom tijelu. Progesteron izaziva
sekrecijsku promjenu endometrija koja omogucava implantaciju zametka, a ujedno relaksira
rodnici i cervikalnoj sluzi koja pod njegovim utjecajem postaje gusta i mutna. Progesteron
ima ucinak i na termoregulacijski centar te je stoga tjelesna temperatura nesto visa u drugoj

fazi ciklusa odnosno u trudno¢i, a priprema zljezde dojke za laktaciju.

1.1.3.3.3 Anti-milerijski hormon
Anti-milerijski hormon (eng. anti-mullerian hormone, AMH) je glikoprotein hormonske

skupine transformirajuc¢eg faktora rasta B (emg. transforming growth factor, TGF-B) kojeg
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stvaraju stanice granuloze ¢im se razviju primordijalni folikuli. Prisutan je u svim fazama
ciklusa od trenutka kad folikuli narastu do 6 mm promjera. Bioloska uloga AMH kod Zena
nije sasvim razjasnjena, no smatra se da djeluje kao modulator odabira folikula za rast i kao
modulator steroidogeneze u jajniku. Uz to djeluje supresivnho na primordijalne folikule
djelujuci na pregranulozu stanice s ciljem ograni¢avanja broja folikula, a potom omogucava
folikulogenezu ovisnu o FSH. Njegove koncentracije u krvi pokazatelj su rezerve prisutnih
folikula u jajnicima (Fanchin i sur.,, 2005). Smanjenjem broja primarnih folikula tijekom
reproduktivnog razdoblja, opada i prosje¢na koncentracija AMH u serumu. Lu¢enje AMH u
krvi nije ovisno o mehanizmima djelovanja gonadotropina iz hipofize na ciklicke hormonske
promjene u jajnicima te su njegove koncentracije stabilne tijekom cijelog menstrualnog
ciklusa. U sluc¢aju sindroma policisti¢nih jajnika, prisutan je veliki broj malih antralnih
folikula, $to ima za posljedicu visoku razinu AMH u serumu 1 folikularnoj tekuéini (Visser 1
sur., 2006).

AMH se smatra jednim od mogucih prediktora funkcionalne rezerve jajnika i mogucéim
prediktorom broja folikula u ranoj fazi maturacije. Postoji znakovita povezanost snizavanja
koncentracije AMH s dobi zene (Anderson i sur., 2012; Nelson i sur., 2010). Kako se
koncentracija AMH ne mijenja tijekom menstruacijskog ciklusa, a izrazito je mala
varijabilnost vrijednosti i izmedu menstruacijskih ciklusa, reproducibilnost nalaza znacajnija
je od vrijednosti koncentracija FSH, E2, inhibina B i broja antralnih folikula (Fanchin i sur.,
2005). Niske vrijednosti AMH koreliraju s brojem antralnih folikula koji se smatra glavnim
prediktorom losijeg odgovora jajnika na kontroliranu ovarijsku stimulaciju, no za sada ne
postoji poveznost niske vrijednosti AMH s prognozom krajnjeg ishoda postupka pomognute
oplodnje, odnosno ostvarene trudnoce i rodenja zivog djeteta (Gnoth i sur., 2008). S obzirom
na povezanost koncentracije AMH s brojem antralnih folikula, brojem dobivenih zrelih
oocita, smatra se da ¢e u budu¢nosti AMH biti vazan klinicki parametar za ocjenu
funkcionalne rezerve jajnika. Na temelju dosadasnjih spoznaja moze se zakljuciti da lo$
odgovor jajnika na stimulaciju mozemo ocekivati ukoliko su serumske vrijednosti AMH nize
od 1 pg/L; normlan odgovor o¢ekujemo pri vrijednostima AMH izmedu 1 1 4 pg/L, dok
pojacan odgovor jajnika na stimulaciju mozemo ocekivati uz serumske vrijednosti
koncentracije AMH iznad 4 pg/L (de Carvalho i sur., 2011). U Republici Hrvatskoj
koncentraciju AMH u serumu jos uvijek nije moguc¢e odrediti na teret HZZO, ve¢ iskljucivo

uz izravno placanje usluge, dok u vrijeme pocetka ove studije takva analiza nije bila dostupna.

1.1.3.3.4 Inhibin B
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Inhibin B je takoder glikoprotein hormonske skupine TGF-B kojeg stvaraju granuloza i teka
stanice. Inhibira sekreciju FSH iz hipofize i ima utjecaj na razvoj folikula. Ispitivanje
neplodnih pacijentica pokazalo je znakovitu negativnu korelaciju izmedu bazalne
koncentracije inhibina B i FSH, kao i znakovitu pozitivnu korelaciju izmedu inhibina B i
broja antralnih folikula (Tinkanen i sur., 2001). Brojnim je studijama ispitivana povezanost
inhibina B s odgovorom jajnika na kontroliranu stimulaciju, no rezultati su razliciti, pa se
smatra da je prediktivna vrijednost koncentracije inhibina B niska u poredbi s drugim
dostupnim biljezima te da se inhibin B smije koristiti u procjeni ovarijske rezerve, ali samo

kao dodatni pokazatelj uz ostale analizirane biljege (Broekmans i sur., 2006).

1.1.4 Receptor za folikul stimulirajuéi hormon

Za djelovanje FSH, nuzno je postojanje specificnog receptora na membrani ciljnih stanica.
FSHR (eng. follicle stimulating hormone receptor) ¢lan je obitelji transmembranskih
glikoziliranih receptora, a povezan je s G-proteinima (slika 1.3) (Falconer i sur., 2005; Greb i
sur.,, 2005a; Sudo i sur., 2002). Izgraden je od 695 aminokiselina, a N-terminalnu
izvanstanicnu  domenu s C-terminalnom  unutarstanicnom domenom spaja 7
transmembranskih domena (Fan i Hendrickson, 2005; Sudo i sur., 2002). Svaka stanica koja
se mora podraziti sadrzi od 2000 do 100000 receptora. Vezanjem FSH na izvanstani¢nu
domenu FSHR (slika 1.3) dolazi do pokretanja signalne kaskade koja za posljedicu ima niz
stani¢nih dogadaja.

Gen koji kodira receptor za FSH (FSHR) prvotno je karakteriziran na Stakoru (Heckert i
Griswold, 1991), a iste je godine kloniran je ljudski FSHR (Minegishi i sur., 1991). ProteZe se
preko regije od 54 kb, sadrzi 10 eksona i 9 introna, a mapiran je na kromosomskom lokusu
2p21 (slika 1.4) (Rousseau-Merck i sur.,, 1993). Od 10 eksona, deseti kodira C-kraj
izvanstanicne domene, transmembransku i unutarstani¢nu domenu receptora, a prvih 9 manjih
eksona kodiraju ostatak izvanstanicne domene (Levallet i sur., 1999).

Broj prepoznatih mutacija gena F'SHR raste iz godine u godinu do danas je poznato preko 700
polimorfizama jednog nukleotida (eng. single nucleotide polymorphism, SNP), od kojih se
samo 8 nalazi u kodiraju¢oj regiji (Loutradis i sur., 2012; Rizk, 2009) (slika 1.4A).
Inaktivacijske mutacije u genu F'SHR uzrokuju amenoreju, hipergonadotropni hipogonadizam,
gubitak funkcije jajnika ili disgenezu, dok one uslijed kojih dolazi do gubitka funkcije FSHR
uzrokuju neadekvatan spolni razvoj, razvoj janika te neplodnost. Ove mutacije se nalaze po
svim regijama, a uzrokuju ili supresiju vezanja FSH ili poremecaj prijenosa signala (Lalioti,

2011).
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Dva su SNP u genu FSHR najistraZivanija vezano za plodnost Zene, a nalaze se na eksonu 10
gena FSHR, od kojih se 1 nalazi na nukleotidnom polozaju 919, a drugi na polozaju 2039
(slika 1.5). Prvi SNP (rs6165) utjeCe na slijed aminokiselina na polozaju kodona 307 koji je
smjeSten u zglobnoj regiji koja spaja izvanstani¢nu i transmembransku domenu, kojeg moze
zauzeti alanin (Ala) ili treonin (Thr) (p.Ala307Thr; p.A307T, Ala**’/Thr’"") ovisno o tome
nalazi li se na polozaju 919 gena baza A ili G (c.919A>G) (Gromoll i Simoni, 2005; Loutradis
1 sur.,, 2008). Regija u kojoj se nalazi polozaj 307 spaja domenu koja veze hormon s

transmembranskom domenom receptora (Gromoll i Simoni, 2005).
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Slika 1.3 A) Shematski prikaz strukture FSHR s obiljezenim mutacijama/SNP (| -
inaktiviraju¢a mutacija; ¢ - aktiviraju¢a mutacija; = - alelna varijanta) (Levallet i sur., 1999)
B) Model kompleksa humanog FSH 1 FSHR. a i B podjedinice FSH prikazane su u zelenoj 1
plavoj boji. Crvenom su bojom prikazane leucinom-bogati ponavljajuéi sljedovi FSHR
Sedmerostruka transmembranska domena receptora, prikazana u sivoj boji, smjesta receptor

unutar membrane (Fan i Hendrickson, 2005).

Drugi SNP (rs6166) dovodi do promjene aminokiselinskog slijeda na polozaju kodona 680 C-

kraja unutarstanicne domene, gdje je asparagin (Asn) zamijenjen serinom (Ser) (p.Asn680Ser,
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p.N680S, Ans®/Ser®®), §to je posljedica zamjene baze A bazom G na polozaju 2039 u genu
FSHR (c.2039A>G) (Gromoll i Simoni, 2005; Loutradis i sur.,, 2008). Do danas nije
objasnjena to¢na bioloska uloga niti za jedan od ova dva polimorfizma (Simoni i sur., 2008).
Kako su oba SNP smjestena u istom eksonu (10) postoji vrlo jaka vezana neravnoteza (eng.
linkage disequilibrium) medu njima (Sudo i sur., 2002). NajceS¢e dolaze u varijantama
Thr'”/Asn®™ i Ala®"/Ser®, koje su u bjelackoj populaciji gotovo podjednako zastupljene
(~40%) (Greb 1 sur., 2005b; Gromoll 1 Simoni, 2005). U kineskoj je populaciji zastupljenija
prva od navedenih varijacija (60%). (Loutradis 1 sur., 2008). Zbog gotovo potpune vezane
neravnoteze, vecina studija usmjerena je samo na genotipizaciju SNP p.N680S (Mohiyiddeen

isur., 2012).
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Slika 1.4 (A) Gen FSHR mapiran je na kromosomu 2p21-p16. (B) Gen FSHR s numeriranim

eksonima od 1 do 10 te intronima oznacenim slovima od A do I smjeStenim izmedu eksona, te

vvvvv

U programima potpomognute oplodnje reakcija Zena koje ovuliraju uz egzogenu terapiju FSH
razmjerno je razli¢ita. Unato¢ kliniCkom iskustvu koje je prikupljeno proteklih godina,
prognoza ovarijskog odgovora na stimulaciju gonadotropinima ponekad je nepredvidljiva, jer

bioloske osobine pacijentice imaju veci utjecaja na individulanu reakciju od samog
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stimulacijskog protokola. Standardni stimulacijski protokol moze rezultirati loSim odgovorom
(koji zatjeva prilagodbu doze FSH) ili ovarijskim hiperstimulacijskim sindromom (eng.
ovarian hyperstimulation syndrome, OHSS). OHSS je potencijalno Zivotno ugrozavajuca
komplikacija medicinski potpomognute oplodnje, karakterizirana uvecanjem jajnika i
ekstravazacijom tekuc¢ine u abdomen Sto rezultira ascitesom, hipovolemijom i
hemokoncentracijom. OHSS je najces¢e jatrogen te se javlja kao posljedica primjene
gonadotropina. Geneticke su studije pokazale kako bi mutacije u genu FSHR mogle biti faktor
koji vodi do sklonosti razvoja OHSS. Nadalje, primije¢eno je kako bi upravo SNP
p-Asn680Ser mogao biti prediktor ozbiljnosti simptoma kod pacijentica koje razviju OHSS
(Lussiana i sur., 2008). Mogu¢nost identifikacije Zena koje bi prilikom IVF postupka imale
10§ ili prekomjeran odgovor na stimulaciju imala bi veliki klini¢ki zna¢aj. Stovise nekoliko je
mutacija u genu FSHR nedavno pronadeno i opisano kao molekularna baza u patogenezi
OHSS (Meduri i sur., 2008). Smatra se kako bi sve pacijentice prije stimulacije trebale biti
upoznate s moguénoscu razvoja ove jatrogene komplikacije. Postojanje polimorfizma u genu
FSHR povezuje se s ovarijskim odgovorom na kontroliranu stimulaciju jajnika, kao 1 sa
stupnjem OHSS ukoliko se razvije (Simoni i sur., 2008). Za nekoliko se parametara vjeruje da
bi mogli posluziti kao prediktori ovarijskog odgovora na kontroliranu stimulaciju. Smatra se
da bazalna koncentracija FSH ima najbolju prediktivnu vrijednost, ali i1 znaajnu intra-
individualnu varijabilnost od ciklusa do ciklusa. Ostali parametri koji utje¢u na odgovor
jajnika na hormonsku stimulaciju su distribucija izoformi FSH, prisutnost cirkuliraju¢ih
inhibitora te protutijela na FSH. Utjecaji intraovarijske interferencije na razini vezivanja FSH
za svoj receptor 1 prisutnost FSHR izoformi s promjenom prijenosa signala takoder su
razmatrani kao moguce odrednice odgovora na hormonsku stimulaciju (Perez Mayorga i sur.,

2000). Medutim, nijedna od navedenih hipoteza do danas nije dokazana.

1.1.5 Signalni put FSH u granuloza stanicama

Vezanjem FSH za receptor zapo€inje niz kaskadnih reakcija u granuloza stanici, koja s
ostalim granuloza stanicama okruzuje oocitu u folikulu, a glavna im je uloga lucenje
estrogena. Oko granuloza stanica smjestena je bazalna lamina te periferne teka stanice. FSH
potice razvoj 2 vrste granuloza stanica: jedna koja okruzuje oocitu te druga koja je smjestena
periferno 1 prati bazalnu laminu (Hunzicker-Dunn 1 Maizels, 2006). Receptor za FSH spojen
je s G-proteinom putem kojeg potice stvaranje ciklickg adenozin-monofosfata (cAMP),
aktiviraju¢i adenilat ciklazu. Zatim se aktivira protein-kinaza ovisna o cAMP-u, koja

fosforilira specifi¢ne proteine u stanici te pokrece biokemijske reakcije, koje na posljetku
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dovode do stani¢nog odgovora na FSH (slika 1.5).

Diferencijacija stanica izravno je povezana s aktivacijom protein kinaze A (eng. protein kinase
A, PKA), $to je posljedica porasta unutarstani¢ne koncentracije cAMP. Elementi odgovara na
cAMP (eng. cAMP response elements, CRE) povezuju se s CRE vezuju¢im proteinom (eng.
CRE binding protein, CREB), koji je najpoznatiji transkripcijski faktor reguliran od strane
PKA. Fosforilacija CREB u granuloza stanicama detektirana je ve¢ unutar 1 minute, nakon
stimulacije FSH, no sam CREB nije dovoljan da aktivira veéinu FSH ciljnih gena. FSH
uzrokuje 1 brzu fosforilaciju i1 acetilaciju histona H3, koje su takoder posredovane PKA
(Hunzicker-Dunn i Maizels, 2006).

FSH stimulira fosforilaciju izvanstani¢no reguliranih kinaza 11 2 (eng. extracellular regulated
kinases, ERKs; ERK1, ERK?2), ve¢ 10 minuta nakon primjene. Jo§ uvijek nije utvrdeno koji
signal poti¢e porast koncentracije Ca®’, no uzrokuje istu aktivaciju ERK kao i FSH.
Fosforilacija ERK dokazana je dodatkom fosfoprotein tirozin fosfatazom (eng.
phosphoprotein tyrosine phosphatase, PTP), koja se veze za ERK, a dodatkom FSH disocira
od nje. Posljedica aktivacije ERK je fosforilacija ribosomalne S6 kinaze 2 (eng. ribosomal S6
kinase-2, RSK-2), no ciljevi njihove aktivacije u granuloza stanicama joS uvijek nisu
identificirani.

FSH uzrokuje 1 fosforilaciju p38 mutagenom aktiviranu protein kinazu (eng. mitogen-
activated protein kinase, MAPK), takoder ovisnu o PKA, no nije poznat cilj reguliranja
aktivnosti p38 MAPK. Aktivacija p38 MAPK posredovana FSH dovodi do fosforilacije aktin
pokrivajuCeg proteina HSP-27 (emg. actin-capping protein) u granuloza stanicama te
zaokruzivanja 1 agregacije ovog proteina. U nezrelim jajnicima, FSH preko p38 MAPK
aktivira 1 poti¢e p38 MAPK- aktiviranu protein kinazu 2 (eng. MAPK-activated protein kinase
2, MK-2) na fosforilaciju proteina toplinskog Soka 27 (eng. heat shock protein, Hsp-27).

Uz to, FSH uzoruje aktivaciju fosfatidilinozitol-3 kinaze (eng. phosphatidylinositol-3 kinase,
PI3K) u granuloza stanicama, koja pretvara fosfatidilinozitol (3,4)-bifosfat (eng.
phosphatidylinositol (3.,4)-bisphosphate, PIP3) u fosfatidilinozitol (3,4,5)-trifosfat (eng.
phosphatidylinositol (3,4,5)-trisphosphate, PIP2), Sto rezultira daljnjom fosforilacijom i
aktivacijom Akt kinaze (protein kinaza B, PKB), odnosno rastom i razvojom stanica kao
odgovor na signal. Forkhead protein 1 u O subporodici (eng. forkhead box-containig protein
1, FOXO1) supstrat je Akt-a 1 fosforilira se na podrazaj s FSH u granuloza stanicama. FOXO
transkripcijski faktori se veZu za DNA kao monomeri u nefosforiliranom obliku s funkcijom i
aktivatora i1 represora transkripcije, ovisno o genu, metabolizmu i prezivljavanju stanice.

Fosforilacijom se otpustaju od DNA, izlaze iz stanice 1 degradiraju. U aktivnom
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defosforiliranom obliku, uloga FOXO je odrzavanje stanice u Gy fazi represijom ciklina D, no
sam FSH nije dovoljan za to postignuée. Potreban je aktivin ili neki drugi c¢lan
transformirajuc¢eg faktora rasta (eng. transforming growth factor, TGF) uz FSH. Zajedno
aktiviraju ciklin D, promoter-reporter i stimuliraju ekspresiju ciklin D, mRNA. Aktivin sam
takoder nije dovoljan za stimuliranje ekspresije ciklina. Transdukcija granuloza stanica s
mutantom Smad3 u kojemu je uklonjeno tip receptora potreban za fosforilaciju Akt-a i
FOXO1 dovodi do ukinuca indukcije ciklina D, $to je dokaz da je fosforilacija FOXO1
potrebna za njegovu aktivaciju.

FSH poti¢e aktivnost brojnih ciljnih gena, primjerice gena za aromatazu, inhibin-o, receptore
LH i citokrom P450 koji kida bocni lanac kolesterola (eng. cholesterol side chain cleavage,
SCC cytochrom P450) u granuloza stanicama, a uz aktivin poti¢e ekspresiju nuklearnih
receptora steroidnog faktora 1 (emg. steroidogenic factor-1, SF-1) i jetrenog receptorskog
homologa-1 (eng. liver receptor homolog-1, LRH-1). Kada se na granuloza stanice djeluje s
FSH i aktivinom, FOXO1 u aktivnom obliku suprimira djelovanje aromataze, inhibina-a,
steroidogenog faktora-1 (eng. steroidogenic factor-1, SF-1) i LRH-1, $to upucéuje na zakljuc¢ak
da je FOXOI1 glavni represor ciljnih gena FSH (Hunzicker-Dunn i Maizels, 2006).
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Slika 1.5 Shematski prikaz signalnog puta FSH 1 njegova regulacija ekspresije ciljnih gena u

granuloza stanicama.

1.2 Lijecenje neplodnosti

18



UvoD

Obrada neplodnih parova zapocCinje detaljnom anamnezom i ginekoloskim pregledom
ispitanice kod koje je potrebno uliniti Papa-test, bakterioloske briseve cerviksa (test na
aerobne i anaerobi mikroorganizme, Chlamidia sp., Ureaplasma sp., Mycoplasma sp.), te
hormonsku obradu pacijentice (3. dana menstruacijskog ciklusa odreduju se bazalne
koncentracije FSH, LH, estradiola, prolaktina i TSH) te spermiogram kod partnera.
Transvaginalni ultrazvuk ima vodec¢u ulogu u dijagnostickom algoritmu obrade neplodnosti 1
otkriva moguéu uterinu i adneksalnu patologiju, pa je ponekad i sam dovoljan za otkrivanje
uzroka neplodnosti.

Muskog partnera treba uputiti na spermiogram koji ¢e dati sliku o oplodnom potencijalu
sperme. Ukoliko se u ejakulatu nadu leukociti treba uciniti i bakterioloSku obradu ejakulata i
urina radi sve ceS¢ih kroni¢nih prostatitisa. Danas se Cesto muskarac Salje i na pregled
specijalistu  urologu u okviru pocetne obrade neplodnosti. Karakteristike urednog
spermiograma prikazane u tablici 1.2.

Tablica 1.2 Referentne vrijednosti spermiograma

Fizikalne osobine | Brojnost i pokretljivost spermija | Morfologija i vijabilnost spermija

volumen >2 mL broj spermija >20x10° >50% normalne morfologije

pH 7,2-7,0 > 50% progresivno pokretnih > od 50% zivih

Lijecenje neplodnosti provodi se dijagnostickim i terapijskim postupcima kojima je cilj
uspjesno ostvarivanje trudnoce uz §to prirodniji 1 manje invazivan pristup koji se temelji na
uzrocnom lijecenju. Katkad je za ostvarenje trudnoce dovoljno pridrzavanje jednostavnih
uputa u smislu promjene zivotnih navika para, a ponekad dovoljna jednostavna medicinska
intervencija u smislu stimulacije ovulacije. Ukoliko ove jednostavne metode zakaZu, prelazi

se na pomognutu oplodnju.

1.2.1 Metode pomognute oplodnje
Odabir postupka potpomognute oplodnje ovisi prije svega o duljini trajanja neplodnosti,
uzroku neplodnosti i dobi Zene, a uspjeSnost postupaka ovisi 0 mnogo ¢imbenika.
Metode pomognute oplodnje (MPO) koje se danas koriste u praksi su:
1. Utvrdivanje ovulacije u prirodnom ili stimuliranom ciklusu 1 tempirani odnos;
ultrazvuéno, a ponekad se odredivanjem hormonskog statusa prati razvoj folikula te se
odreduje vrijeme ovulacije i1 optimalan dan za odnos.

2. Inseminacija sjemenom partnera u prirodnom ili stimuliranom ciklusu (eng. Artificial
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Insemination by Husband/variation Human, AIH) najjednostavnija je metoda
potpomognute oplodnje kod koje se u vrijeme ovulacije sjeme partnera obradi u
centrifugi te koncentrirano, kroz kateter, unese u maternicu. Indikacije za inseminaciju
su loSiji nalazi spermiograma, idiopatska neplodnost i udruzeni uzroci neplodnosti
(ovulacijska disfunkcija 1 lo$iji spermiogram).
Preduvjet za ove dvije metode su prohodni jajovodi Sto se moze utvrditi ispitivanjem
prohodnosti jajovoda rentgenskom snimkom (HSG-histerosalpingografija) ili ultrazvu¢nim
pregledom (sono HSG).

3. Izvantjelesna oplodnja (eng. In Vitro Fertilization, IVF) s prijenosom svjezih ili
smrznutih zametaka je metoda kod koje se vaginalnom punkcijom jajnika Zene
aspiriraju jajne stanice, koje se zatim u laboratoriju oplode sjemenom partnera. Ako
dode do oplodnje, najvise 2 ili 3 zametka se vrac¢aju u maternicu. Ukoliko ih ima viSe,
ostali se pokuSaju kriopohraniti (zamrznuti) te se vracaju u sljede¢im ciklusima,
ukoliko je prvi bio neuspjeSan. Prema trenutnom Zakonu o metodama potpomognute
oplodnje Republike Hrvatske zameci se mogu samo u iznimnim sluc¢ajevima
kriopohraniti, a dozovoljena je kriopohrana jajnih stanica. Varijanta izvantjelesne
oplodnje je intracitoplazmatsko injiciranje spermija (eng. Intra Cytoplasmic Sperm
Injection, ICSI) u slucajevima teZih oblika muSke neplodnosti pri ¢emu se spermij
unosi unutar citoplazme jajne stanice kako bi se povecala moguénost oplodnje.
Indikacije za izvantjelesnu oplodnju su neprohodnost jajovoda, teza muska
neplodnost, udruZeni uzroci, idiopatska neplodnost i endometrioza.

U postupke izvantjelesne oplodnje ukljucuju se 1 parovi kod kojih nakon viSe postupaka

inseminacija (barem tri pokusaja) nije doslo do Zeljene trudnoce.

Uspjesnost izvantjelesne oplodnje izrazava se postotkom ostvarenih trudnoca koji se moze
izrazavati u odnosu na zapoceti ciklus, na u¢injenu aspiraciju oocita te konacno u odnosu na
ucinjeni transfer embrija. Danas se sve viSe koristi upravo "Take home baby rate" koji
odrazava odnos zapocetog ciklusa izvantjelesne oplodnje i poroda zdravog novorodenceta
(Fukuda i sur., 2001).

Opcenito, uspjesnost inseminacije i IVF/ICSI u prirodnom ciklusu iznosi oko 10-15%,
IVF/ICSI u ciklusu s blagom stimulacijom 25-30%, a IVF/ICSI u stimuliranom ciklusu 25-
40% po jednom postupku. Medutim, kumulativna stopa uspjesnosti, nakon par pokusaja, je
uvijek veca, i velika vec¢ina parova koji se odluce za pomognutu oplodnju ¢e nakon nekoliko

pokusaja dobiti dijete.
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1.2.2 Postupak izvantjelesne oplodnje (IVF)
Postupak izvantjelesne oplodnje sastoji se od nekoliko faza (slika 1.6):
1. Faza uzimanja lijekova za stimulaciju jajnika uz redovitu folikulometriju ultrazvukom
Uz folikulometriju se vrlo ¢esto 7. dana stimuliranog ciklusa te na dan primjene hCG
odreduje koncentracija estradiola. Lijekovi koji se primjenjuju za stimulaciju jajnika
su rekombinantni folikul-stimuliraju¢i hormon (rFSH) ili visokoprocis¢eni humani
menopauzalni gonadotropin (eng. highly purified human menopausal gonadotropin,

HP-hMG). Moguc¢ je i1 postupak u prirodnom ciklusu ili uz stimulaciju klomifenom ili

letrazolom.
stimulirani jajnik B A - B T
. 3upljina
o maternice
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Slika 1.6 Ilustrirani prikaz IVF ciklusa: 1. stimuliranje razvoja folikula; 2. aspiracija jajnih

stanica; 3. inseminacija; 4. fertilizacija; 5. razvoj embrija; 6. transfer embrija

2. Folikulometrija i tempiranje postupka
Transvaginalna ultrazvucna pretraga jajnika i endometrija danas je nezamjenljiva
metoda za tempiranje postupka, kako inseminacije tako i postupka punkcije i
aspiracije folikula za postupak oplodnje izvan tijela. Folikulometrija se provodi svaki
dan dok vrijednost vodeceg folikula ne dosegne promjer od 18 mm i tada mozemo
tempirati postupak pomognute oplodnje. Uobicajene metode za tempiranje postupka
su primjena thCG (125 pg s.c.) ili hCG (5000 IU / 10000 IU i.m.) i to 32 do 36 sati
prije samog postupka. Ukoliko se postupak radi kasnije realna je moguénost da dode

do ovulacije stimuliranih folikula te se potom mora odustati od postupka.
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3. Aspiracija jajnih stanica
Najzahtjevniji zahvat u postupku izvantjelesne oplodnje je aspiracija oocita. Prve
aspiracije folikula izvedene su laparoskopski, potom pod kontrolom trans-
abdominalnog ultrazvuka, dok se danas punkcija folikula radi pod kontrolom
transvaginalnog ultrazvuka. Punkcijske igle imaju obiljezivade koji omogucuju
njihovu jasnu vizualizaciju na ultrazvu¢nom ekranu tako da kad igla probije zid
rodnice i ude u folikul vrh punkcijske igle je jasno vidljiv na ekranu. Svaki centar koji
provodi punkcije folikula mora imati na raspolaganju analgeziju ovisno o Zeljama
pacijentice, no najceS¢e se primjenjuje intravenski sedativ i/ili analgetik (bez opce
anestezije) ili pacijentica primi peroralnu kombinaciju sedativa i analgetika pola sata
prije zahvata.

4. Prijenos zametaka u materiste (eng. embrio transfer).
Nakon postupka aspiracije folikula dobiveni se aspirat odmah upucuje na obradu u
laboratorij za humanu reprodukciju iz kojeg se izoliraju jajne stanice se te ocjenjuje
njihovu kvalitetu. Nakon obrade i pripreme jajnih stanica i sjemena obavlja se

inseminacija jajnih stanica ili intracitoplazmatska injekcija spermija (ICSI) (slika 1.7).

Slika 1.7 Unosenje jednog spermija u jajnu stanicu injekcijom (ICSI)

Idealno mjesto za podlaganje zamet(a)ka je 2 cm ispod fundusa uterusa.
Transvaginalnim ultrazvukom moguce je prije samog postupka izmjeriti duzinu
cerviksa te prema izmjerama postaviti potom kateter intrauterino ili je kontrolu
pozicije katetera moguce pratiti istovremenim transabdominalnim ultrazvu¢nim
pregledom uz puni mjehur pacijentice koji olakSava vizualizaciju uterusa. Danas se
smatra da mirovanje nema ucinka na mogucu bolju uspjeSnost postupka (u smislu
ostvarivanja trudnoce) te pacijentica nakon postupka smije ustati i i¢i kuci. Analgezija
prilikom postupka prijenosa zametaka nije potrebna, no u posljednje vrijeme se

preporuca koriStenje nesteroidnog analgetika sat vremena prije prijenosa zametaka, a u

23



UvoD

smislu smanjenja kontraktilnosti maternice S§to bi moglo utjecati na vecu uspjeSnost
postupka. Svjetski je trend da se u materiSte prenosi jedan, najbolji zametak, dok se
preostali podvrgavaju postupku kontroliranog zamrzavanja kako bi se u slucaju
neostvarene trudnoc¢e moglo pristupiti ponovljenom prijenosu odmrznutog zametka.
Danas je cilj postupka pomognute oplodnje zZivo i zdravo dijete, a poznavajuci rizike
viSeplodnih trudno¢a neophodno je pokusati ostvariti jednoplodnu trudnocu. Dan
prijenosa zametka odreduje se ovisno o stadiju razvoja zametka, a najcéesce je to treci
dan, no prijenos zametka moze se uciniti i drugi, Cetvrti ili peti dan nakon postupka
aspiracije oocita.
5. Inseminacija i fertilizacija
Spermiji se odvoje od ostatka ejakulata te poloze zajedno s jajnim stanicama najbolje
kvalitete u posebno kontroliranu komoru, gdje se odrzava odgovaraju¢a temperatura,
pH, vlaZznost 1 koncentracija ugljikovog dioksida. Oko 10000 spermija dodaje se na
jednu jajnu stanicu. Mijesanje spermija i spolne stanice naziva se inseminacija. Nakon
12-24 sati od inseminacije slijedi fertilizacija, kada spermij prodire u jajnu stanicu.
Prosje¢no se oplodi 70% jajnih stanica. Ukoliko se procijeni da je mogucnost
fertilizacije niska, pristupa se postupku ICSI.
6. Kultura embrija

Ukoliko se fertilizirana jajna stanica podijeli, postaje embrij. Unutar 5 dana, normalan
embrij ima nekoliko stanica koje se zasebno dijele. Embrij se moZe podvrgnuti i
predimplantacijskoj genetskoj dijagnostici (eng. pre-implantation genetic diagnosis,
PGD), ukoliko postoji rizik prijenosa genetskog poremecaja s roditelja na dijete. Taj
se postupak provodi tako da se 3-4 dana nakon fertilizacije ukloni po jedna stanica od

svakog embrija te se obavlja geneticko testiranje.

1.2.3 Lijekovi u medicinski potpomognutoj oplodnji

Razumijevanje ucinka lijekova u postupku pomognute oplodnje uvjetovano je
razumijevanjem prirodnog menstruacijskog ciklusa. Jajnik je pod kontrolom hipofize u kojoj
se proizvode FSH 1 LH. FSH se stvara u prvoj fazi ciklusa i uvjetuje rast folikula i porast
estrogena. FSH u kombinaciji s estrogenom uzrokuje nagli skok lu€enja LH iz hipofize koji
dovodi do kona¢ne maturacije jajne stanice 1 potom prsnuca folikula-ovulacije. Na mjestu
prsnutog follikula stvara se zuto tijelo koje sljede¢ih 14 dana luci progesteron i estrogen u
cirkulaciju, a radi pripreme maternice (endometrija) za mogucu trudnoc¢u. Ukoliko trudnoc¢a

izostane zuto tijelo (/at. corpus luteum) postupno atrofira, a posljedi¢no se smanjuje stvaranje
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progesterona 1 estrogena i konacno dolazi do menstruacije 1 pocetka sljedeceg ciklusa.
Trudnoca izaziva zuto tijelo na sve veée stvaranje progesterona i estrogena koje odrzavaju
trudnocu sve dok posteljica (trofoblast) u cijelosti ne preuzme ulogu stvaranja hormona, a $to
se zbiva s navrSenih 7 tjedana od izostanka menstruacije.

Lijekovima za stimulaciju jajnika zeli se posti¢i veci broj zrelih folikula kako bi se dobilo Sto
veéi broj jajnih stanica ¢ime se povedava mogucénost ostvarivanja trudnoce. Postupak
aspiracije mora biti u¢injen u odredenom vremenskom razdoblju koje traje do najvise 4 sata
kada je moguce aspirirati jajnu stanicu u sadrzaju folikula. Ukoliko se punkciji folikula i
aspiraciji folikularne tekucine pristupi prekasno tada ¢e folikuli prsnuti, do¢i ¢e do ovulacije i
postupak se mora prekinuti. Stoga je neophodno postupak vremenski uvokviriti (,,tempirati”).
Lijek koji ima ucinak slican hormonu luteinizacije (LH) je humani korionski gonadotropin
(eng. human chorionic gonadotropin, hCG). Stoga se ordinira primjena hCG 32-36 sati prije
no Sto ¢e se pristupiti punkciji folikula i aspiraciji jajnih stanica i time tempira vrijeme kada
postupak treba uciniti. Injekcija hCG-a kojim se tempira ovulacija naziva se ,,Stoperica”.
Veliku ulogu u mogucoj prijevremenoj ovulaciji igra moguci spontani skok LH iz hipofize. U
sluc¢aju da se LH iz hipofize spontano krene luciti (a kao odgovor na povecanu koncentraciju
egzogenog FSH 1 posljedicnog rasta estrogena) tada ¢e do¢i do prijevremene luteinizacije
folikula 1 ovulacije u nekontrolirano vrijeme. Stoga se uz lijekove za stimulaciju jajnika
dodatno koriste 1 lijekovi koji onemogucavaju skok LH iz hipofize pacijentice te osiguravaju
da ¢e hCG (,,Stoperica”) precizno tempirati postupak i osigurati sigurnije dobivanje kvalitetnih

jajnih stanica.

1.2.3.1 Lijekovi za stimulaciju jajnika

Najkvalitetniji lijekovi za stimulaciju jajnika su gonadotropini. Danas su u Republici
Hrvatskoj na raspolaganju urinarni viskoproc¢iS¢eni humani menopauzalni gonadotropini 1
rekombinantni FSH i1 LH. Urinarni preparat je dobiven iz urina Zena u postmenopauzi, dok je
rekombinantni pripravak Cisti sintetski lijek dobiven genetskim inZinjerstvom. Veliki je broj
studija koje usporeduju uspjeSnost ovih preparata i za sada nema konacnog zakljucka koji je
preparat bolji ili u€inkovitiji. Rekombinantni pripravak je po ampuli ~30% skuplji, no po
ukupnom broju ampula za jednu stimulaciju su cijene sli¢ne (s obzirom na to da se uglavnom
tro$1 manje ampula rekombinantnog pripravka) (Schoffski O, 2007 Lehert P2010). Smatra se
da su svi gonadotropini podjednako ucinkoviti i sigurni te da su dalje usporedne studije
nepotrebne (van Wely i sur., 2011).

Na trzistu je prisutan uHP-hMG preparat tvorni¢kog naziva Menopur® od kojih svaka ampula
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sadrzi 75 ij. pripravka. Isto doziranje ima i jedna ampula lijeka Gonal-F® koji je
rekombinantni FSH, a dolazi u pojedina¢nom pakiranju. Navedena dva preparata su na listi
lijekova HZZO i za bolnicke pacijente su besplatna.

Najcesce se koristi stimulacijski protokol koji pocinje 2. dana ciklusa s 225 i.j. uHP-hMG (3
ampule) u trajanju 6 dana. Prvu folikulometriju s mogu¢im mjerenjem estradiola treba uciniti
7. dana ciklusa te se nadalje terapija modificira prema nalazu folikulometrije. Terapija se
nastavlja istom dozom jo$ par dana, uz svakodnevne folikulometrije, sve dok bar tri folikula
ne dosegnu promjer od 18 mm $to se smatra primjerenim za prekid terapije gonadotropinima i
ordiniranje hCG (“Stoperice”) koji ¢e tempirati postupak aspiracije jajnih stanica. Terapija se
daje jednom dnevno, a izostanak davanja terapije ili pauza u davanju imat ¢e za posljedicu
slabiji odgovor jajnika.

jajnika u odnosu na gonadotropine, a takoder ima i nezeljen u¢inak na maturaciju endometrija
Sto u konacnici ima utjecaj i na (slabiju) implantaciju zametka. Klomifen stoga nije prvi lijek
izbora za stimulaciju jajnika u postupcima izvantjelesne oplodnje. Danas se ceS¢e koristi za
stimulaciju jajnika u postupcima inseminacije te za blaze stimulirane cikluse kod pacijentica
koje su neadekvatno reagirale na stimulaciju gonadotropinima u prethodnim postupcima
izvantjelesne oplodnje. Klomifen citrat je lijek izbora za stimulaciju pacijentica s
policisticnim jajnicima upravo zbog slabijeg ucinka, jer kod njih stimulacija jajnika s
gonadotropinima nerijetko ima za posljedicu hiperstimulacijski sindrom koji je jedna od
ozbiljnih komplikacija stimulacije jajnika. Sindrom odlikuju povecanti jajnici, preko 10 cm u
promjeru, s brojnim lutealnim cistama te hiperestrogenemija koja izazviva poremecaje
koagulacije, promjene permeabilnosti membrana, ascites, hidrotoraks, a u rijetkim i
nepovoljnim uvjetima moguce je 1 zatajenje disanja 1 smrtni ishod (Binder 1 sur., 2007). Stoga
je izbjegavanje hiperstimulacijskog sindroma najvazniji zadatak lije¢nika koji vodi postupak
stimulacije jajnika.

Klomifenu sli¢an lijek jednostavne, peroralne primjene je letrazol (tvorni¢kog naziva
Femara®). Ima sli¢an u¢inak na jajnike kao klomifen, ali bez negativnog u&inka na maturaciju

endometrija.

1.2.3.2 Lijekovi koji povecavaju uspjesnost dobivanja oocita (lijekovi za supresiju LH)
Analozi GnRH su lijekovi koji sluze za prevenciju prijevremenog porasta endogenog LH.
Dvije su vrste analoga koji imaju isti krajnji u¢inak, odnosno blokadu hipofize pacijentice u

postupku stimulacije jajnika za izvantjelesnu oplodnju; antagonisti 1 agonisti GnRH.
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Antagonisti sprije€avaju porast LH kompetitivnom blokadom receptora za GnRH.
Primjenjuju se od kasne folikularne faze do primjene hCG i izravno onemogucavaju
prijevremeni skok LH. U Republici Hrvatskoj uobicajeno je kontinuirano davanje lijeka uz
gonadotropine od 7. dana ciklusa ili od trenutka kad folikuli dosegnu promjer od 12 mm.
Antagonist se uobicajeno koristi u dozi 0,25 mg svakodnevno sve do najkasnije 12 sati prije
primjene hCG. Genericko ime lijeka je cetroreliks acetat (tvornicki naziv Cetrotide®), auRH
je besplatan za bolnicke pacijente. Antagonisti su lijekovi novije generacije i usli su u klinicku
praksu posljednjih desetak godina. Dotadasnji standard za prevenciju LH skoka su bili jedino
agonisti, a koji su uvedeni u klinicku praksu 80-ih godina proslog stoljeca.

Agonisti takoder sprjecavaju endogeni porast LH, no kako bi se ostvario taj u¢inak moraju se
poceti davati najmanje 7 dana (uobicajeno 10-14 dana) prije pocetka terapije
gonadotropinima. Njihov pocetni ucinak na lu¢enje FSH i1 LH je stimulirajuéi, no s obzirom
na svakodnevnu primjenu njihov uc¢inak ubrzo postaje supresivan te sve dok pacijentica prima
agonist ne¢e doc¢i do prijevremenog endogenog lucenja LH. Lijek koji se ordinira u bolnici je
triptorelin (Decapeptyl® 0,1), a pacijentica ga dobiva do najkasnije 12 sati prije primjene
hCG.

Primjena antagonista je kratkotrajnija 1 sa znakovito manje sindroma hiperstimulacije u
odnosu na agoniste uz uporedivo sli¢nu uspjesnost po pitanju ostvarenih trudnoca i poroda.

U svijetu se joS uvijek viSe koriste agonisti za prevenciju skoka LH, no s obzirom na
ucinkovitost, sigurnost, manje nuspojava i toleranciju antagonisti bi trebali postati prvi izbor

lijeka za prevenciju prijevremenog endogenog porasta LH.

1.2.3.3 Lijekovi za tempiranje postupka

Daleko najcesc¢e koriSten preparat za tempiranje postupka pomognute oplodnje je hCG. U
Republici Hrvatskoj je registriran rekombinantni hCG (Ovitrelle®) koji sadrzi 125 pg rhCG, a
jedna je injekcija dovoljna za tempiranje postupka pomognute oplodnje neovisno o broju
folikula. Drugi registrirani lijek je urinarni preparat, uhCG (Brevactid®), a dostupan je u
dozazi od 5000 1.j. 1 1500 1.j. Ukoliko pacijentica ima jedan do dva folikula tada ¢e primjena
jedne ampule od 5000 i.j. biti dostatna za maturaciju oocite i za adekvatno tempiranje
postupka. U svim ostalim slu€ajevima (veci broj folikula) standard doziranja je 10000 i.j.
Alternativno se za tempiranje postupka mogu davati i rekombinantni LH (Luveris®, 75 i,.) i
agonist GnRH (triptorelin, Decapeptyl® 0,1). Agonist se za tempiranje postupka ordinira

jedino ukoliko je pacijentica koristila antagoniste za supresiju endogenog skoka LH, a moze
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se ordinirati kako bi se smanjila moguénost hiperstimulacijskog sindroma nakon punkcije

folikula.

1.2.3.4 Lijekovi za podrsku zutom tijelu

Klasi¢ni dugi protokol stimulacije jajnika za postupak izvantjelesne oplodnje koristi duze
davanje agonista GnRH i potom uz agonist i gonadotropine u razli¢itim dozama. Dugo
davanje agonista moze izazvati neadekvatni hormonski odgovor zutog tijela nakon postupka
aspiracije te je stoga neophodna primjena lijekova koji ¢e nadomjestiti mogucu insuficijentnu
ulogu Zutog tijela kod pacijentice stimulirane dugim protokolom. Razlog za nedostatnu
funkciju zutog tijela moze se naci u ¢injenici da razvoj vise folikula u jajniku do kojeg dolazi
kao posljedica stimulacije gonadotropinima izaziva nefizioloSke vise koncentracije spolnih
steroidnih hormona koje posljediéno mehanizmom negativne povratne sprege na razini
hipotalamicko-hipofizane osovine inhibiraju sekreciju LH iz hipofize. Primjena lijekova
nakon postupka aspiracije oocita i prijenosa zametaka naziva se "podrska zutom tijelu". Ovaj
se postupak takoder uobicajeno koristi i kod pacijentica koje su stimulirane gonadotropinima
u kratkom protokolu uz antagoniste ili nakon stimulacije jajnika klomifenom. U postupcima
pomognute oplodnje u prirodnom ciklusu potreba za "podrskom Zutom tijelu" vjerovatno nije
potrebna, no lijecnici se ipak Cesto odlucuju na davanje terapije.

Standard podrSke zutom tijelu je vaginalna primjena mikroniziranog progesterona.
Mikronizirani progesteron primjenjen oralnim putem nije adekvatno ucinkovit, a ¢esto izaziva
1 nuspojave, primjerice pospanost. Stoga, ukoliko vaginalna primjena iz bilo kojeg razloga
nije moguca tada je bolje primjeniti didrogesteron. U zemljama sjeverne Amerike viSe se
koristi progesteron u vidu intramuskularnih injekcija, no randomiziranim studijama nije
uocCena superiornost intramuskularne primjene. S "podrSkom Zutom tijelu" uobicajeno se
zapocinje nakon postupka aspiracije jajnih stanica, a nastavlja se do 11.-12. dana poslije
prijenosa zametaka kada se pacijenticu uputi na vadenje krvi radi odredivanja serumskog -
hCG. Ukoliko je nalaz B-hCG negativan, pacijentica nije trudna i treba prekinuti svu terapiju.
Ukoliko je postupkom ostvarena trudnoca primjenu progesterona treba nastaviti bar do 7.
tjedna trudnoce. Premda teorijski trofoblast preuzima ulogu stvaranja hormona u 7. tjednu
trudnoce, vecina lijecnika nastavlja s "podrskom Zutom tijelu" do 10. tjedna, pa i duZze.
Umjesto svakodnevne primjene progesterona jednako kvalitetni ucinak mozemo posti¢i
primjenom hCG u injekcijama. Primjena hCG u dozi od 1500 1. intramuskularno prvi dan i
Cetvrti dan poslije prijenosa zametaka jednako je kvalitetna "podrska Zutom tijelu" kao 1 gore

opisana primjena mikroniziranog progesterona, no primjena hCG nakon prijenosa zametaka
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povecava mogucnost razvoja hiperstimulacijskog sindroma te se najCeS¢e izbjegava u
klinickom radu.

Rezultati randomiziranih studija su pokazali da uloga primjene estrogena u "podrSci zutom
tijelu" nije znaCajna te se uglavnom ne propisuje. Moguca dobrobit primjene estrogena je
zadebljavanje endometrija u sluc¢aju neadekvatne debljine te se moze primjeniti uobicajeno
estradiol. Jednokratna primjena agonista GnRH (1 amp Decapeptyl® 0,1 s.¢.) i to 6. dan nakon
postupka izvantjelesne oplodnje ¢ini se da ima pozitivan ucinak na uspjesnost postupka i sve
cece ulazi u algoritam "podrske zutom tijelu" mada mehanizam ucinka nije sasvim jasan

(Tesarik i sur., 2006).

1.2.3.5 Ostali lijekovi koji mogu biti prepisani tijekom postupka pomognute oplodnje

Kod pacijentica sa sindromom policisti¢nih jajnika koje se stimuliraju klomifenom moze se
dodati od 1. dana ciklusa kortikosteroid. Kortikosteroidi bi mogli imati utjecaj i na
implantaciju, odnosno na supresiju mogucih neprimjerenih imunosnih zbivanja koja bi mogla
dovesti do odbacivanja zametaka preneSenih u materiSte. Stoga se kortikosteroidi mogu
prepisivati pacijenticama nakon postupka punkcije, pa sve do ultrazvuéno potvrdene
intrauterine trudnoce.

Rektalno primjenjen indometacin dva puta dnevno od davanja hCG do postupka punkcije
moze imati utjecaja na stabilnost membrane folikula i1 time moguce sprijeciti prijevremenu
ovulaciju u pacijentica koje nisu stimulirane, ve¢ pokuSavaju postupak IVF u prirodnom
ciklusu.

Prije postupka punkcije jajnika pacijentici se moze preporuciti uzimanje sedativa i analgetika.
Postoji mogucnost pozitivnog djelovanja nesteroidnog antireumatika (piroksikam) danog
prije postupka prijenosa zametaka na krajnji ishod postupka, odnosno bolju implantaciju
preneSenih zametaka. Smatra se da bi niske doze acetilsalicilne kiseline (1 mg/kg tjelesne
tezine) nakon aspiracije oocita mogle djelovati na moguénost implantacije. Randomiziranim
studijama ucinkovitost acetilsalicilata u niskim dozama nije dokazana kao ni primjena terapije
niskomolekularnim heparinom.

Pacijentice s dokazanom trombofilijjom su medutim svakako kandidati za ordiniranje
acetilsalicilne kiseline do dana prijenosa zametaka, a poslije prijenosa zametaka 1 za
svakodnevnu primjenu niskomolekularnog heparina.

Klini¢ki ishod potpomognute oplodnje (eng. Assisted Reproductive Technology, ART) ovisi o
kontroliranoj stimulaciji jajnika (eng. controled ovarian stimulation, COS), koja se provodi

gonadotropinima, najceS¢e egzogenim folikul stimulirajuéim hormonom, S$to osigurava
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sazrijevanje viSe jajnih stanica te uspjesniji postupak in vitro fertilizacije (eng. in vitro
fertilization, IVF). Uspjesnost COS je individulna (Loutradis i sur., 2008), odnosno pacijenti
razli¢ito reagiraju na dozu te se dijele na one s prikladnim odgovorom (eng. good responders),
slabim odgovorom (eng. poor responders) ili pojacanim odgovorom (eng. hyperresponders)
jajnika na COS (Kligman i Rosenwaks, 2001). Posljedica razlicitosti u odgovoru na COS
moze biti nedovoljan odgovor jajnika ili pak hiperstimulacijski sindrom jajnika (Kligman 1

Rosenwaks, 2001; Perez Mayorga i sur., 2000).
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1.5 Svrha i ciljevi rada

Pretpostavlja se da SNP 2039G>A u genu FSHR koji dovodi do zamjene asparagina za serin
na polozaju 680 u receptoru za FSH utjece na funkcionalnost tog receptora te da bi mogao biti
presudan za odgovor jajnika na hormonsku stimulaciju u postupku potpomognute oplodnje.
Stoga bi poznavanje genotipa ispitanice za taj SNP (Asn680/Ser680) moglo pridonijeti
predikciji odgovora jajnika na kontroliranu stimulaciju te bi se moguce osigurao odabir
odgovarajuce terapije kao i njezino doziranje, ¢ime bi se pridonijelo uspjesnosti postupka.
Smatra se da biokemijski parametri, kao $to su koncentracije FSH, LH, E2, prolaktina i TSH
te broj antralnih folikula imaju veliki potencijal predikcije odgovora jajnika na kontroliranu
stimulaciju, al dosadasnje su studije dale oprecne odgovore.

Cilj je ovog rada bio ustanoviti je li svrsishodno provoditi genotipizaciju SNP Asn®*/Ser®® u
svrhu §to uspjesnijeg otkrivanja ispitanica koje bi u prvom postupku potpomognute oplodnje
mogle reagirati sa slabim ili jakim odgovorom na terapiju te procijeniti koji biokemijski
paremetri imaju prediktivnu vrijednost u probiru ispitanica na lo§ odgovor na kontroliranu
stimulaciju jajnika, a na temelju ¢ega bi se mogla adekvatnije prilagoditi terapija i time

pridonijeti uspjesnosti ishoda potpomognute oplodnje.
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2.1 Ispitanice

U ispitivanje su bilo uklju¢eno 211 ispitanica koje su bile podvrgnute postupku medicinski
potpomognute oplodnje, bilo postupku in vitro fertilizacije (eng. in vitro fertilisation, IVF),
bilo postupku intracitoplazmatskog injiciranja spermija (eng. intracytoplasmatic sperm
injection, ICSI) na Klinici za ginekologiju i porodnistvo Klini¢ke bolnice “Sveti Duh” u
Zagrebu tijekom 2009., 2010. i 2011. godine.

PredloZenu studiju odobrilo je Eti¢ko povjerenstvo Klinicke bolnice “Sveti Duh” u Zagrebu i
Eticko povjerenstvo Farmaceutsko-biokemijskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu.

Kriteriji prema kojima su ispitanice obuhvacene ovom studijom odabrane su sljedeci:

- dob: od 26 do 46 godina

- prisutna oba jajnika

- iskljucene akutne upalne promjene male zdjelice

- najmanje 6 mjeseci bez hormonske terapije

Nakon upoznavanja sa znanstvenom pozadinom ove studije i potpisivanja informiranog

pristanka od svake ispitanice su uzeti sljedec¢i podaci:

- dob

- tjelesna tezina i visina na temelju kojih se izraCunava indeks tjelesne mase (eng. body mass
index, BMI) kao omjer teZine (kg) i kvadrata visine (m?)

- trajanje menstruacijskog ciklusa

- anamneza (op¢a i ginekoloska)

- krvna grupa (ukoliko je poznato)

- pusac da/ne

- druge vrste terapija (osim terapije vezane za IVF postupak)

Na temelju anamneze defnirani su uzroci neplodnosti (muski ¢imbenik, tubarni ¢imbenik,
udruzeni ¢imbenici, nepoznati uzrok) koju objasnjava prisupanje ispitanica postupku
izvantjelesne oplodnje.

Sve ispitanice su bile u prvom stimulacijskom postupku izvantjelesne oplodnje, u dobi izmedu
26 i 46 godina, a prethodno nikad nisu ostvarile trudnocu.

Svim je ispitanicama 3. dana ciklusa koji prethodi kontroliranoj stimulaciji jajnika (eng.
controlled ovary stimulation, COS) odredena bazalna koncentracija hormona FSH, LH, TSH,

estradiola i prolaktina u serumu. Za potrebe utvrdivanja genotipa za polimorfizam jedne baze

33



MATERIJAL | METODE

(eng. single nucleotide polymorphism, SNP) 2039A>G (rs6166) u genu FSHR, a koji za
posljedicu ima zamjenu asparagina na polozaju 680 u serin (p.Asn680Ser) uzet je uzorak pune
krvi koji je koriSten za izolaciju genomske DNA.

Broj, kao i veli¢ina antralnih folikula (eng. antral folicule, AF) odredeni su transvaginalnim
ultrazvukom izmedu 3. i 5. dana ciklusa koji je prethodio stimuliranom ciklusu. Antralnim
folikulima smatraju se svi folikuli promjera 2-8 mm, a koji se mogu vizualizirati
ultrazvu¢nom pretragom oba jajnika. Zbroj svih antralnih folikula (eng. antral follicle count,
AFC) predstavlja jedan od mogucih prediktora odgovora jajnika na stimulaciju
gonadotropinima.

Ispitanice su na temelju primijenjene terapije za stimulaciju jajnika podijeljene u 3 skupine.
Skupina T1 stimulirana je "dugim protokolom"”, svakodnevnim koriStenjem agonista
gonadotropin-otpustaju¢eg hormona (eng. gonadotropin-releasing hormone, GnRH) od 21.
dana ciklusa koji prethodi COS te s 225 IU rekombinantnog FSH (rFSH) od 2. dana
menstruacijskog ciklusa svakodnevno do primjene hCG.

Skupina T2 stimulirana je "dugim protokolom" svakodnevnim koriStenjem agonista GnRH od
21. dana ciklusa koji prethodi COS te s 225 U visokopro¢iséenog ljudskog menopauzalnog
gonadotropina (eng. highly purified human menopausal gonadotropin, HP-hMG) (Menopur®)
od 2. dana menstruacijskog ciklusa svakodnevno do primjene hCG.

Skupina T3 stimulirana je "kratkim protokolom" s 225 IU rFSH ili HP-hMG od 2. dana
menstruacijskog ciklusa svakodnevno do primjene hCG uz istodobno koriStenje antagonista
GnRH od 7. dana stimulacije, a radi prevencije endogenog skoka LH.

Sedmog dana stimuliranog ciklusa te na dan primjene hCG, ispitanicama su odredene

koncentracije estradiola i prolaktina u serumu.

2.2 Metode

2.2.1 Sakupljanje uzoraka

2.2.1.1 Sakupljenje uzoraka seruma

Za potrebe definiranja hormonskog statusa (odredivanja koncentracije FSH, LF, estradiola,
LH 1 prolaktina), svim je ispitanicima venepunkcijom izvadeno 5 mL pune krvi u epruvete
bez antikolagulansa. Nakon potpunog zgrusavanja serum je odvojen centrifugiranjem 10

minuta pri 3600 okr/min.
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2.2.1.2 Sakupljanje uzoraka pune Krvi
Za potrebe izolacije genomske DNA, svim je ispitanicima venepunkcijom izvadeno 5 mL
pune krvi u epruvete u kojoj se nalazio antikolagulans kalijeva EDTA. Krv je do daljnje

analize pohranjena na -70°C.

2.2.2 Odredivanje hormonskog statusa

Odredivanje koncentracija FSH, LH, estradiola, TSH i prolaktina u serumu kori$ten je uredaj
Vitros® 3600 (Ortho Clinical Diagnostic, Johnson&Johnson) uz uporabu komercijalnih paketa
za pojedini analit (Ortho Clinical Diagnostic, Johnson&Johnson).

Princip ove imunokemiluminiscencijske metode temelji se na vezanju analita od strane 2
monoklonska protutijela (eng. monoclonal antibody, mAb) koja specificno prepoznaju
razlicite epitope, od kojih je jedno obiljezeno je biotinom, a drugo peroksidazom iz hrena
(eng. horse radish peroxidase, HRP). Kompleks mAbl-analit-mAb2 se zatim preko biotina
veze na spreptavidin kojim je oblozena ¢vrsta faza, a nevezani se materijal uklanja ispiranjem.
Koli¢ina vezanog kompleksa obiljezenog HRP-om odreduje se kemiluminiscencijskom
metodom uz peroksid i luminol, pri ¢emu supstituirani acetanilid produzava emisiju
kemiluminiscencijskog zracenja, koje se mjeri oti¢kim sustavom. Intenzitet zraenja izravno
je proporcionalan koli¢ini analita u uzorku.

Referentne vrijednosti za pojedine hormone u folikularnoj fazi menstruacijskog ciklusa

navedene su u tablici 2.1.

Tablica 2.1 Referentne vrijednosti za odredivane hormone u folikularnoj fazi menstruacijskog

ciklusa
Analit Referentne vrijednosti
Folikul stimuliraju¢i hormon (FSH), folitropin 3,5-12,5I1U/L
Luteiniziraju¢i hormon (LH), lutropin 2,4-12,6 IU/L
Estradiol (E2) 80 — 790 pmol/L
Prolaktin 27 — 637 mIU/L
Tireotropni hormon (TSH), tireotropin 0,4 —4,0 mIU/L

2.2.3 Folikulometrija
Folikulometrija je transvaginalna ultrazvucna pretraga kojom se mjere svi folikuli na oba

jajnika te debljina endometrija u maternici. Ultrazvukom je potrebno vizualizirati jajnike i

35



MATERIJAL | METODE

izmjeriti promjer vodeceg folikula (mjerenje se izvodi dva puta, a srednja vrijednost mjerenja
biljezi se kao promjer vodeceg folikula). U ovoj je studiji prva folikulometrija izvedena
izmedu 21. i 23. dana ciklusa koji prethodi COS, a radi uo¢avanja mogucih funkcionalnih
cista koje negativno utjeCu na sam postupak stimulacije. Ukoliko cista nije bila
dijagnosticirana, uslo se u program stimulacije i to primjenom agonista GnRH (terapije 1 i 2)
ili primjenom gonadotropina od 2. dana ciklusa koji je predstojio (terapija 3). U sluc¢ajevima
kad je dijagnosticirana funkcionalna cista, kontrolirana stimulacija jajnika i postupak
izvantjelesne oplodnje se odgodio za jedan menstruacijski ciklus. Folikulometrija se provodila
svaki dan od 7. dana stimuliranog ciklusa sve dok vrijednost vodeéeg folikula nije dosegla 18
mm u promjeru, kada se ordinirao hCG i tempirao postupak apiracije folikula.

Za folikulometriju koristena je transvaginalna sonda frekvencije 5 MHz koja je priklju¢ena na
ultrazvuéni aparat Aloka CDSSD 1100 (Aloka, Japan), a koji je koristen i prilikom izvodenja

punkcije i aspiracije folikula.

2.2.4 Postupak aspiracije folikula

Ispitanice su 30 minuta prije postupka aspiracije folikula dobile premedikaciju, sedativ i
nesteroidni anti-reumatik kako bi se smanjila neugoda tijekom postupka. Ispitanica se nakon
praznjenja mokra¢nog mjehura postavlja u klasi¢ni ginekoloSki polozaj na ginekoloSkom
stolu. Rodnica se priprema ispiranjem s tri sterilna tampona navlazena sterilnom fizioloSkom
otopinom. Izvoda¢ zahvata ima sterilno kirur§ko odijelo i sterilne rukavice, a dalja priprema
operacijskog polja podrazumijeva pokrivanje nogu, straznjice i suprapubi¢nog dijela tijela
sterilnim kompresama. Izvodac zahvata postavlja ultrazvucni gel na vrh ultrazvu¢ne vaginalne
sonde 1 navla¢i na vaginalnu ultrazvucnu sondu cisti prezervativ preko kojeg se postavlja
adapter (vodilica) za vaginalnu sondu. Vodilica punkcijske igle omoguéava pravilno
pozicioniranje uboda igle kroz rodnicu i omogucava sigurnost pravilnog slijeda punkcijske
igle prilikom izvodenja zahvata. Iznimna se pozornost pridaje sterilnosti. Igla za punkciju
(Kitazato, Japan) se postavlja u lumen adaptera i pristupa se zahvatu. Ultrazvucni aparat
(Aloka, Japan) koji sluzi za kontrolu postupka punkcije mora imati moguénost kontrole
punkcije na ekranu, tj. niz tockica kojim se obiljezava teorijsko mjesto prvog uboda i kasnijeg
tijeka prolaska punkcijske igle. Punkcija se naj¢eS¢e obavlja kroz straznji forniks, no vaznija
je dobra vizualizacija jajnika s folikulima koji se Zele aspirirati. Po vizualizaciji jajnika s
folikulima ¢vrsto se sondom pritisne svod rodnice tako da se zid rodnice rastegne kako bi
punkcijska igla proSla brze i lakSe kroz rodnicu. Ukoliko su postignuti uvjeti da pod

ultrazvu¢nom kontrolom imamo folikul koji zelimo punktirati i da nam se taj folikul pokazuje
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u sredistu slijeda tockica na ekranu ultrazvuénog aparata, a $to znaci da bi nam se igla za
punkciju trebala prikazati u centru tog folikula kad probijemo rodnicu, pristupamo punkciji.
Nakon $to smo solidno pritisnuli rodnicu punkcijsku iglu treba potisnuti u zeljeni folikul,
odmjerenom snagom uz neprekidnu pozornost s obzirom na to da je prilikom zahvata lako
oti¢i predaleko 1 povrijediti crijeva ili krvne Zile koje se nalaze uz jajnik.

Aspiracija folikula se obavlja pomocu aspiracijske pumpe kojom manipulira izvoda¢ punkcije
putem nozne pedale, a medicinska sestra mijenja epruvete u koje se aspiriraju folikuli.
Aspiracijska pumpa (Cook) ima moguénost odredivanja podpritiska, a koristen je podpritisak
od 220 kPa. Kontrola aspiracije je vizualna, na ultrazvuénom ekranu Se prati smanjenje
punktiranog folikula, a istovremeno u epruvetu se aspirira njegov sadrzaj. Po aspiraciji
folikula uputno je vrhom igle njezno pro¢i (,,pogrebati®) uzduz zidova aspiriranog folikula uz
stalni aspiracijski pritisak kako bi se $to sigurnije aspirirale i stanice granuloze s mogu¢om
jajnom stanicom. Po aspiraciji folikula dobiveni materijal se odmah predaje u laboratorij za
izvantjelesnu oplodnju. Potrebno je aspirirati sve folikule, a idealno ih je aspirirati jednim
prolaskom kroz zid rodnice, $to je moguce jedino kad su folikuli idealno poredani. Nakon §to
su svi folikuli u jednom jajniku aspirirani prelazi se na punkciju i aspiraciju drugog jajnika.
Po zavrSetku aspiracije ultrazvukom se pregleda mala zdjelica i kontrolira moguce krvarenje.
Nakon zahvata rodnicu se ispere jodnom otopinom kako bi se smanjio rizik za infekciju i
postpunkcijsko krvarenje.

Po obavljenom postupku ispitanice se otpustaju iz bolnice, no u sluéaju kada je postupak
punkcije trajao duze od 10-15 minuta ili je bila primijenjena opca anestezija, ispitanice ostaju
pod nadzorom do 2 sata nakon zavrSetka zahvata. Ispitanice su upucene u broj dobivenih
oocita te im je preporucena uobicajena terapija za potporu Zutog tijela u obliku vaginalnih

kapsula mikroniziranog progesterona u dozi 3 x 200 mg/dan.

2.2.5 Odredivanje broja oocita i uspjesnosti oplodnje

Iz folikularnog aspirata izolirane su oocite, a viSak granuloza stanica odstranjen je
mehani¢kim putem. Prema broju dobivenih oocita ispitanice su podijeljene u tri skupine:
Skupina O1 — ispitanice kod kojih je dobiveno do 3 oocite (eng. low-responders)

Skupina O2 — ispitanice kod kojih je dobiveno 4 — 9 oocita (eng. normal responders)

Skupina O3 — ispitanice kod kojih je dobiveno viSe od 10 oocita (eng. hyper-responders)

Na temelju morfologije granuloza stanica i zrelosti oocite, oocite su opisane kao zrele, nezrele
ili atreti¢ne. Cetiri sata od punkcije i aspiracije folikula oocite su inseminirane pripremljenim

pokretnim spermijima (klasi¢cnim postupkom izvantjelesne oplodnje ili postupkom

37



MATERIJAL | METODE

intracitoplazmatskog injiciranja spermija). Dvadeset i Cetiri sata nakon inseminacije
provjerava se uspjeSnost oplodnje, a zigote su opisane prema morfologiji projezgri.
Uspjesnost oplodnje izraZzena je kao omjer broja oocita s dvije projezgre nakon inseminacije i
broja inseminiranih oocita (uz ogranic¢enje na slucajeve kada je najmanje jedna oocita bila
inseminirana). Tijekom drugog 1 tre¢eg dana od aspiracije folikula prati se i opisuje dinamika
razvoja ranih zametaka te se odlucuje o prijenosu zametaka ili kulturi blastociste.

Kod ispitanica je 3. dana nakon aspiracije u¢injen prijenos zametaka ili je 5. dana nakon
aspiracije oocita u¢injen intrauterini prijenos blastociste.

Dvanaestog dana nakon prijenosa zametaka odredena je serumska koncentracije B-hCG radi

odredivanja uspjeha samog postupka, 0dnosno ostvarene trudnoce.

2.2.6 lzolacija genomske DNA

Humana genomska DNA izolirana je iz pune krvi uporabom komercijalno dostupnog
kompleta za izolaciju DNA QlAamp® DNA Blood Mini Kit (Qiagen, GmbH, Hilden,
Njemacka), prema uputama proizvodaca. Podrobnije, krv je otopljena i promijesana, 200 puL
pune krvi pomijeSano je s 20 pL otopine proteinaze K i 200 pL pufera AL te je cjelokupna
smjesa inkubirana 10 minuta pri 56°C. Potom je u nju dodano 200 pL apsolutnog etanola i
smjesa je nanijeta na QlAamp Mini spin kolonu. Nakon centrifugiranja 1 minutu pri 60009
filtrat je baen, a pranje vezane DNA odvijalo se u dva koraka: nakon dodavanja 500 pL
pufera AW1 i centrifugiranja 60 sekundi pri 6000g filtrat je bacen te je na kolonu nanijeto 500
uL pufera AW2. Filtrat je odijeljen nakon centrifugiranja 3 minute pri 6000g te je kolona
dodatno centrifugirana (1 min pri 16000g) kako bi se u potpunosti uklonili ostaci pufera.
Potom je kolona na koju je nanijeto 200 pL destilirane vode inkubirana 5 minuta pri sobnoj
temperaturi nakon Cega je centrifugirana 1 minutu pri 6000g. Tako dobiveni eluat koji sadrzi

DNA koncentracija 20-60 ng/uL pohranjen je na -20°C do daljnje uporabe (slika 2.1).
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1. Liza uzoraka Kkrvi 2. Prilagodavanje veznih uvjeta 3. Vezanje DNA
"':':"I' 200 pL krvi 1 Nanosenje na kolonu
7 20 uL proteinaze K *+200 pL etanola
. 200 uL AL
mijeSanje ™ 1min.
56°C 6000g
10 min.
4. Ispiranje membrane 5. SuSenje membrane 6. Otapanje DNA
€3 1min. _ <54 200 pL H,0
"= 500 uL AWI 16000g ojé
Ly Lmin. " sobna temp. 5 min
“— 8000g
€™ 1min,
500 pL AW?2 6000g
............ 1 min'
= 6000g

Slika 2.1 Shematski prikaz postupka izolacije DNA primjenom komercijalnog kompleta
QlAamp® DNA Blood Mini Kit

2.2.7 Odredivanje polimorfizma jedne baze lanéanom reakcijom polimerazom u
stvarnom vremenu

Prisutnost polimorfizma jedne baze (eng. single-nucleotide polymorphism, SNP) 2039G>A u
egzonu 10 gena FSHR (db SNP cluster ID rs6166) odredena je lancanom reakcijom
polimeraze u stvarnom vremenu (eng. real-time polymerase chain reaction, real-time PCR) -
metodom alelne diskriminacije (eng. TagMan allelic discrimination assay). S obzirom na to
da se navedeni SNP nalazi u kodonu 680 gena FSHR, zamjena baze A bazom G u genu FSHR
uzrokuje u proteinu zamjenu aminokiseline asparagin sa serinom na polozaju 680 (p.Asn
680Ser).
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Pojedina reakcijska smjesa za lancanu reakciju polimerazom u stvarnom vremenu, konacnog
volumena 20 pL, sadrzavala je ishodnice konacne koncentracije 900 nM, probe konacne
koncentracije 200 nM, 1 x TagMan® Universal PCR Master Mix No AmpErase® UNG
(Applied Biosystems, Foster City, CA, SAD) te 5 uL izolata DNA. Primijenjene su ishodnice
slijeda: 5-AAGGAATGGCCACTGCTCTTC-3' (forward) [ 5'-
GGGCTAAATGACTTAGAGGGACAA-3' (reverse), te nukleotidne probe (polozaj SNP je
oznacen podebljanim malim slovom): 5-AGAGTCACCAQTGGTT-3" (obiljezena
fluorescentnom bojom FAM) i 5-AGTCACCAaTGGTTC-3' (obiljezene fluorescentnom
bojom VIC).

Koristenjem uredaja ABI Prism 7300 sequence detection system (Applied Biosystems)
lancana reakcija polimerazom za potrebe apsolutne kvantifikacije i alelne diskriminacije
provedena je uz sljedece reakcijske uvjete: pocetna denaturacija tijekom 10 minuta pri 95° C
pracena je s 40 ciklusa denaturacije tijekom 15 sekundi pri 95° C i spajanja ishodnica i sondi

te elongacije tijekom 1 minute pri 60° C.

2.2.8 Statisticka analiza

Statisticka analiza provedena je primjenom odgovarajucih statistickih testova: kako bi se
utvrdilo jesu li podaci distribuirani po normalnoj razdiobi koristen je Kolmogorov-Smirnov
test. Za analizu rezultata distribuiranih po normalnoj razdiobi upotrebljena je analiza varijance
(ANOVA) 1 Tucky post-hoc test. Kod parametara s logaritamskom normalnom razdiobom
prije analize podaci su logaritamski transformirani, dok su podaci koji nisu distribuirani po
normalnoj razdiobi analizirani primjenom neparametrijskog Kruskall-Wallis testa za analizu
razlike izmedu veceg broja skupina. Za usporedbu rezultata izmedu dvije skupine primjenjen
Mann-Whitney test.

Kako bi se eliminirao utjecaj "confounder™ varijabli (utjecajne varijable) na koncentracije
ispitivanih analita, upotrebljena je analiza kovarijance (ANCOVA). Kao zavisna varijabla
koristen je marker ¢ija se razlika u koncentracijama izmedu grupa testira, a kao "confounder”
varijable koristne su bazalne vrijednosti istih parametara. Za procjenu utjecaja dva faktora na
koncentraciju ispitivanih parametara kao i njihova interakcija koristena je dvofaktorska
ANOVA analiza.

Za procjenu razlike izmedu Kkategori¢kih varijabli koristen je chi kvadrat (y°) test

homogenosti.
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Korelacija izmedu dva markera provjeravana je pomoc¢u linearne regresijske analize, a
istovremeni utjecaj dvije ili vise varijabli na varijaciju u koncentraciji zavisne varijable,
testiran je upotrebom multiple linearne regresije po forward principu selekcije.

Za procjenu prediktivne vrijednosti ispitivanih parametara koristena je univarijantna i
multivarijantna logisti¢ka regresija.

Dijagnosticka to¢nost ispitivanih parametara provjeravana je pomocu ROC analize.
Vrijednosti na osnovi kojih je dobiven optimalan broj lazno pozitivnih i pravih pozitivnih
rezultata oznaCene su kao optimalne grani¢ne (“cut-off") vrijednosti. Za modele dobivene
pomocu logisticke regresijske analize po forward principu selekcije konstruirana je ROC
krivulja, a AUC je izra¢unata pomoc¢u "C" analize.

Sve vrijednosti u tablicama prikazane su kao aritmeti¢ka sredina (X) + standardna devijacija
(SD) za normalno distribuirane parametre i kao geometrijska srednja vrednost i 95%CI za
geometrijsku sredinu za log-normalno distribuirane parametre. Parametri ¢ija razdioba nije
normalna predstavljeni su kao medijan i interkvartilno odstupanje. Statisti¢ki znacajni
rezultati smatrani su oni ¢ija je p < 0,05 (dvostrani test). Svi izracuni obavljeni su pomoc¢u
Med Calc (verzija 9.3.8.0) i SPSS (verzija 17) programa.
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3.1 Ulestalost genotipova za SNP Asn®/Ser®® u ispitivanoj populaciji

Sa svrhom rasvjetljavanja utjecaja SNP Asn®®%/Ser®®® u receptoru za folikul stimulirajuéi
hormon na odgovor jajnika na kontroliranu stimulaciju u ovom je radu kao prvi korak ispitana
ucestalost genotipova za SNP Asn®®%/Ser®®® u ispitivanoj skupini od 211 ispitanica koje su
usle u postupak potpomognute oplodnje. Uoceno je da raspodjela genotipova nije jednaka:
najzastupljeniji je bio NS genotip; 109 od ukupno 211 ispitanica su bile heterozigoti
(51,66%), dok su genotipovi NN i SS bili zastupljeni u priblizno istim postocima (p < 0,001);
53 ispitanice su bile homozigoti — divlji tip (NN) (25,12%), a 49 ispitanica su bile homozigoti
(SS) (23,22%) (slika 3.1). Zastupnjenost alela N iznosila je 76,8%, a alela S 74,9%.

60,0
51,6
50,0 1
40,0 +
% 300 +
25,1 23,2
20,0
10,0
0,0 t t
NN NS SS
Genotip

Slika 3.1 Uestalost genotipova za SNP Asn®®/Ser®® u genu FSHR.

3.2 Vrijednosti demografskih i biokemijskih parametara u ispitivanoj
populaciji

U ovom su radu ispitanicama koje ulaze u postupak potpomognute oplodnje 3. dan ciklusa
koji prethodi kontroliranoj stimulaciji jajnika odredene bazalne koncentracije FSH, LH,
estradiola (E2), TSH, prolaktina te je ultrazvu¢no odreden broj antralnih folikula. Na temelju
anamnestickih podataka odredena je starosna dob ispitanica kao i indeks tjelesne mase (eng.
body mass index, BMI), izralunat kao omijer tjelesne mase (kg) i kvadrata visine (m?).
Sedmog dana ciklusa u kojem su ispitanice potvrgnute kontroliranoj stimulaciji jajnika te na
dan aplikacije hCG odredene su koncentracije E2 i prolaktina. Po izolaciji je odreden broj

dobivenih oocita. Za svaki je parametar, ovisno o tome je li razdioba unutar skupine bila
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normalna, izracunata srednja vrijednost i standardna devijacija ili geometrijska sredina i 95%-
tni interval pouzdanosti, odnosno medijan i 25 i 75 percentil (kad raspodjela nije bila
normalna) (tablica 3.1).

Tablica 3.1. Demografski i biokemijskih parametri te broj antralnih folikula i oocita u

ispitivanoj populaciji

Godine 34,04 +4,20
BMI 22,70 +3,22
Broj antralnih folikula 19,47 + 6,63
Broj oocita 6,64 + 4,75
Bazalni 7. dan hCG
FSH (1U/L) 7.11+1,78
LH (IU/L) 6,67 £ 2,32
bFSH/bLH 1,21 +0,62
TSH (mIU/L) 2,3+0,76
E2 (pmol/L) 160,48 +46,08 175143° 3436,05°
(1525,29 - 2011,10) (3037,39 - 3887,03)
Prolaktin (mIU/L) 3300/ 343,0° 557,22 + 197,44
(255,00 - 401,00) (275,75 - 440,00)

Za kontinuirane varijable koje su normalno distribuirane prikazane su srednje vrednosti + SD.
" Za E2 7. dan, prolaktin 7. dan i E2-hCG prikazane su geometrijske sredine i 95% ClI.

/ Bazalni prolaktin prikazan je kao medijan, 25 i 75 percentil

3.2.1 Vrijednosti demografskih i biokemijskih parametara u ispitivanoj populaciji u
odnosu na genotip za SNP Asn®%/Ser®®

Rezultati analize kojoj je cilj bio utvrditi postoji li povezanost genotipa za SNP Asn®®%/Ser®® i
vrijednosti pra¢enih parametara (tablica 3.2) pokazali su da osim u dobi ispitanica (p = 0,033)
ne postoji statisticki znacajna razlika izmedu skupina s razli¢itim genotipom i izmjerenih
biokemijskih parametara, kao ni broja antralnih stanica niti broja dobivenih oocita.

Utvrdeno je da je srednja vrijednost dobi ispitanica s genotipom NS statisticki znacajno veca

od srednje vrijednosti dobi ispitanica s genotipom NN, kao i genotipom SS.
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Tablica 3.2 Ispitivani parametri u odnosu na genotip za SNP Asn®®%/Ser

680

Genotip NN Genotip NS Genotip SS 0
n=>53 n =109 n=49
Dob (godine) 33,28 £4,3 34,77 £ 417" 33,24 +3,83" 0,033
BMI 22,64 + 2,82 22,37 +2,78 23,48 + 4,29 0,136
Bazalni FSH (IU/L) 7.13+1,96 7,19+1,73 6,90 + 1.96 0,672
Bazalni LH (1U/L) 6,33 + 2,23 6,63 + 2,26 7,13 +2,43 0,216
bFSH/bLH 1,34 +0,95 1,20 + 0,45 1,08 + 0,46 0,116
Bazalni E2 (pmol/L) 161,48 +44,42 160,35 +48,69 161,84 +42,62 0,979
. - , 43, ;
Bazalni prolaktin® (mIU/L) 330,0 3430 365,0 0,622
(255,00 - 401,00) (275,75 - 440,00) (284,75 - 471,47)
Bazalni TSH (mIU/L) 2,37+ 0,69 2,32 +0.83 2,33+0,67 0,931
167 1651,44 2063,7
E2 7. dan’ (pmol/L) 678,665 651440 063,78 0,430
(1282,88 - 2196,55)  (1349,97 - 2020,24)  (1543,99 - 2758,56)
Prolaktin 7. dan’ (mIU/L) 455,33 451,48 410,64 0,900
(400,02 - 518,29) (415,28 - 487,69) (360,80 - 467,36)
3212,93 3330,72 3824,04
E2-hCG’ (pmol/L) 0,734
(2531,73-4077,43)  (2796,21-3967,40)  (2892,40-5055,78)
Prolaktin-hCG (mIU/L) 573,73 + 215,11 550,66 +183,29 553,94 + 210,79 0,779
Broj antralnih folikula 18,72 +5,99 19,38 +6,17 20,49 +8,18 0,396
Broj oocita 6,43 £3,98 7,55 46,75 6,64 £ 4,75 0,306

Za kontinuirane varijable koje su normalno distribuirane prikazane su srednje vrednosti += SD, a usporedba je

obavljena ANOVA testom.

/' 7a E2 7. dan, prolaktin 7. dan i E2-hCG prikazane su geometrijske sredine i 95% CI. Prije statisticke analize

varijable su logaritamski transformirane.
* Varijable nemaju normalnu raspodijelu i predstavljene su kao medijan, 25 i 75 percentil, a za usporedbu je

koristen Kruskall Wallis test.

a — razlika u odnosu na genotip NN, b — razlika u odnosu na genotip NS, dokazana primjenom post hoc Tucky

testa

p<0,05; "p <0,01; “"p<0,001
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Kako bi se ispitalo razlikuju li se koncentracije E2 i prolaktina izmjerene 7. dana izmedu
ispitanica s razligitim genotipovima za SNP Asn®®%/Ser®® ukoliko se uzmu u obzir njihove
bazalne vrijednosti primjenjena je analiza ANCOVA. Koncentracije E2 i prolaktina izmjerene
7. dana Kkorigirane su bazalnim vrijednostima. Ni nakon korekcije nije utvrdena stastisticki
znacajna razlika u koncentracijama E2 i prolaktina 7. dana izmedu ispitivanih skupina. Isti je
postupak primijenjen i za vrijednosti koncentracija E2 i prolaktina izmjerene na dan primjene

hCG, koje su korigirane vrijednostima koncentracija izmjerenim 7. dana (tablica 3.3).

Tablica 3.3 Korigirane vrijednosti koncentracija E2 i prolaktina, izmjerene 7. dan i na dan

primjene hCG u odnosu na genotip

Genotip NN Genotip NS Genotip SS
n=>53 n=109 n=49 P
E2, 7. dan’ (pmol/L) 2623,95 + 508,36 2776,20 +357,81  3587,51 + 528,68 0,353
Prolaktin 7. dan,’ (mIU/L) 514,71+ 31,73 456,78 + 22,12 450,32 + 32,99 0,262
E2-hCG" (pmol/L) 4816,24 + 295,57 5061,34 +203,06  5191,05 + 302,45 0,661
Prolaktin hCG* (mIU/L) 546,46 + 24,71 557,27 + 167,00 560,20 + 25,33 0,915

Prikazane su srednje vrijednosti = SE, a usporedba je obavljena ANCOVA testom.
! korekcija bazalnim vrijednostima
* korekcija vrijednostima izmjerenim 7. dana

3.2.2 Vrijednosti demografskih i biokemijskih parametara u ispitivanoj populaciji u
odnosu na primijenjenu terapiju

Za kontroliranu stimulaciju jajnika primijenjen je jedan od 3 protokola. Prema tom Kriteriju
ispitanice su podijeljene u 3 skupine (poglavlje 2.1): skupina T1 (n = 109), skupina T2 (n =
64) i skupina T3 (n = 38). Kako bi se ispitalo postoje li razlike u vrijednostima demografskih,
biokemijskih parametara, kao i broja antralnih folikula i dobivenog broja oocita u skupinama
ispitanica koje su primale razli¢itu hormonsku terapiju za COS, primijenjeni su odgovarajuci
statistiCki testovi te je utvrdeno da je srednja vrijednost koncentracije bazalnog LH u skupini
T3 statisticki znacajno veca od srednje vrijednosti koncentracije bazalnog LH u skupini T1 (p
= 0,003) kao i u skupini T2 (p = 0,028). Sli¢ni su rezultati dobiveni i za koncentracije

bazalnog FSH, ali su razlike na granici statisticke znacajnosti (p = 0,057) (tablica 3.4).
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Tablica 3.4 Ispitivani parametri u odnosu na terapiju za COS

Skupina T1 Skupina T2 Skupina T3 0
n=109 n=64 n=238

Dob (godine) 33,64 + 4,00 34,03 + 4,00 35,24 + 4,87 0,130
BMI 22,80 + 3,37 22,21 +2,46 23,28 + 3,82 0,244
Bazalni FSH (1U/L) 6,8106 + 1,7293 7,4075 + 1,5496 7,377 £2,19 0,057
Bazalni LH (IU/L) 6,37 + 2,52 6,56 + 1,75 7,75+2,28%°" 0,005
bFSH/bLH 1,28 +0,78 1,18+ 0,29 1,04 +0,46 0,110
Bazalni E2 (pmol/L) 162,32 + 50,07 161,29 + 41,31 155,22 + 42,66 0,713

. - , , 16,
Bazalni prolaktin® (mIU/L) 369,00 330,80 316,50 0,221

(258,50 - 442,74) (287,75 - 445,00) (214,00 - 386,00)

Bazalni TSH (mIU/L) 2,34+ 0,82 2,24+ 0,68 2,50+ 0,70 0,249

» 191 1571 1622
E2 7. dan’ (pmol/L) 916,39 o719 622,86 0,414

(1544,14 - 2378,36) (1283,49 - 1925,32)  (1165,18 - 2260,30)
. 413,27 432,65 422,88
Prolaktin 7. dan’ (mIU/L) 0,834
(373,76 - 456,96) (392,27 - 477,20) (361,82 - 494,25)

1 17,94 2944

E2-hCG’ (pmol/L) 3866,5 3017.8 944,33 0,124
(3202,19 - 4668,66)  (2499,50 - 3643,90)  (2184,72 - 3968,05)

Prolaktin-hCG (mIU/L) 551,35+ 180,48 558,54 + 217,26 572,30 + 210,26 0,852
Broj antralnih folikula 20,01 + 6,84 18,55+ 5,37 19,32 + 7,87 0,374
Broj oocita 6,98 + 4,95 6,03 + 3,58 6,71+ 5,79 0,441

Za kontinuirane varijable koje su normalno distribuirane prikazane su srednje vrednosti + SD, a usporedba je
obavljena ANOVA testom.

/ Za E2 7. dan, prolaktin 7. dan i E2-hCG prikazane su geometrijske sredine i 95% CI. Prije statisti¢ke analize
varijable su logaritamski transformirane.

* Varijable nemaju normalnu raspodijelu i predstavljene su kao medijan, 25 i 75 percentil, a za usporedbu je
koristen Kruskall Wallis test.

a —razlika u odnosu na terapiju 1, b — razlika u odnosu na terapiju 2, dokazana primjenom post hoc Tucky testa
p<0,05; "p <0,01; “p<0,001

| u ovoj su analizi koncentracije E2 i prolaktina izmjerene 7. dana korigirane bazalnim
vrijednostima, odnosno one izmjerene na dan primjene hCG korigirane su vrijednostima

koncentracijama izmjerenim 7. dana COS (tablica 3.5). Osim razlika u geometrijskim
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sredinama koncentracija E2 7. dana ciklusa sa COS koje su na granici statisticke znacajnosti
(p = 0,062), za ostale parametre nisu utvrdene statisticki znacajne razlike izmedu skupina koje
su primale razlicitu terapiju. Geometrijske sredine koncentracije E2 7. dana ciklusa sa COS

najvise su u skupini T1, nesto nize u skupini T3, a najnize u skupini T2.

Tablica 3.5 Korigirane vrijednosti koncentracija E2 i prolaktina, izmjerene 7. dan i na dan
primjene hCG u odnosu na terapiju

Skupina T1 Skupina T2 Skupina T3 0
n =109 n =064 n=38
E2 7. dan’ (pmol/L) 3493,63 + 350,71 2186,66 + 457,57 2543,43 £ 602,37 0,062
Prolaktin 7. dan, f(mIU/L) 462,23 £22,18 462,05 £ 28,70 504,47 £ 37,72 0,598
E2-hCG* (pmol/L) 5196,02 + 203,61 4831,1 + 262,49 48758 +350,69 0,495
Prolaktin-hCG* (mIU/L) 547,26 £ 17,00 559,35+ 21,91 571,68 + 28,66 0,747

Prikazane su srednje vrijednosti + SE, a usporedba je obavljena ANCOVA testom
! korekcija bazalnim vrijednostima
* korekcija vrijednostima izmjerenim 7. dana

Koristenjem y? testa usporedena je ucestalost genotipova za SNP Asn®/Ser®® y skupinama
ispitanica s razliCitom terapijom za COS te je utvrdena statisticki znaajna razlika u
ucestalosti genotipa NN izmedu skupina (p = 0,043), dok je razlika ucestalosti genotipa NS na
granici statisti¢ke znacajnosti (p = 0,052) (tablica 3.6). Ispitanica s genotipom NN najmanje je
bilo u skupini T3, a najviSe u skupini T2. Ispitanica s genotipom NS najmanje je bilo u
skupini T2, dok ih je podjednako bilo u skupinama T1 i T3. Ispitanica s genotipom SS bilo je
podjednako u sve tri skupine.

48



REZULTATI

Tablica 3.6 Ucestalost genotipova za SNP Asn®®%/Ser®® u skupinama ispitanica s razli¢itom

terapijom za COS

Skupina T1 Skupina T2 Skupina T3

n=109 n=64 n=38 P
Genotip NN, % 22,0 35,9 15,8 0,043
Genotip NS, % 57,8 39,1 55,3 0,052
Genotip SS, % 20,2 25,0 28,9 0,502

Za usporedbu je koristen y? test.

3.2.3 Vrijednosti demografskih i biokemijskih parametara u ispitivanoj populaciji u
odnosu dob

Ispitanice su na temelju dobi podijenjene u 3 skupine: skupina D1 obuhvatila je ispitanice
mlade od 32 godine (n = 63), skupina D2 ispitanice stare 32 — 36 godina (n = 86) i skupina D3
ispitanice starije od 36 godina (n = 62) te su vrijednosti ispitivanih parametara usporedene
izmedu dobnih skupina (tablica 3.7).

Statistickim je analizama utvrdeno da se bazalna koncentracija FSH, koncentracija prolaktina
7. dana terapije, koncentracija estradiola na dan primjene hCG te broj antralnih folikula kao i
broj dobivenih oocita znacajno razlikuju izmedu definiranih dobnih skupina.

Ustanovljeno je da je srednja vrijednost bazalne koncentracija FSH u dobnoj skupini D2 (32 —
36 god.) statisticki znacajno veca od srednje vrijednosti u dobnoj skupini D1 (< 32 god.) (p =
0,016), dok je ta razlika izmedu skupina D3 (< 36 god.) 1 D1 joS$ znacajnija (p < 0,001).

Broj antralnih folikula takoder se znacajno razlikuje izmedu dobnih skupina (p < 0,001);
najveci je kod mladih ispitanica, a najmanji kod ispitanica starijih od 36 godina. Statisticki
znacajna razlika utvrdena je izmedu dobne skupine D2 i skupine D1 (p = 0,019) kao i skupine
D3 i skupine D1 (p < 0,001), a uocena je i razlika izmedu skupine D3 u odnosu na skupinu
D2 (p =0,04).

Broj dobivenih oocita najmanji je u dobnoj skupini D3, a najveci kod ispitanica mladih od 32
godine. Statisticki znacajna razlika utvrdena je izmedu dobne skupine D3 (< 36 god.) i dobne
skupine D1 (< 32 god.) (p = 0,002).

Utvrdeno je takoder da se srednje vrijednosti koncentracija prolaktina izmjerenog 7. dana
ciklusa uz kontroliranu stimulaciju jajnika, kao i estradiola na dan primjene hCG kod

ispitanica u dobnoj skupini D3 statisti¢ki znacajno razlikuju od srednjih vrijednosti tih
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parametara dobivenih za ispitanice u dobnim skupinama D1 (p < 0,05) i D2 (p < 0,05) za oba

parametra.

Tablica 3.7 Ispitivani parametri u odnosu na dob ispitanica

Skupina D1 Skupina D2 Skupina D3
(<32 god) (32 - 36 god.) (>36 god.) P
n==63 n =286 n=62
BMI 22,69 + 3,69 22,48 + 3,05 23,04 + 2,95 0,580
Bazalni FSH (1U/L) 6,39+ 1,61 7174157 7714199  <0,001
Bazalni LH (IU/L) 6,30 + 2,61 6,61 + 2,20 7,1539 + 2,1015 0,111
bFSH/bLH 1,26 +0,92 1,20 + 0,46 1,17 0,42 0,674
Bazalni E2 (pmol /L) 150,92 + 45,14 164,60 + 46,08 165,27 + 46,38 0,131
Bazalni prolaktin® (mIU/L) 349,00 338,00 338,00 0,982
(257,75 - 440,00) (274,75 - 440,00) (255,00 - 440,00)
Bazalni TSH (mIU/L) 2,25+ 0,79 2,34+0,77 2,43+0,73 0,437
£27. dan’ (pmol/L) 3176,13 3016,19 2507,64 0.141
(2199,43 - 4152,83)  (2187,91 - 3844,46)  (1715,30 - 3299,98)
. 515,12 477,33 413,01%
Prolaktin 7. dan/ (mIU/L) 0,015
(420,71 - 609,52) (430,22 - 524,44) (366,61 - 459,37)
761 261,71 a* b
E2-hCG’ (pmol /L) 576159 5261, 4008,44 0,006
(4420,97 - 7102,21)  (4214,81 - 6308,60)  (2979,47 - 5037,42)
Prolaktin-hCG (mIU/L) 573,39 + 181,60 574,01 + 210,77 517,54 + 189,20 0,168
Broj antralnih folikula 22,17 +7,45 19,35+5,57 % 16,79 £ 6,094 <0,001
Broj oocita 8,19 + 6,14 6,54 + 4,07 521+340%" 0,002

Za kontinuirane varijable koje su normalno distribuirane prikazane su srednje vrednosti = SD, a usporedba je

obavljena ANOVA testom.

/ Za E2 7. dan, prolaktin 7. dan i E2-hCG prikazane su geometrijske sredine i 95% CL. Prije statisticke analize
varijable su logaritamski transformirane.
° Varijable nemaju normalnu raspodjelu i predstavljene su kao medijan, 25 i 75 percentil, a za usporedbu je

koristen Kruskall Wallis test.

a — razlika u odnosu na skupinu 1 (< 32 god.), b — razlika u odnosu na skupinu 2 (32 — 36 god.), dokazana

primjenom post hoc Tucky testa

p<0,05; “p <0,01; “p<0,001
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| za ovu su analizu vrijednosti koncentracije E2 i prolaktina izmjerene 7. dana Kkorigirane
bazalnim vrijednostima, odnosno one izmjerene na dan primjene hCG Kkorigirane su

vrijednostima koncentracijama izmjerenim 7. dana COS (tablica 3.8).

Tablica 3.8 Korigirane vrijednosti koncentracija E2 i prolaktina, izmjerene 7. dan i na dan

primjene hCG u odnosu na dob ispitanica

Skupina D1 Skupina D2 Skupina D3
(< 32 god.) (32 - 36 god.) (> 36 god.) P
n=063 n =86 n=:62
E27. danf(pmol /L) 3202,50 + 467,24 3005,78 + 395,48 2495,45 + 468,46 0,542
Prolaktin 7. dan, f(mIU/L) 503,53 £ 28,92 482,12 + 24,59 418,06 £ 29,13 0,095
E2-hCG* (pmol /L) 5454,06 + 264,47 514253+ 224,92  4488,16 +266,88%" 0,033
Prolaktin-hCG* (mIU/L) 555,08 £ 20,79 570,95 £ 17,62 540,43 £ 21,00 0,535

Prikazane su srednje vrijednosti = SE, a usporedba je obavljena ANCOVA testom

! korekcija bazalnim vrijednostima

* korekcija vrijednostima izmjerenim 7. dana

a — razlika u odnosu na skupinu 1 (< 32 god.), dokazana primjenom post hoc Tucky testa

0 <0,05 7p <0,01; p<0,001

Nakon korekcije statistiCki znacajna razlika izmedu skupina uocena je samo za srednje
vrijednosti koncentracije estradiola na dan primjene hCG izmedu dobne skupine D3 (> 36
god.) i skupine D1 (< 32 god.), dok razlike u koncentracijama prolaktina izmjerenog 7. dana
izmedu skupina viSe nisu bile statisticki znacajne.

Kako bi se ispitala udestalost genotipova za SNP Asn®/Ser®® u skupinama ispitanica
razli¢ite dobi, koristen je 3 test (tablica 3.9). Premda nije utvrdena statisticki znadajna razlika
po genotipovima za SNP Asn®®%/Ser®® u skupinama ispitanica podijeljenim prema dobi,
uoceno je da je razika ucestalosti genotipova NS i SS u skupini D3, u odnosu na skupinu D1
na granici statisticke znacajnosti (p = 0,053 i 0,063).

Ispitanica s genotipom NN najmanje je bilo u skupini D2, a najvise u skupini T1(D1?).
Ispitanica s genotipom NS najmanje je bilo u skupini D1, a najvise u skupini D3. Ispitanica s

genotipom SS bilo je podjednako u skupinma D1 i D2, a upola manje u skupini D3.
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680

Tablica 3.9 Ucestalost genotipova za SNP Asn®®*/Ser®® u skupinama ispitanica razlicite dobi

Skupina D1 Skupina D2 Skupina D3
(<32 god.) (32— 36 god.) (> 36 god.) P
n=63 n =86 n=062
Genotip NN, % 333 19,8 24,2 0,165
Genotip NS, % 41,3 51,2 62,9 0,053
Genotip SS, % 25,4 29,0 12,9 0,063

Za usporedbu je koristen y? test.

3.2.4 Vrijednosti demografskih i biokemijskih parametara u ispitivanoj populaciji u
odnosu na broj dobivenih oocita

Broj dobivenih oocita glavni je kriterij uspjesnosti postupka kontrolirane stimulacije jajnika,
pa je provedena analiza vrijednosti ispitivanih parametara u skupinama ispitanica koje su
definirane na temelju broja dobivenih oocita: skupina O1 0 - 3 oocite, skupina O2 4-9 oocita i
skupina O3 >10 dobivenih oocita (tablica 3.10).

Rezultati statistickih analiza pokazali su da znacajne razlike izmedu skupina postoje u dobi
ispitanica, indeksu tjelesne mase, bazalnoj koncentraciji FSH, estradiola, prolaktina i THS,
broju antralnih folikula te koncentraciji prolaktina i estradiola 7. dana kontrolirane stimulacije
jajnika, kao i na dan primjene hCG.

Srednja vrijednost dobi ispitanica statisti¢ki je znacajno niza u skupini O2 (p < 0,001) i
skupini O3 (p < 0,001) u odnosu na skupinu O1, koja ima najvisu srednju vrijednost godina
(36,27 + 4,38). Nize srednje vrijednosti bazalne koncentracije FSH utvrdene su takoder u
skupinama O2 i O3 u odnosu na skupinu O1 (02 : O1, p = 0,014; 03 : O1, p = 0,008).
Takoder, srednja vrijednost indeksa tjelesne mase u skupini O2 statisti¢ki je znacajno niza u
odnosu na srednju vrijednost BMI u skupini O1 (p = 0,018). Sli¢ni su rezultati dobiveni i za
bazalnu koncentraciju estradiola (p = 0,01) i THS (p = 0,006). Iznimno znacajna statisticka
razlika (p < 0,001) izmedu skupina O2 i O3 u odnosu na skupinu O1, kao i u skupini O3 u
odnosu na skupinu O2 utvrdena je analizom broj antralnih folikula te je uoceno da je broj
antralnih folikula najmanji u skupini O1, a najve¢i u skupini O3. Srednje vrijednosti
koncentracija estradiola i i prolaktina izmjerene 7. dana kontrolirane stimulacije jajnika kao i
one na dan primjene hCG statisticki se znacajno razlikuju izmedu skupina (p < 0,001); najnize

su u skupini O1, a najvise u skupini O3.
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Tablica 3.10 Vrijednosti ispitivanih parametara u odnosu na broj dobivenih oocita

Skupina O1 Skupina 02 Skupina O3
(0 - 3 oocite) (4 - 9 oocita) (> 10 oocita) P
n=47 n=114 n =50
Dob (godine) 36,27 + 4,38 33,77+ 4,07%" 3258+344%"  <0,001
BMI 23,87 + 4,34 22,33+258% 22,47 + 3,13 0,018
Bazalni FSH (1U/L) 7,71+2,19 7,04 + 1,59 6,65+ 167 0,011
Bazalni LH (1U/L) 7,02 42,38 6,42 + 2,09 6,9638 * 2,68 0,197
bFSH/bLH 1,33 £1,02 1,21 +0,44 1,0973 +0,45 0,190
Bazalni E2 (pmol /L) 180,23 + 46,77 151,95 + 38,56 " 162,60 + 55,67 0,002
320,00% 372,80
Bazalni prolaktin® (mIU/L) 391,60 0,048
(292,64 - 461,46) (257,50 - 398,50) (88,000 — 452,00)
Bazalni TSH (mIU/L) 2,62 + 0,69 2,22+40,73%" 2,35+ 0,84 0,009
; 723,61 1791,22* 3817,82%7 P
E2 7. dan’ (pmol/L) <0,001
(572,60 - 914,44)  (1534,53 - 2090,84) (2919,02 - 4993,37)
_ 348,56 417,914 510,582%" "
Prolaktin 7. dan’ (mIU/L) <0,001
(284,37 - 427,23) (391,131 - 446,53) (453,941 - 574,29)
; 1180,81 3587,43%" 8492,66 %" "
E2-hCG’ (pmol /L) <0,001
(955,76 - 1458,85)  (3213,44 - 4004,94) (7221,50 - 9987,57)
Prolaktin-hCG (mIU/L) 492,30 + 206,11 534,21+ 164,61 671,55+ 213,41 "™ <0,001
Broj antralnih folikula 13,79 +5,63 19,53+ 4,95 2454+ 6,74% " <0,001

Za kontinuirane varijable koje su normalno distribuirane prikazane su srednje vrednosti + SD, a usporedba je
obavljena ANOVA testom.

! Za E2 7. dan, prolaktin 7. dan i E2-hCG prikazane su geometrijske sredine i 95% CL. Prije statisticke analize
varijable su logaritamski transformirane.

° Varijable nemaju normalnu raspodjelu i predstavljene su kao medijan, 25 i 75 percentil, a za usporedbu je
koristen Kruskall Wallis test.

a — razlika u odnosu na skupinu O1 (0 — 3 oocite), b — razlika u odnosu na skupinu O2 (4 — 9 god.), dokazana
primjenom post hoc Tucky testa ili ili Mann Whitney tets za bazalni prolaktin.

p<0,05"p <0,01; p<0,001

| za ovu su analizu vrijednosti koncentracije E2 i prolaktina izmjerene 7. dana korigirane
bazalnim vrijednostima, odnosno one izmjerene na dan primjene hCG Kkorigirane su

vrijednostima koncentracijama izmjerenim 7. dana COS (tablica 3.11).
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Tablica 3.11 Kaorigirane vrijednosti koncentracija E2 i prolaktina, izmjerene 7. dan i na dan

primjene hCG u odnosu na dob ispitanica

Skupina O1 Skupina 02 Skupina O3
(0 - 3 oocite) (4 - 9 oocita) (= 10 oocita) p
n=47 n=114 n=>50
E2, 7. dan’ (pmol/L) 883,23 + 493,58 259263 + 312,29%" 5566,26 + 468,82° """ <0,001
Prolaktin 7. dan,” (mIU/L) 400,97 + 33,19 459,55 + 21,09 557,84 + 31,88 ™" 0,003
E2-hCG’ (pmol/L) 3543,23 + 269,54 4713,56 +166,62° 7213,61 +270,58° "™ <0,001

Prolaktin-hCG* (mIU/L) 502,67 + 23,02 544,12 + 14,74 639,02 £ 22,5782°"""  <0,001

Prikazane su srednje vrijednosti + SE, a usporedba je obavljena ANCOVA testom

! korekcija bazalnim vrijednostima

* korekcija vrijednostima izmjerenim 7. dana

a — razlika u odnosu na skupinu 1 (< 32 god.), dokazana primjenom post hoc Tucky testa

0 <0,05 "p <0,01; p<0,001

Nakon korekcije uocene su statisticki znacajne razlike srednjih vrijednosti koncentracija svih
parametara (p < 0,001). Srednje vrijednosti E2 izmjerene 7. dana Kkorigirane bazalnim
vrijednostima statisticki su znacajno vise kod ispitanica u skupini O3 (p < 0,001) i skupini O2
(p = 0,012) u odnosu na skupinu O1, koja ima najnizu srednju vrijednost koncentracije E2
izmjerene 7. dana. Dokazana je statisticki znacajna razlika i izmedu skupina O3 i 02 (p <
0,001). Koncentracija E2 na dan primjene hCG korigirana vrijednostima izmjerenim 7. dana
znaajno je razli¢ita izmedu svih skupina (p < 0,001). Srednja vrijednost koncentracija
prolaktina 7. dana korigiranih bazalnim vrijednostima znacajno je visa u skupini O3 u odnosu
na skupinu O1 (p = 0,002) i O2 (p = 0,032), dok je srednja vrijednost koncentracija prolaktina
izmjerena na dan primjene hCG korigiranih koncentracijama prolaktina 7. dana takoder
znacajno veca u skupini O3 u odnosu na skupine O1 (p < 0,001) i O2 (p = 0,002).

Za usporedbu ucestalosti genotipova za SNP Asn®/Ser®®

u skupinama ispitanica s razli¢itim
brojem dobivenih oocita, koristen je y” test (tablica 3.12), ali nije uo&ena statisti¢ki znacajna

razlika izmedu skupina, odnosno sva tri genotipa podjednako su zastupljena u sve 3 skupine.
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Tablica 3.12 Ugestalost genotipova za SNP Asn®®%/Ser®®® u skupinama ispitanica s razlicitim

brojem dobivenih oocita

Skupina O1 Skupina 02 Skupina O3
(0 - 3 oocite) (4 - 9 oocita) (= 10 oocita) P
n=47 n=114 n=>50
Genotip NN, % 21,3 26,3 26,0 0,788
Genotip NS, % 48,9 52,6 52,0 0,912
Genotip SS, % 29,8 21,1 22,0 0,477

Za usporedbu je koristen y? test.

Kako bi se ispitalo postoji li razlika u broju oocita izmedu ispitanica s razli¢itim genotipom za
za SNP Asn®/Ser®® ukoliko se u obzir uzme i utjecaj dobi, indeksa tjelesne mase, bazalne
koncentracije FSH, omjera bFSH/bLH i terapije u¢injena je dvofaktorska ANOVA analiza te
je ispitano postoji li interakcija dva faktora od nabrojenih na broj dobivenih oocita.

U prvom je koraku ispitan utjecaj genotipa i dobi ispitanica na broj oocita te je dokazana
interakcija ova dva faktora (p = 0,004). Utvrdeno je da ispitanice starije Zivotne dobi (< 36
god) neovisno o0 genotipu imaju najmanji broj oocita, a da ispitanice iz skupine D1 (< 32 god.)

imaju najveci broj oocita ukoliko imaju genotip SS (11,6) (tablica 3.13).
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Tablica 3.13 Utjecaj genotipa za SNP Asn®/Ser®® i dobi ispitanica na broj oocita

Genotip Dob

Skupina D1 (< 32 god.)

NN Skupina D2 (32 - 36 god.)
Skupina D3 (> 36 god.)
Skupina D1 (<32 god.)

NS Skupina D2 (32 - 36 god.)
Skupina D3 (> 36 god.)
Skupina D1 (<32 god.)

SS Skupina D2 (32 - 36 god.)
Skupina D3 (> 36 god.)

Prikazane su srednje vrijednosti + SE, a za usporedbu je koristen dvofaktorski ANOVA test.

n

8

Srednja vrijednost
6,0
7,2
54
7,7
6,9
4,9
11,6
53
6,2

680 :

Sljede¢éom je analizom ispitan utjecaj genotipa za SNP Asn®®%/Ser®®

SE

0,98
1,09
1,16
0,88
0,67
0,72
1,12
0,90
1,59

indeksa tjelesne mase

na broj dobivenih oocita. Ispitanice su prema BMI podijeljene u 2 skupine: skupina Bl

obuhvatila je ispitanice s BMI < 25 (normalna tjelesna masa), a skupina B2 one ¢iji je BMI >

25 (prekomjerna tjelesna masa). Dokazana je interakcija ova dva faktora (p = 0,030) te je

utvrdeno je da je u skupinama ispitanica koje su homozigoti, bilo s genotipom NN ili SS broj

dobivenih oocita ve¢i kod ispitanica s normalnom tjelesnom masom, dok je kod ispitanica s

genotipom NS broj oocita veéi kod onih ¢iji je BMI > 25 (tablica 3.14).

Tablica 3.14 Utjecaj genotipa za SNP Asn®%/Ser®® i BMI ispitanica na broj oocita

Genotip BMI
Skupina B1 (< 25)
NN
Skupina B2 (> 25)
Skupina B1 (< 25)
NS
Skupina B2 (> 25)
Skupina B1 (< 25)
SS

Skupina B2 (> 25)

n
43
10
95
14
40

9

Srednja vrijednost
6,4
5,2
6,3
7,1
8,4

3,4

SE
0,71
1,47
0,47
1,25
0,73

1,55
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Ispitan je takoder utjecaj genotipa za SNP Asn®®%/Ser®® i bazalne koncentracije FSH na broj

dobivenih oocita. Ispitanice su na osnovi bazalne koncentracije FSH podjeljene u 2 skupine:
skupinu F1 ¢ija je bazalna koncentracija FSH bila <10 IU/L, odnosno skupinu F2 ¢ija je
bazalna koncentracija FSH bila >10 IU/L. Dvofaktorskom ANOVA analizom nije utvrdena
interakcija izmedu bazalne koncentracije FSH i genotipa za SNP Asn®/Ser®® na broj oocita
(p = 0,310) (tablica 3.15).

Vrijednost bazalne koncentracije FSH >10 IU/L kao grani¢na vrijednost (eng. cutt off) uzeta
je na temelju literaturnih podataka (Caroppo i sur., 2006), sto je za posljedicu imalo mali

broj ispitanica u toj skupini.

Tablica 3.15 Utjecaj genotipa za SNP Asn®/Ser®® i bazalne koncentracije FSH ispitanica na

broj oocita

Genotip Bazalna konc. FSH n Srednja vrijednost SE
Skupina F1 (< 10 IU/L) 50 6,2 0,66

N Skupina F2 (> 10 IU/L) 3 6,6 2,71
Skupina F1 (< 10 IU/L) 101 6,6 0,46

NS Skupina F2 (> 10 1U/L) 8 35 1,66
Skupina F1 (< 10 IU/L) 46 7,8 0,69

> Skupina F2 (> 10 1U/L) 3 2,3 2,71

Prikazane su srednje vrijednosti = SE, a za usporedbu je koristen dvofaktorski ANOVA test.

Ispitan je utjecaj genotipa za SNP Asn®®%/Ser®®® i omjera bazalnih koncentracija FSH i LH
(bFSH/bLH) na broj dobivenih oocita. Ispitanice su na osnovi omjera bFSH/bLH podijeljene
u dvije skupine: ispitanice kojima je omjer bFSH/bLH <1 ¢inile su skupinu FL1, one ¢iji je
omjer bFSH/bLH >1 skupinu FL2. Dvofaktorskom ANOVA analizom nije utvrdena
interakcija izmedu bazalne koncentracije FSH i genotipa za SNP Asn®®%/Ser®® na broj oocita
(p = 0,714) (tablica 3.16).

Vazno je naglasiti da je broj ispitanica u skupinama F2 u kojima je omjer bFSH/bLH >1,

neovisno o genotipu, bio iznimno malen.
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Tablica 3.16 Utjecaj genotipa za SNP Asn®®%/Ser®® i omjera bazalnih koncentracija FSH

ispitanica na broj oocita

Genotip bFSH/bLH n Srednja vrijednost SE
Skupina FL1 (£ 1) 50 6,2 0,66

N Skupina FL2 (> 1) 3 6,6 2,71
Skupina FL1 (< 1) 101 6,6 0,46

NS Skupina FL2 (> 1) 8 35 1,66
Skupina FL1 (£ 1) 46 7,8 0,69

> Skupina FL2 (> 1) 3 2,3 2,71

Prikazane su srednje vrijednosti + SE, a za usporedbu je koristen dvofaktorski ANOVA test.

Kako bi se ispitalo postoji li interakcija genotipa za SNP Asn®/Ser®®

ispitanica i terapije za
kontroliranu stimulaciju jajnika koriStena je dvofaktorskom ANOVA analiza. Na temelju
primjenjene terapije ispitanice su podijeljene u tri skupine (poglavlje 2.1): skupina T1,
skupina T2, a skupina T3. Interakcija izmedu vrste terapije i genotipa za SNP Asn®®%/Ser®® na

broj dobivenih oocita nije utvrdena (p = 0,148) (tablica 3.17).

Tablica 3.17 Utjecaj genotipa za SNP Asn®%/Ser®® ispitanica i terapije na broj oocita

Genotip Terapija n Srednja vrijednost SE
Skupina T1 24 59 0,96

NN Skupina T2 23 6,9 0,98
Skupina T3 6 4,6 1,92

Skupina T1 63 6,8 0,59

NS Skupina T2 25 5,6 0,94
Skupina T3 21 59 1,03

Skupina T1 22 8,3 1,00

SS Skupina T2 16 5,2 1,18
Skupina T3 11 9,2 1,42

Prikazane su srednje vrijednosti + SE, a za usporedbu je koriSten dvofaktorski ANOVA test.

Kako bi se ispitala interakcija izmedu primijenjene terapije i pojedinog ¢imbenika na broj

dobivenih oocita, kao i u prethodnim analizama koristen je dvofaktorski ANOVA test.
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Utvrdeno je da se, neovisno o dobi ispitanica, broj oocita nije statisti¢ki znac¢ajno razlikovao u

skupinama koje su primale razliitu terapiju za kontroliranu stimulaciju jajnika, odnosno nije

dokazana interakcija vrste terapije i dobi ispitanica na broj dobivenih oocita (p = 0,166).

Zapazeno je da je u najmladoj dobnoj skupini D1 broj oocita bio najveci ukoliko su bile na

terapiji 3 (tablica 3.18).

Tablica 3.18 Utjecaj terapije i dobi ispitanica na broj oocita

Dob n Srednja vrijednost
Skupina D1 (< 32 god.) 37 8,3
Terapijal | Skupina D2 (32 - 36 god.) 42 6,7
Skupina D3 (> 36 god.) 30 5,6
Skupina D1 (< 32 god.) 17 6,2
Terapija2 | Skupina D2 (32 - 36 god.) 32 6,1
Skupina D3 (> 36 god.) 16 55
Skupina D1 (< 32god.) 9 11,2
Terapija3 | Skupina D2 (32 - 36 god.) 13 6,6
Skupina D3 (> 36 god.) 16 4,1

Prikazane su srednje vrijednosti = SE, a za usporedbu je koristen dvofaktorski ANOVA test.

Analizom interakcije vrste terapije i indeksa tjelesne mase ispitanica na broj dobivenih oocita

utvrdeno je da se broj oocita nije statisticki znacajno razlikovao (p = 0,914) izmedu skupina

ispitanica koje su primale razli¢itu terapiju za COS (tablica 3.19).

SE
0,75
0,70
0,83
1,11
0,81
1,14
1,53
1,27
1,14

59



REZULTATI

Tablica 3.19 Utjecaj terapije i indeksa tjelesne mase ispitanica na broj oocita

BMI n Srednja vrijednost SE
Skupina B1 (< 25) 89 7,1 0,50

Terapija 1
Skupina B2 (> 25) 20 6,0 1,06
Skupina B1 (< 25) 59 6,2 0,61

Terapija 2
Skupina B2 (> 25) 6 41 1,93
Skupina B1 (< 25) 31 7,0 0,85

Terapija 3
Skupina B2 (> 25) 7 52 1,79

Prikazane su srednje vrijednosti + SE, a za usporedbu je koristen dvofaktorski ANOVA test.

Utvrdeno je, takoder da ne postoji interakcija izmedu vrste terapije i bazalne koncentracije
FSH na broj dobivenih oocita (p = 0,421), odnosno neovisno o bazalnoj konecentraciji FSH,
broj dobivenih oocita se nije statisticki znacajno razlikovao izmedu skupina u kojima je
primjenjena razliCita terapija za COS (tablica 3.20). I u ovoj je analizi kao grani¢na vrijednost
koncentracije bFSH uzeta >10 IU/L (Caroppo i sur., 2006), tako da je u skupinama F2 bio
mali broj ispitanica.

Tablica 3.20 Utjecaj terapije i bazalne razine FSH ispitanica na broj oocita

Bazalna konc. FSH n Srednja vrijednost SE
Skupina F1 (< 10 IU/L) 104 71 0,46

Terapija 1
Skupina F2 (> 10 IU/L) S 3,6 2,10
Skupina F1 (< 10 IU/L) 61 6,0 0,60

Terapija 2
Skupina F2 (> 10 IU/L) 4 57 2,35
Skupina F1 (<10 IU/L) 33 73 0,81

Terapija 3
Skupina F2 (> 10 IU/L) 5 2,8 2,10

Prikazane su srednje vrijednosti + SE, a za usporedbu je koristen dvofaktorski ANOVA test.

Takoder, neovisno o vrijednosti omjera bFSH/bLH ispitanica, broj oocita se nije znacajno
razlikovao izmedu skupina ispitanica kod kojih je primjenjena razlicita terapija za COS. Nije

dokazana interakcija vrste terapije i omjera bFSH/bLH (p = 0,156) (tablica 3.21).
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Tablica 3.21 Utjecaj terapije i omjera bazalnih razina FSH i LH na broj oocita

bFSH/bLH

Skupina FL1 (< 1)
Terapija 1

Skupina FL2 (> 1)

Skupina FL1 (< 1)
Terapija 2

Skupina FL2 (> 1)

Skupina FL1 (< 1)
Terapija 3

Skupina FL2 (> 1)

Prikazane su srednje vrijednosti + SE, a za usporedbu je koristen dvofaktorski ANOVA test.

3.3 Korelacija vrijednosti odredivanih parametara s brojem oocita

Kako bi se ispitalo postoji li korelacija odredivanih parametara i broja dobivenih oocita

ucinjena je linearna regresijska analiza (tablica 3.22).

n
35
74
20
45
19

19

Srednja vrijednost
7,1
6,9
58
6,1
8,3

5,0

SE
0,79
0,54
1,05
0,70
1,08

1,08

Od parametara odredivanih u ciklusu koji prethodi COS u korelaciji s brojem oocita i to

obrnutoj, su dob, BMI i bazalna koncentracija FSH, dok je broj antralnih folikula u izravnoj

korelaciji. Od parametara odredivanih 7. dana ciklusa s COS samo je koncentracija E2 u

korelaciji s brojem oocita. Uz to, s porastom koncentracija prolaktina i E2 odredenih na dan

primjene hCG raste i broj oocita. Najjaca korelacija izmedu broja oocita i ispitivanih

parametara dokazana je za koncentraciju E2 odredenu na dan primjene hCG (r = 0,734) i broj

antralnih folikula (r = 0,646), uz statisti¢ku znacajnost p < 0,05.
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Tablica 3.22 Korelacija ispitivanih parametara s brojem oocita

Broj oocita

r p
Dob (godine) -0,288 <0,001
BMI -0,151 0,028
Bazalni FSH (IU/L) -0,164 0,017
Bazalni LH (IU/L) 0,029 0,678
Bazalni E2" (pmol/L) -0,075 0,275
Bazalni prolaktin (mlU/L) -0,049 0,478
Bazalni TSH (mIU/L) -0,035 0,609
E2 7. dan (pmol /L) 0,533 <0,001
Prolaktin 7. dan (mIU/L) 0,109 0,113
E2-hCG” (pmol /L) 0,734 <0,001
Prolaktin-hCG (mIU/L) 0,288 <0,001
Broj antralnih folikula 0,646 <0,001

Jagina veze izmedu varijabli testirana je Pearson korelacijskom analizom. Za svaku skupinu podataka
ispitana je raspodjela te su varijable, ukoliko je bilo potrbeno, logaritamski transformirane u normalnu

raspodjelu. ~ Vrijednosti su prije statisticke analize logaritamski transformirane.

Promatrana je i veza ispitivanih parametara s brojem oocita u skupinama ispitanica
podijeljenih na osnovi genotipa za SNP Asn®®%/Ser®®. Uginjena je takoder multipla linearna
regresija te je promatrano koji su parametri u neovisnoj vezi s brojem oocita unutar svake
skupine ispitanica s razli¢itim genotipom. U posebnoj su analizi promatrani parametri koji su
odredivani u ciklusu prije COS i parametri odredivani u ciklusu s COS. U obzir su uzete
varijable za koje je univarjantnom analizom utvrdeno da su u korelaciji s brojem oocita
(tablica 3.22).

U skupini ispitanica s genotipom NN u korelaciji s brojem dobivenih oocita su broj antralnih
folikula te koncentracija E2 7. dana COS, koncentracija E2 i prolaktina na dan primjene hCG
(tablica 3.23). Parametri odredivani u ciklusu s COS, a Koji su u zna¢ajnoj korelaciji s brojem
oocita u univarjantnoj analizi, zajedno objasnjavaju varijabilnost u broju oocita od 59,8% (R
=0,773, p < 0,001). Jedini neovisni prediktor visokog broja oocita u ovoj skupini odredivanih
parametara je koncentracija E2 odredena na dan primjene hCG ( = 7,538, p < 0,001, VIF =
2,701).
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U skupini ispitanica s genotipom NS u korelaciji s brojem dobivenih oocita su dob ispitanica,
bazalna koncentracija FSH, broj antralnih folikula, koncentracije E2 i prolaktina odredene 7.
dana COS, te koncentracije E2 i prolaktina odredene na dan primjene hCG. Parametri
odredivani u ciklusu koji prethodi COS, a koji su u vezi sa brojem oocita zajedno
objasnjavaju varijabilnost u broju oocita od 30,5% (R = 0,553, p < 0,001). Jedini neovisni
prediktor visokog broja oocita u ovoj skupini je broj antralnih folikula (p = -0,302, p < 0,001,
VIF = 1,264). Parametri odredivani u ciklusu s COS, a koji su u vezi s brojem oocita zajedno
objasnjavaju varijabilnost u broju oocita od 60,9% (R = 0,780, p < 0,001). Jedini neovisni
prediktori broja oocita u ovoj skupini su koncentracija E2 izmjerena 7. dana COS (B = -
0,000101, p < 0,001, VIF = 4,933) i koncentracija E2 odredena na dan primjene hCG (B =
0,00123, p < 0,001, VIF =4,902).

U skupini ispitanica s genotipom SS u korelaciji s brojem dobivenih oocita su dob ispitanica,
indeks tjelesne mase, broj antralnih folikula, koncentracija estradiola 7. dana COS te na dan
primjene hCG. Parametri koji su u vezi s brojem oocita prije primjene COS zajedno
objaSnjavaju varijabilnost u broju oocita od 68,9% (R = 0,830, p < 0,001). Jedini neovisni
prediktori visokog broja oocita u ovoj skupini su broj antralnih folikula ( = 0,562, p < 0,001,
VIF = 1,159) i indeks tjelesne mase ( =-0,435, p = 0,002, VIF = 1,021). Parametri koji su u
vezi s brojem oocita nakon primjene COS zajedno objasnjavaju varijabilnost u broju oocita od
73% (R = 0,854, p < 0,001). Oba su neovisni prediktori broja oocita u ovoj skupini. Za
koncentraciju E2 izmjerenu 7. dana COS je = -0,000106, p < 0,001 a za koncentraciju E2
izmjerenu na dan primjene hCG je p =0,00163, p < 0,001, a VIF =6,149.
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Tablica 3.23 Korelacija ispitivanih parametara s brojem oocita u skupinama s razli¢itim

genotipom
Genotip NN Genotip NS Genotip SS
(n=53) (n=109) (n=49)

r p r p r p
Dob (godine) -0,160 0,253 -0,300 0,002 -0,368 0,009
BMI -0,067 0,631 0,015 0,881 -0,409 0,004
Bazalni FSH (1U/L) 0,049 0,725 -0,295 0,002 -0,200 0,168
Bazalni LH (IU/L) 0,094 0,502 -0,051 0,598 -0,032 0,829
Bazalni E2” (pmol/L) 0,156 0,265 -0,185 0,055 0,040 0,787
Bazalni prolaktin (mIU/L) -0,139 0,320 -0,113 0,242 0,179 0,219
Bazalni TSH (mIU/L) -0,201 0,150 -0,019 0,842 -0,102 0,487
E2 7. dan (pmol /L) 0,595 <0,001 0,436 0,000 0,475 0,001
Prolaktin 7. dan (mIU/L) 0,007 0,962 0,249 0,009 0,107 0,463
E2-hCG” (pmol /L) 0,773 <0,001 0,66 0,000 0,770 0,000
Prolaktin-hCG (mIU/L) 0,401 0,003 0,274 0,004 0,183 0,209
Broj antralnih folikula 0,630 <0,001 0,534 <0,001 0,771 <0,001

Jadina veze izmedu varijabli testirana je Pearson korelacijskom analizom. Za svaku skupinu podataka
ispitana je raspodjela te su varijable, ukoliko je bilo potrbeno, logaritamski transformirane u normalnu

raspodjelu. *Vrijednosti su prije statisticke analize logaritamski transformirane.

3.4 Prediktivne vrijednosti ispitivanih parametara za COS

Jedan od ciljeva ovog istrazivanja bio je i1 identificirati potencijalne parametre na temelju
kojih bi bilo moguée predvidjeti odgovor jajnika na kontroliranu stimulaciju hormonskom
terapijom prije njezine primjene, odnosno na temelju parametara dobivenih tijekom ciklusa
koji prethodi COS. Uz te bazalne parametre, ispitano je jesu li i u kojoj mjeri vrijednosti
koncentracija E2 i prolaktina 7. dana stimulacije, odnosno na dan primjene hCG prediktori
broja dobivenih oocita.

U tom je smislu napravljena analiza kojom se pokusalo identificirati prediktore loseg
odgovora na kontroliranu stimulaciju jajnika.

Za potrebe ove analize ispitanice su definirane kao ,,poor responders® ukoliko je broj

dobivenih oocita bio < 3, dok su ostale definirane kao ,,normal responders®. U¢injena je
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univarijntna logisticka regresijska analiza, a rezultati su prikazani u tablici 3.24. Dobiveni
podaci upucuju na zaklju¢ak da s dobi, porastom BMI i porastom bazalnih koncentracija FSH,
E2 i TSH raste i vjerojatnost da ¢e ispitanice imati losiji odgovor na COS u odnosu na mlade
ispitanice, one s manjim BMI i niZim koncentracijma navedenih bazalnih parametara.
Takoder, koncentracija E2 7. dana COS te koncentracije E2 i prolaktina na dan primjene hCG,
kao 1 broj antralnih folikula u obrnutoj su korelaciji s odgovorom jajnika na COS. Svaka
jedinica povecanja koncentracije E2 7. dan i koncentracija E2 na dan primjene hCG u vezi su
s 1% redukcije u vjerojatnosti za pojavu loseg odgovora na stimulaciju (OR: 0,999; 95% ClI
0,998 — 0,999, p < 0,001), dok je koncentracija prolaktina na dan primjene hCG u vezi s 2%
(OR: 0,998; 95% CI 0,996 — 0,999, p <0,001), a broj antralnih folikula s 35% (OR: 0,765;
95% CI 0,700 — 0,837, p <0,001) redukcije u vjerojatnosti za pojavu loseg odgovora na

stimulaciju jajnika.

Tablica 3.24 Omjeri vjerojatnosti za lo§ odgovor na COS

Varijable OR (95% ClI) p

Dob (godine) 1,184 (1,089 - 1,288) <0,001
BMI 1,135 (1,035 - 1,246) 0,007
Bazalni FSH (1U/L) 1,285 (1,067 - 1,547) 0,008
Bazalni LH (IU/L) 1,085 (0,943 - 1,249) 0,256
bFSH/bLH 1,406 (0,349- 2,299) 0,174
Bazalni E2 (pmol/L) 1,012 (1,004 - 1,020) 0,002
Bazalni prolaktin (mIU/L) 1,002 (1,000 - 1,003) 0,069
Bazalni TSH (mIU/L) 1,831 (1,190 - 2,818) 0,006
E2 7. dan (pmol /L) 0,999 (0,998 - 0,999) <0,001
Prolaktin 7. dan (mIU/L) 0,999 (0,998 - 1,001) 0,429
E2-hCG (pmol /L) 0,999 (0,998 - 0,999) <0,001
Prolaktin-hCG (mIU/L) 0,998 (0,996 - 0,999) 0,011
Broj antralnih folikula 0,765 (0,700 - 0,837) <0,001
Genotip NN 0,761 (0,349 - 1,660) 0,492
Genotip NS 0,869 (0,454 - 1,663) 0,672
Genotip SS 1,564 (0,755 - 3,239) 0,229

Univarijntna logisticka regresijska analiza
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Kako bi se utvrdilo koji su od identificiranih prediktora loSeg odgovora jajnika na
kontroliranu stimulaciju jajnika istovremeno i neovisni prediktori, ucinjena je multipla
logisticka regresijska analiza po forward principu selekcije.

Prvi je model formiran od varijabli koje su u znacajnoj vezi s loSim odgovorom na
stimulaciju, a ¢ije su vrijednosti poznate prije primjene terapije. To su dob, indeks tjelesne
mase, bazalne koncentracije FSH, estradiola i TSH te broj antralnih folikula. Rezultati
upucuju da su neovisni prediktori loSeg odgovora na COS dob, indeks tjelesne mase, bazalne
koncentracije FSH, estradiola i broj antralnih folikula (tablica 3.25). Nagelkerke koeficijent
determinacije iznosi 0,493 (R? = 0,493) §to znadi da ove neovisne varijable zajedno

objasnjavaju pojavu loSeg odgovora jajnika na COS od 49,3% (slika 3.6).

Tablica 3.25 Omjeri vjerojatnosti za lo$ odgovor na COS

Varijable OR (95% CI) p

Dob (godine) 1,150 (1,053-1,267) 0,002
BMI 1,198 (1,065-1,347) 0,003
Bazalni FSH 1,293 (1,026-1,630) 0,030
Bazalni E2 1,017 (1,007-1,026) 0,001
Broj antralnih folikula 0,744 (0,672-0,823) <0,001

Multivarijantna logisticka regresijska analiza po forward principu selekcije

Za svaki od bazalnih prametara ispitana je dijagnosticka sposobnost u razdvajanju Zena s
losim odgovorom na stimulaciju jajnika (poor responder) i zena S dobrim/normalnim
odgovorom na stimulaciju jajnika (tablica 3.25). Samo broj antralnih folikula ima prihvatljivu
sposobnost za identifikaciju poor respondera jer je dobivena AUC > 0,7 tj AUC = 0,838.
Bazalne koncentracije FSH, E2 i TSH imaju slabu dijagnosticku to¢nost, dok BMI i bazalni
prolaktin nemaju statisti¢ki znacajnu to¢nost u razdvajanju Zena sa dobrim i losim odgovorom
na stimulaciju jajnika.

Osjetljivosti i1 specifi¢nosti za optimalne "cut off" vrijednosti ispitivanih parametara najbolje
su za broj antralnih folikula (tablica 3.24). Premda je specifi¢nost bazalne koncentracije TSH
mala (0,56) njegova osetljivost je 0,70, dok je obrnuto za bazalnu koncentraciju FSH (0,55
osjetljivost i 0,70 specificnost). Bazalna koncentracija E2 ima gotovo izjednacene vrijednosti

osjetljivosti i specifi¢nosti (oko 0,70) (tablica 3.26).
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Tablica 3.26 AUC vrijednosti parametara odredenih u ciklusu koji prethodi COS za ROC

krivulje

AUC
Dob (godine) 0,680*
BMI 0,596
Bazalni FSH 0,620*
Bazalni LH 0,573
Bazalni E2 0,680*
Bazalni prolaktin 0,588
Bazalni TSH 0,653*

Broj antralnih folikula | 0,838*

SE
0,0438
0,0491
0,0511
0,0484
0,0451
0,0463
0,0455

0,0372

95% ClI
0,613 -0,742
0,527 - 0,663
0,551 - 0,686
0,504 - 0,641
0,613 -0,742
0,519 - 0,655
0,585-0,717

0,781 -0,885

cut off | Osjetljivost % |Specificnost %

38
22,57
7,6
8,1
174
386
2,22

17

AUC — povrsina ispod ROC krivulje, SE — standardna pogreska,* p<0,05

38,3
48,94
55,32

38,3

71,4
53,19
70,21

73,33

89,09
73,33
69,7
78,18
70,30
66,67
55,76

85,11

S obzirom da dijagnosti¢ka to¢nost pojedinac¢nih parametara nije velika, ispitivana je i

sposobnost razli¢itih modela sastavljenih od viSe varijabli u razdvajanju zena s dobrim i lo$im

odgovorom na stimulaciju jajnika. Dijagnosti¢ka to¢nost modela sastavljenog od parametara

¢ije su vrijednosti poznate prije stimulacije, a koji su u nezavisnoj korelaciji s losim

odgovorom (dob, indeks tjelesne mase, bazalne koncentracije FSH, estradiola i TSH te broj

antralnih folikula) predstavljena je u tablici 3.24. Utvrdeno je da je zajednic¢ka dijagnosticka
to¢nost veca od pojedinaéne (AUC = 0,889; SE = 0,0306; 95% CI = 0,839 -0,928; p <

0,0001) (slika 3.2).
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MODEL PREDIKCIJE 1
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Slika 3.2 Model predikcije 1 loSeg odgovora na COS kojim su obuhvaéeni parametri koji se
odreduju prije primjene hormonske terapije. U¢injena je multivarijantna logisticka regresijska

analiza po forward principu selekcije.

Promatran je neovisan utjecaj koncentracije E2 i prolaktina koji su odredivani 7. dana COS.
Utvrdeno je da je koncentracija E2 7. dana nakon korekcije s koncentracijom prolaktina 7.
dana u nezavisnoj korelaciji s losim odgovorom na stimulaciju jajnika, tj. svaka jedinica
povecanja koncentracije estradiola 7. dan je u vezi s 1% redukcije u vjerojatnosti za pojavu
loseg odgovora na COS. Na isti je nafin promatran neovisan utjecaj koncentracije E2 i
prolaktina na dan primjene hCG te je utvrdeno da je poveéanje njihove koncentracije za 1

jedinicu u vezi s 1% redukcije vjerojatnosti za los COS (tablica 3.27)

Tablica 3.27 Omjeri vjerojatnosti za lo§ odgovor na COS
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Varijabla OR (95% CI) p
E2 7. dan 0,999 (0,998 — 0,999) <0,001
E2-hCG 0,999 (0,998 — 0,999) <0,001

Multivarijantna logisti¢ka regresijska analiza po forward principu selekcije
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U tablici 3.28 prikazane su vrijednosti AUC za koncentracije estradiola i prolaktina izmjerene
7. dana COS. Samo E2 7. dana ima prihvatljivu to¢nost u identifikaciji poor responder (AUC
= 0.828, slika 3.3), sa specificnoscu oko 0,70 i osjetljivoséu od 0,85 ukoliko se kao optimalna
cut off uzme koncentracija od 1455,1 1U/L.

Tablica 3.28 AUC vrijednosti parametara odredenih 7. dana stimuliranog ciklusa za ROC

krivulje

AUC SE 95% ClI cut off | % Osjetljivost | % Specifi¢nost
E2 7. dan 0,828* 0,0322 0,770 - 0,876 1455,1 85,11 69,70
Prolaktin 7. dan 0,659* | 0,0528 0,591 -0,723 348,7 61,7 83,03

AUC — povrsina ispod ROC krivulje, SE — standardna pogreska,” p<0,05

E2 7. dan
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Osijetljivost
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Slika 3.3 Model predikcije loseg odgovora na COS koncentracijom estradiola 7. dana ciklusa
u kojem je primijenjena hormonska terapija. U¢injena je multivarijantna logisticka regresijska

analiza po forward principu selekcije.

I u sluaju parametara odredivanih na dan primjene hCG, koncentracije estradiola i
prolaktina, utvrdeno je da koncentracija E2 na dan primjene hCG ima odli¢nu sposobnost za
identifikaciju poor respondera jer joj je AUC > 0,90 sa visokom osjetljivos¢u (0,91) i
specificnoscu (0,78) (tablica 3.29, slika 3.4)
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Tablica 3.29 AUC vrijednosti parametara odredenih na dan primjene hCG za ROC krivulje

AUC SE 95% ClI cut off | % Osjetljivost = % Specifi¢nost
E2 hCG 0,910* | 0,0259 & 0,864t00,945 | 2761,8 91,49 77,58
Prolaktin hCG 0,644* | 0,0498 | 0,576t0 0,709 482 59,57 69,09

AUC - povrsina ispod ROC krivulje, SE — standardna pogreska,” p<0,05

E2 - hCG
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80 |-
“(7; =
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E 60
©
)
© 40
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Slika 3.4 Model predikcije loseg odgovora na COS koncentracijom estradiola na dan primjene

hCG. Utinjena je multivarijantna logisti¢ka regresijska analiza po forward principu selekcije.

Kako bi se dobio §to bolji uvid u mogucnost predikcije loSeg odgovora na kontroliranu
stimulaciju kod Zena koje ne spadaju u "rizi¢ne" skupine (< 36 godina, BMI < 25) ucinjena je
istovrsna analiza, samo $to su u obzir uzete ispitanice uz kriterije iskljucenja koji su prethodno
identificirani kao "rizi¢ni": dob > 36 godina i indeks tjelesne mase > 25.

Jedina dva parametra za koje je ustanovljeno da se statisticki znacajno razlikuju izmedu na

opisan nacin definiranih skupina su broj antralnih folikula 1 koncentracija estradiola na dan

primjene hCG (tablica 3.30).
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Tablica 3.30 Vrijednosti ispitivanih parametara u odnosu na broj dobivenih oocita uz kriterije

iskljucenja dob > 36 godina i indeks tjelesne mase > 25

Skupina 1 Skupina 2
(0 - 3 oocite) (= 4 oocita) P
n=47 n=114
Bazalni FSH (1U/L) 7,74+ 2,018 7,04 +£1,746 0,130
Bazalni LH (1U/L) 6,73+ 2,33 6,07 +2,17 0,237
bFSH/bLH 1,19+ 0,62 1,42 £0,61 0,120
Bazalni E2 (pmol/L) 159,29 + 46,83 178,16 + 34,05 0,089
Bazalni prolaktin® 388,00 342,00
0,5435
(mIU/L) (293,750 - 438,25) (267,50 - 440,00)
Bazalni TSH (mIU/L) 2,32+£0,77 2,50 £ 0,69 0,309
978,096 1854,82
E2 7. dan’ (pmol /L) 0,009
(698,95 - 1368,72) (1602,20 - 2147,27)
] : 365,426 428,798
Prolaktin 7. dan’ (mIU/L) 0,071
(306,47 - 424,38) (399,969 - 459,705)
f 1599,869 3704,602
E2-hCG’ (pmol /L) <0,001
(1158,64 - 2209,13) (3261,18 - 4208,32)
Prolaktin-hCG (mIU/L) 565,47 + 199,82 473,80 + 151,87 0,053
Broj antralnih folikula 19,90 + 6,60 15,16 +£ 5,35 0,003
Genotip NN 31,6% 24,5% 0,463
Genotip NS 36,8% 53,1% 0,175
Genotip SS 31,6% 22,4% 0,366

Za kontinuirane varijable koje su normalno distribuirane prikazane su srednje vrednosti = SD, a usporedba je
obavljena ANOVA testom.

! 7a E2 7. dan, prolaktin 7. dan i E2-hCG prikazane su geometrijske sredine i 95% CI. Prije statisti¢ke analize
varijable su logaritamski transformirane.

* Varijable nemaju normalnu raspodijelu i predstavljene su kao medijan, 25 i 75 percentil, a za usporedbu je
koristen Kruskall Wallis test.

"0 <0,05; "p <0,01; ""p<0,001
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Ucinjena je univarijntna logisticka regresijska analiza, a rezultati su prikazani u tablici 3.31.
Dobiveni podaci upuéuju na zakljucak da je od parametara koji se odreduju u ciklusu koji
prethodi COS samo broj antralnih folikula prediktor loseg odgovora jajnika. S poveéanjem
broja antralnih folikula za jednu jedinicu postoji vjerojatnost od 34% da ¢e se smanjiti 10§
odgovor na COS.

Oba parametra, koncentracija estradiola i prolaktina koji se odreduju 7. dana te na dan

primjene hCG mogu pridonijeti predvidanju loSeg odgovora jajnika na COS.

Tablica 3.31 Omjeri vjerojatnosti za lo$ odgovor na COS

Varijable OR (95% ClI) p

Bazalni FSH (1U/L) 1,238 (0,957 - 1,603) 0,104
Bazalni LH (1U/L) 0,881 (0,715 - 1,086) 0,237
Bazalni E2 (pmol/L) 1,008 (0,999 - 1,018) 0,090
Bazalni prolaktin (mlU/L) 1,000 (0,998 - 1,002) 0,940
Bazalni TSH (mIU/L) 1,349 (0,758 - 2,400) 0,308
E2 7. dan (pmol /L) 0,999 (0,999 - 1,000) 0,016
Prolaktin 7. dan (mIU/L) 0,996 (0,993 - 1,000) 0,028
E2-hCG (pmol /L) 0,999 (0,998 - 1,000) 0,002
Prolaktin-hCG (mIU/L) 0,997 (0,994 - 1,000) 0,053
Broj antralnih folikula 0,876 (0,801 - 0,957) 0,003
Genotip NN 1,424 (0,513 - 3,955) 0,498
Genotip NS 0,515 (0,194 - 1,364) 0,182
Genotip SS 1,599 (0,574 - 4,458) 0,182

Univarijntna logisti¢ka regresijska analiza

U tablici 3.32 prikazane su dijagnosti¢ke to¢nosti za parametare koji se odreduju u ciklusu
koji prethodi COS. Jedino broj antralnih folikula posjeduje prihvatljivu to¢nost u identifikaciji
poor respondera (AUC = 0,742), dok bazalna koncentracija E2, iako ima slab dijagnosticki
potencijal, ima statisticki znacajnu vrijednost za AUC (0,645). Zato je promatrana
dijagnosticka to¢nost ukoliko se ova dva parametra odreduju zajedno te je utvrdeno da je
zajednicka dijagnosti¢ka tocnost veca od pojedinacne (AUC = 0,770; SE = 0,0553; 95% CI =
0,708 - 0,825; p = <0,0001).
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Tablica 3.32 AUC vrijednosti parametara odredenih u ciklusu koji prethodi COS za ROC

krivulje
AUC SE 95% ClI cut off % Osjetljivost % Specifi¢nost

Bazalni FSH 0,603 | 0,0753 | 0,534 -0,669 7,6 57,89 66,32
Bazalni LH 0,579 | 0,0668 | 0,509 - 0,646 6,9 73,68 47,15
Bazalni E2 0,645* | 0,0604 | 0,576-0,709 183,5 52,63 76,17
Bazalni prolaktin 0,542 | 0,0614 | 0,473-0,611 386 52,63 63,73
Bazalni TSH 0,580 | 0,0665 | 0,510-0,647 2,22 68,42 51,81
Broj antralnih folikula | 0,742* | 0,0580 | 0,678 - 0,800 17 84,21 64,77

AUC — povrsina ispod ROC krivulje, SE — standardna pogreska,” p<0,05

Promatran je neovisan utjecaj koncentracije estradiola i prolaktina koji su odredivani 7. dana
COS. Multivarijantna logisti¢ka regresijska analiza po forward selekciji pokazala je da je u
neovisnoj vezi s losim odgovorom na COS koncentracija E2 7. dana (tablica 3.33). Prikazane
su vrijednosti za dijagnosti¢ku to¢nost ova dva parametra te je utvrdeno da koncentracija E2
7. dana ima prihvatljivu sposobnost u identifikaciji poor respondera s AUC = 0,702, dok

koncentracija prolaktina 7. dana ima nesto losiju to¢nost sa AUC = 0,667 (tablica 3.34).

Tablica 3.33 Omjeri vjerojatnosti za lo$ odgovor na COS

Varijabla OR (95% CI) p
E2 7. dan 0,999 (0,999 — 1,000) 0,016
E2-hCG 0,999 (0,999 — 1,000) 0,002

Multivarijantna logisti¢ka regresijska analiza po forward principu selekcije

Tablica 3.34 Vrijednosti parametara odredenih 7. dana stimuliranog ciklusa za ROC krivulje

AUC SE 95% ClI cut off |Osjetljivost, Specifi¢nost
E2 7. dan 0,702* 0,0505 0,635 to 0,762 1455,1 78,95 61,14
Prolaktin 7. dan 0,677* 0,0638 0,610 to 0,740 348,7 63,16 77,20

AUC - povrsina ispod ROC krivulje, SE — standardna pogreska,* p<0,05

Zajednicki je u€inak ova dva parametra odredivana 7. dana ve¢i od pojedinacnog (AUC =

0,738; SE = 0,0444; 95% CI = 0,674 - 0,796; p = <0,001) (slika 3.5).
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Slika 3.5 Model predikcije loseg odgovora na COS koncentracijom estradiola i prolaktina 7.
dana ciklusa u kojem je primijenjena hormonska terapija. Ucinjena je multivarijantna

logisticka regresijska analiza po forward principu selekcije.

Na isti je nafin promatran neovisan utjecaj koncentracija estradiola i prolaktina na dan
primjene hCG. Multivarijantnom logistickom regresijskom analizom po forward selekciji
ustanovljano je da je statisticki zna¢ajan neovisan prediktor koncentracija E2 na dan primjene
hCG (tablica 3.33) te da se s 1 jedinicom povecanja ovog parametra, ne0Ovisno o0 koncentraciji
prolaktina izmjerenog na dan primjene hCG, vjerojatnost za slab odgovor jajnika smanjuje za
1%.

Tablica 3.35 AUC vrijednosti parametara odredenih na dan primjene hCG za ROC krivulje

AUC SE 95% ClI cut off % Osjetljivost % Specificnost
E2 hCG 0,777* 0,0471 0,715-0,832 3829,2 88,64 59,52
Prolaktin hCG 0,648 0,0645 0,580 - 0,713 515 65,91 55,36

AUC - povrsina ispod ROC krivulje, SE — standardna pogreska,* p<0,05

U tablici 3.35 prikazane su vrijednosti za dijagnosticku tocnost ova dva parametra i utvrdeno

je da koncentracija E2 na dan primjene hCG ima prihvatljivu sposobnost u identifikaciji poor
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respondera s AUC = 0,777, dok koncentracija prolaktina na dan primjene hCG ima nesto
losiju to¢nost s AUC = 0,648. Kombinacijom koncentracije estradiola i prolaktina
odredivanih na dan primjene hCG utvrdeno je da je zajednicki uc¢inak u identifikaciji loSeg
odgovora na COS ve¢i od pojedina¢nog (AUC = 0,788; SE = 0,0438; 95% CI = 0,727 - 0,841,
p = <0,0001) (slika 3.6).
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Slika 3.6 Model predikcije loSeg odgovora na COS koncentracijom estradiola i prolaktina 7
na dan primjene hCG. U¢injena je multivarijantna logisticka regresijska analiza po forward

principu selekcije.

3.4.1 Prediktivne vrijednosti ispitivanih parametara za COS u skupini ispitanica s
genotipom SS za SNP Asn®/Ser®°

Ova je studija zapoceta na temelju litaraturnih podataka koji su postavili tezu da Zene s
genotipom SS za SNP Asn®/Ser®® imaju veéu predispoziciju da u kontroliranoj stimulaciji
jajnika budu poor responders, no dobiveni je rezultati nisu potvrdili. Stovise, pretpostavljeno
je da bi odgovor ispitanica na COS, koje su nositeljice genotipa SS, ovisno o dobi, odnosno
da ¢e te osobe ukoliko su mlade od 32 godine, biti,,hiperresponders®. Kako bi se statisticki

provjerila postavljena teza detaljnije je analizirana skupina nositeljica genotipa SS (n = 49).
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U ovoj je skupini srednja vrijednost bazalne koncentracije FSH iznosila 6,9 + 1,69 1U/L uz
standardnu pogresku 0,24; najniza vrijednost je bila 3,68 IU/L, a najvisa 11 IU/L, uz 95%-tni
interval pouzdanosti 6,41 — 7,38, dok je medijan bio 7,2 IU/L uz varijancu 2,84 i 95% interval
pouzdanosti 6,22 — 7,50.

Analiza je zapoCeta provjerom povezanosti genotipa SS, bazalne koncentracije FSH (prema
kojoj su ispitanice podijeljene u dvije skupine: skupina BBF1 s bazalnom koncentracijom
FSH < 7,6 IU/L; i skupina BBF2 s bazalnon koncentracijom FSH > 7,6 1U/L) i dobi (skupina
BBD1 < 36 god. i skupina BBD2 > 36 god.) (tablica 3.36). Vrijednost bFSH 7,6 1U/L
izabrana je iz razloga $§to je u prethodnoj analizi utvrdeno da je to potencijalna cut off
vrijednost za predikciju loSeg odgovora na COS, pa se zeljelo ispitati moze li taj podatak

pridonijeti boljoj distinkciji ispitanica s losim odgovorom na COS u skupini s genotipom SS.

Tablica 3.36 Utjecaj bazalne koncentracije FSH i dobi ispitanica na broj oocita u skupini

ispitanica s genotipom za SNP Asn®*/Ser®® s

Bazalna konc. FSH Dob n Srednja vrijednost SE
Skupina BBD1 (< 36 god.) 27 8,7 1,32
<7,6IU/L :
Skupina BBD2 (> 36 god.) 5 6,4 3,06
Skupina BBD1 (< 36 god.) 14 6,1 1,33
> 7,6 IU/L
Skupina BBD2 (> 36 god.) 3 6,0 3,95

Prikazane su srednje vrijednosti + SE, a za usporedbu je koristen dvofaktorski ANOVA test.

Vazno je naglasiti da razdioba broja oocita unutar skupina nije normalna ni nakon
logaritamske transformacije podataka. Kako bi se dobila normalna raspodjela po skupinama,
zanemarene su ekstremno visoke vrijednosti broja oocita, odnosno definirane su kao > 15, ali
ni u ovom slucaju nije dobivena statisticki znacajna razlika po skupinama (p = 0,628) (slika

3.7).
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Slika 3.7 Ovisnost broja dobivenih oocita o bazalnoj koncentraciji FSH i dobi u skupini
isptanica s genotipom SS (razdioba broja oocita normalizirana definiranjem ekstrebno visokih

vrijednosti broj oocita kao > 15). Za analizu je koriSten dvofaktorski ANOVA test.

Kako bi se detaljnije ispitala povezanost bazalne koncentracije FSH i dobi ispitanica,
ispitanice genotipa SS su prema dobi podijeljene u 3 skupine (skupina BBD1 obuhvatila je
ispitanice mlade od 32 godine (n = 16), skupina D2 ispitanice stare 32 — 36 godina (n =25) i
skupina D3 ispitanice starije od 36 godina (n = 8)) te su usporedene srednje vrijednosti

bazalnih koncentracija FSH po skupinama, ali statisticki znacajna razlika nije utvrdena (p =
0,085) (slika 3.8).
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Slika 3.8 Ovisnost vrijednosti bazalne koncentracije FSH i dobi isptanica u skupini ispitanica

s genotipom SS. Za analizu je koristen dvofaktorski ANOVA test.

Kada je analizirana povezanost bazalne koncentracije FSH s odgovorom jajnika na
kontroliranu stimulaciju definiranog kroz broj dobivenih oocita (ispitanice su podijeljene u
skupinu poor responders — broj dobivenih oocita 0 — 3 (n = 10) i ostale — broj dobivenih
oocita > 4 (n = 39) dobivena je statistiCki znacajna razlika izmedu skupina. Bazalna
koncentracija FSH bila je statisticki znacajno viSa u skupini ispitanica sa slabim odgovorom
jajnika na kontroliranu stimulaciju (p = 0,026) (slika 3.9). Zanimljivo je $to kad je ucinjena
ista analiza, ali u cilju da se bazalna koncentracija FSH poveze sa ,hiperresponders®
(ispitanice su podijeljene u skupinu ,,hiperresponders® — broj dobivenih oocita > 12 (n=7) i
ostale — broj dobivenih oocita < 12 (n = 42) statisticki znacajna razlika nije utvrdena (p =
0,228) (slika 3.10).
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Slika 3.9 Ovisnost vrijednosti bazalne koncentracije FSH i broja dobivenih oocita u skupini

ispitanica s genotipom SS. Za analizu je koristen dvofaktorski ANOVA test.
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Slika 3.10 Ovisnost vrijednosti bazalne koncentracije FSH i broja dobivenih oocita u skupini

ispitanica s genotipom SS. Za analizu je koriSten dvofaktorski ANOVA test.
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Kao posljednji korak pokuSalo se definirati uz koju se terapiju u pojedinoj skupini ispitanica
ovisno o bazalnoj koncentraciji FSH i dobi, postize najveci broj oocita. Ispitanice su prvo
podijeljene u skupine prema bFSH kao <i > 7,6 IU/L, zatim prema dobi < 32 god., 32 — 36
god. i > 36 god, a zatim prema primljenoj terapiji (slika 3.11).

X SD Median p
T1 823 6,74 6,00
<32 god. T2 7,09 342 6,00 0,884

T3 938 7,37 7,50

T1 8,07 3,71 8,00
bFSH <76 1U/L  32-36god. T2 555 2,87 5,00 0,041
T3 6,57 3,55 5,00

T1 655 394 550
> 36 god. T2 433 137 4,50 0,563
T3 5,33 2,66 5,00

SVI
T1 883 3,19 9,00
< 32 god. T2 483 183 4,00 0,054
T3 26,00

T1 447 3,64 4,00
bFSH >761U/L  32-36god. T2 7,17 532 6,00 0,376
T3 6,83 6,05 4,00

T1 4,11 3,06 3,00
> 36 god. T2 6,20 4,05 5,00 0,249
T3 3,50 1,65 4,00

Slika 3.11 Usporedba uspjesnosti odgovora na COS
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Koristenjem Kruskal Wallice testa utvrdeno da se u skupini ispitanica ¢iji je bFSH < 7,6 1U/L
1 stare su izmedu 32 i1 36 godina najbolji uspjeh u smislu dobivanja broja jajnih stanica postize
s terapijom 2, dok se u skupini bFSH > 7,6 IU/L i koje su mlade od 32 godine najbolji uspjeh
postize s terapijom 1 (u ovom slucaju rezultate treba uzeti s oprezom jer je terapiju 3 primila

samo jedna ispitanica).
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U posljednje vrijeme individualizirani pristup pacijentu postaje temelj uspjesnosti suvremene
medicine i farmakoterapije, za §to su farmakogenetske studije nuzan preduvjet. Medicinski
pomognuta oplodnja samo je jedno od podruéja za koje je nedvojbeno pokazano da se
individualiziranim pristupom moze znacajno pridonijeti njezinoj uspje$nosti, pa su stoga
studije procjene pojedinih, bilo klini¢kih, biokemijskih ili genskih biljega kao ¢imbenika

uspjesnosti IVF sve vise predmet znanstvenih istrazivanja.

Odredivanje veli¢ine jajnika te broja i promjera antralnih folikula kao klini¢ki parametar te
odredivanje bazalne koncentracije FSH, E2 i inhibina B kao biokemijski parametar postali su
sastavni dio rutinske obrade pacijentica koje ulaze u postupak IVF (Lass, 2001). Zbog
neinvazivnosti postupka uzorkovanja kao i relativno jednostavnih postupaka analize od
posebnog je zna€aja prepoznati i validirati biokemijske parametre koji bi mogli pridonijeti §to
boljoj procjeni odgovora pacijentice na terapiju FSH u postupku COS, a time i IVF. Premda
su prepoznati kao potencijalni biljezi, literaturni podaci o vrijednosti odredivanja bazalnih
koncentracija LH, TSH i prolaktina u tu svrhu relativno su oskudni, a smjernice za obradu
pacijentice koja ulazi u postupak medicinski potpomognute oplodnje kao i za primjenu
odredenog terapijskog protokola za kontroliranu stimulaciju jajnika, utemeljenu na dokazima,

jos uvijek ne postoje 1 ovise isklju¢ivo o procjeni lijecnika.

Izostanak ocekivanog odgovora na standardni protokol i izostanak adekvatne folikulogeneze
se naziva i lo$ odgovor jajnika (eng. "poor ovarian response”, POR). Rezultat neadekvatnog
odgovora na stimulaciju je smanjenje broja stvaranja oocita, a time i smanjenje mogucnosti
ostvarivanja trudnoce, odnosno prekidanje postupka stimulacije (Venetis i sur., 2010). POR je
prvi put opisan 1983. godine i1 definiran je vrSnom koncentracijom estradiola (nizom od 300
ng/L) te manjim brojem folikula, dobivenih oocita i zametaka. Kontinuirano traju pokusaji
definiranja "loseg odgovora"”, a zadnji je prijedlog radne grupe Europskog udruzenja za
humanu reprodukciju i embriologiju (European Society of Human Reproduction and
Embryology, ESHRE) za definiciju "loseg odgovora" sljedeci: ukoliko su prisutna dva od
sljedec¢a tri faktora (a) uznapredovala starosna dob potencijalne trudnice ili bilo koji drugi
rizi¢ni faktor za POR, (b) prethodni POR, (c) neuredan test ovarijske rezerve. Stoga je logi¢no
smatrati da jedan postupak stimulacije jajnika s loSim odgovorom (uz stimulaciju
gonadotropinima te dobiveno 3 ili manje oocita) klasificira pacijenticu u skupinu POR, a da
pacijentice koje su uznapredovale starosne dobi s neurednim testom ovarijske rezerve treba

klasificirati kao "oc¢ekivani" POR (Ferraretti i sur., 2011).
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Incidencija POR nije mala; prevalencija varira od 9 do 24% , a ovisi i o definiciji POR koja
do danas, kao §to je prethodno spomenuto, nije jedinstvena u svijetu (Venetis i sur., 2010).
Brojni kriteriji su predlozeni za definiranje POR; broj antralnih folikula i broj dobivenih
oocita u standardnom protokolu najvazniji su Kriterij, no autori se razlikuju stavu o grani¢cnom
broju dobivenih oocita koji varira od 3 do 5. Vr$na koncentracija estradiola je drugi moguci
kriterij koji prema razli¢itim autorima varira od < 300 do < 500 ng/L ili ¢ak < 1000 ng/L.
PredloZeno je, takoder, da bi kriterij za definiranje POR mogao biti broj iskoriStenih ampula
(> 44) humanog menopauzalnog gonadotropina, odnosno dnevna doza > 300 1U/dan (Shaker i
sur., 1992; Toth i sur., 1996).

Bazalna koncentracija FSH takoder je od velikog interesa klini¢ara kao potencijalni prediktor
odgovora jajnika na COS, no provedene studije pokazale su oprec¢ne rezultate (Ashrafi i sur.,
2005; Caroppo i sur., 2006; Watt i sur., 2000). Jedan od mogucih razloga takvih rezultata je i
bioloSka aktivnost receptora za FSH, koja je uvjetovana proteinskom strukturom, a koja moze
biti promijenjena uslijed mutacija/polimorfizama u genu FSHR (Gromoll i Simoni, 2005).
Pokazano je, primjerice da mutacije u genu za FSH receptor mogu utjecati na reproduktivnu
sposobnost, posebice kod Zena (Sudo i sur., 2002).

Od otkrivanja ljudskog genoma ucinjen je veliki napredak 1 u otkrivanju gena povezanih s
fukcijom jajnika (Fauser, 2008). Razlicite varijante FSHR prvi su put opisane 1995. godine
(Aittomaki i sur., 2005), sto je otvorilo raspravu o tome moze li polimorfizam jedne baze
(eng. single nucleotide polymorphism) u genu FSHR utjecati na ovarijski odgovor na
egzogenu stimulaciju gonadotropinima. Jednu od prvih takvih studija proveli su Perez
Mayorga i suradnici koji su utjecaj genotipa za SNP p.N680S u genu FSHR na ovarijski
odgovor na stimulaciju FSH istrazili kod 161 neplodne Zene podvrgnute IVF postupku (Perez
Mayorga i sur., 2000). Premda dobivene razlike u broju dobivenih oocita, kao ni u serumskoj
koncentraciji estradiola na dan primjene hCG nisu utvrdene, ukupan broj potrosenih ampula
gonadotropina te bazalna koncentracija FSH bili su visi u skupini s genotipom Ser®®%/Ser®®,
Zakljugeno je da je SNP Asn®®/Ser®® u genu FSHR vaZan prognosticki faktor za uspjeh COS
ciklusa u neplodnih Zena s normalnom ovulacijom te da genotip za taj SNP pokazatelj tezine
ovarijskog hiperstimulacijskog sindroma (OHSS) (Perez Mayorga i sur., 2000). Kasnije je
proveden niz studija koje su dovele do sli¢nih zakljuc¢aka (de Castro i sur., 2004; de Castro i
sur., 2003; Falconer i sur., 2005; Loutradis i sur., 2006a; Sudo i sur., 2002). Jedna od njih,
retrospektivna studija pokazala je povezanost izmedu prisutnosti serina na polozaju 680 i

slabog odgovora jajnika na gonadotropine (de Castro i sur., 2003). Lourtradis i suradnici
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utvrdili su kako su pacijentice s optimalnim odgovorom na stimulaciju ¢e$¢e nositeljice

%80 skupini, te kako bi varijanta Ser®®’/Ser®®

680

genotipa Asn®/Ser mogla biti povezana s visom,

a varijanta Asn®/Ser®® s nizom serumskom koncentracijom FSH (Loutradis i sur., 2006b).
Jun i suradnici su takoder pokazali povezanost ovog SNP i ishoda COS, utvrdivsi da je
serumska koncentracija E2 u vrijeme primjene hCG kod ispitanica s genotipom Ser®®%/Ser®®°
niza te da je kod njih nuzna primjena vece doze gonadotropina za COH. Uz to, pokazano je
kako se u skupini pacijentica s genotipom Asn®/Asn®® dobiva vise oocita, uz visi postotak
trudnoc¢a u usporedbi s ostalim skupinama (Jun i sur., 2006). Ipak, druga je studija pokazala
suprotne rezultate s veéom stopom uspjesnih trudnoéa kod Zena s genotipom Ser®®%/Ser®® uz
slican dizajn istrazivanja (Klinkert i sur., 2006). U parcijalno retrospektivnoj
nerandomiziranoj studiji koja je obuhvatila zene s normalnom ovarijskom funkcijom pokazale
su da SNP na eksonu 10 moduliraju funkciju FSHR i ovarijski odgovor na FSH (Wunsch i
sur., 2007). Stovise i drugi su genetski faktori poput polimorfizama u genima koji kodiraju
estrogenske receptore (ER1 i ER2) (de Castro i sur., 2004) te u genima koji kodiraju anti-
milerijski hormon, odnosno receptor za AMH (AMH tip 2 receptor) uklju¢eni u moduliranje
ovarijske osjetljivosti na FSH (Hanevik i sur., 2010). Ove, dijelom opre¢ne, rezultate treba
oprezno tumaciti te ih uzeti u obzir prilikom osmisljavanja studija o utjecaju genotipova za
polimorfizme u genu FSHR na uspjesnost ostvarivanja trudnoc¢a u postupku medicinski
potpomognute oplodnje.

Studije koje su obuhvatile Zzene s patoloskom ovarijskom funkcijom nisu nasle povezanost
polimorfizama u genu FSHR i prijevremene ovarijske insuficijencije (Conway i sur., 1999;
Sundblad i sur., 2004). Nekoliko studija provedenih na Zenama razli¢itih entiteta Sa
sindromom policisti¢nih jajnika (eng. polycystic ovarian syndrome, PCOS) pokazalo je da je

u toj skupini genotip Asn®®%/Ser®® ¢

e$¢i u odnosu na kontrolnu skupinu (Conway i sur., 1999;
Sudo i sur., 2002; Tong i sur., 2001). U nerandomiziranoj studiji s normogonadotropnim
anovulatornim Zenama koje nakon stimulacije klomifen citratom nisu ovulirale niti zacele, a
lijeCene su niskim dozama FSH za indukciju ovulacije nisu nadene razlike u dozi FSH
potrebne za razvoj jednog folikula izmedu skupina Zena s razli¢itim genotipovima za SNP
Asn®®%/Ser®® u genu FSHR (Laven i sur., 2003). Cini se, dakle, kako je razlicit estradiolski
odgovor uzrokovan razli¢itim varijantama gena FSHR prisutan samo kod Zena s normalnom
ovarijskom funkcijom. Pokazano je takoder da je alel Ser680 znacajno ¢e$¢i kod Zena s
normalnim menstruacijskim ciklusom i povisenom koncentracijom FSH u usporedbi s onima
kod kojih je koncentracija FSH normalna, potvrduju¢i tako ideju o visem pragu za FSH

(Wunsch i sur., 2007).
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Uz to, pokazano je da estradiolski odgovor na terapiju FSH ovisi o0 genotipu SNP
Asn®®/Ser®™ y genu FSHR, jer je jednaka doza FSH u COH postupku rezultirala znagajno

nizim vrijednostima koncentracije estradiola kod Zena s genotipom Asn®®%/Asn®® ¥

to je bilo
moguce nadoknaditi povecanjem doze FSH (Behre i sur., 2005; Wunsch i sur., 2007). Unato¢
razlikama u razini estradiola nisu nadene razlike u broju folikula, dobivenih oocita, broju
oplodnja, broju embrija ili uspjesnosti trudnoéa S§to dovodi do zakljuc¢ka da bi prema
postojec¢im protokolima FSH mogao biti predoziran kod pojedinih Zena ¢ime se povecava
rizik razvoja OHSS na koji indirektno utje¢e ekscesivno davanje FSH. Retrospektivna studija
Daelemansa i suradnika pokazala je povezanost Asn680 alela s prognozom teskog oblika
OHSS, te je na temelju dobivenih rezultata zakljuceno da Zzene s genotipom Asn680 prilikom
postupka COH imaju povecan rizik za hiperstimulaciju s FSH (Daelemans i sur., 2004). Ova
se studija ipak temelji na relativno malom broju slu¢ajeva te zasada ostaje samo promisljanje
koje zahtjeva dodatnu potvrdu.

U skladu s rezultatima studije Sheikhha MH i suradnika istrazivanje predstavljeno u ovom
radu pokazalo je kako je u skupini ispitanica s genotipom Ser®®/Ser®® bilo neogekivano vise
pacijentica s pojacanim odgovorom jajnika na stimulaciju hormonskom terapijom. Na srecu,
niti jedna Zena s prejakim odgovorom nije razvila OHSS zbog odgovarajucih preventivnih
terapijskih mjera, ali ih ipak mozemo usporediti s pacijenticama s OHSS iz drugih studija, s
obzirom na jak odgovor na COH (Sheikhha i sur., 2011). Dobiveni rezultati upucuju na
moguénost identifikacije pacijentica s povecanim rizikom za razvoj OHSS prije samog

pocetka IVF protokola na temelju analize genotipa Asn®®%/Ser®®

¢ime bi se pridonijelo
odabiru adekvatnog protokola za COH na temelju specifi¢nih kriterija. Ipak, nije utvrdena
statisticki znacajna razlika u koncentraciji E2 kod Zena podvrgnutih COS s obzirom na
genotip Asn®®%/Ser®®. Mora se uzeti u obzir i istrazivanje Klinkerta i suradnika kojim ne
utvrdena razlika u ovarijskom odgovoru u skupinama s razli¢itim genotipom, ali je uocena tri
puta veca stopa implantacija i trudnoca kod ispitanica s genotipom Ser®®/Ser®® y odnosu na
one s genotipom Asn®®/Asn®®® (Klinkert i sur., 2006). Ukupno gledajuéi, veéina studija
upucuje na povezanost SNP Asn®/Ser®®® u genu FSHR i ishoda kao i komplikacije postupaka
COS, ali bez utjecaja na samu neplodnost (Yao i sur., 2011), pa se moze se reci kako je u
populaciji neplodnih Zena SNP Asn®®%Ser®®® u genu FSHR gena povezan s razlicitim
ovarijskim odgovorom na COH. Premda je proveden niz studija, jo§ uvijek postoji niz
nerazjasnjenih pitanja, pa su nuzne dodatne studije koje bi mogle pridonijeti rasvjetljavanju

utjecaja ovog SNP na biolosku aktivnost receptora za FSH (Livshyts i sur., 2009). Daljnja su
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istrazivnja takoder nuzna radi konacnog zakljucka mozZe li genotipizacija SNP Asn®®%/Ser®®

pridonijeti predikciji OHSS, odnosno slabog ovarijskog odgovora, prije samog IVF postupka.

Do danas je provedeno nekoliko studija kojima se pokuSala utvrditi raspodjela genotipova za
Asn®®%/Ser®® kako u zdravoj populaciji tako i kod ispitanica koje su bile u postupku
medicinski potpomognute oplodnje te povezanost pojedinog genotipa s uspjesnoséu postupka.
U ovom je istrazivanju uo¢eno da raspodjela genotipova u ispitivanoj populaciji nije jednaka
(p < 0,001): najéesce je prisutan genotip NS (51,66%), dok su genotipovi NN i SS prisutni u
priblizno sli¢nim postotcima od 25,12% (NN) i 23,22% (SS). Uporedujuci dobivene rezultate
s rezultatima drugih studija utvrdena je slicnost s nekima od njih, pa su tako primjerice, Perez
Mayorga i suradnici genotipizacijom 161 neplodne ispitanice nasli raspodjelu prema kojoj je
najveci broj ispitanica bio genotipa NS (45%), dok su druga dva genotipa prisutni u priblizno
slicnim postocima kao u ovom istrazivanju: NN genotip je bio prisutan kod 29%, a genotip SS
kod 26% ispitanica (Perez Mayorga i sur., 2000). U istrazivanju Juna i suradnika koja je
obuhvatila 263 ispitanice raspodjela genotipova bila je nesto drugacija: NN genotip je naden
kod 41,8% ispitanica, genotip SS je naden kod samo 12,5% ispitanica, a genotip NS je kao i u
ovom istrazivanju utvrden kod 45,6% ispitanica (Jun i sur., 2006). Sli¢ne su rezultate opisali i
Sheikhha MH i suradnici; od 108 neplodnih ispitanica genotip NN naden je kod 20,37%,
genotip SS kod 13,89%, a genotip NS kod 65,74% ispitanica (Sheikhha i sur., 2011). U studiji
Bindera H i suradnika s neplodnim pacijenticama u IVF postupcima raspodjela je bila
sljede¢a: NN 15,4%, NS 51,6% i SS 33% u skupini koja je razvila OHSS skupini, a NN
17,4%, NS 46,5% i SS 36,1% u skupini ispitanica koje su bile u postupku COS, ali nisu
razvile OHSS. U kontrolnoj je skupini raspodjela po genotipovima bila slicna: NN 24,8%, NS
54,6% i SS 20,6% (Binder i sur., 2008). U studiji koja je ukljucila ispitanice S normalnom
fertilnom sposobnosc¢u koje su rodile prirodno zacetu djecu i koje su bile mlade od 35 godina,
utvrdena je raspodjela po genotipovima (NN 18,6%, NS 53,9% i SS 27,5%) te se razlikovala
od one utvrdene kod Zena s ovarijskom disfunkcijom (NN 33,1%, NS 52,3% i SS 14,6%)
(Livshyts i sur., 2009). Ispitivanje raspodjele genotipova za ovaj SNP unutar razli¢itih
etnickih skupina koje je bilo provedeno na 1771 ispitanica pokazalo je da statisticki znac¢ajno
manja ucestalost genotipa SS (10,5%) kod Azijatkinja u odnosu na stanovnice Mediterana
(21,5%), ali nije utvrdena razlika u koncentraciji bazalnog FSH izmedu etnickih skupina niti
su bile razli¢ite izmedu skupina formiranih prema genotipu (Kuijper i sur., 2011). Najnovija

objavljena prospektivna studija koja je bila provedena na 421 ispitanici u prvom postupku
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COS utvrdila je raspodjelu sliénu raspodjeli nadenoj u ovom istrazivanju: NN 30%, NS 51% i
SS 19% (Mohiyiddeen i sur., 2012).

Populacija na kojoj je provedeno ovo istrazivanje u prosjeku je bila stara 34,04 + 4,2 godine.
Kada je usporedena raspodjela genotipova unutar dobnih skupina (< 32, 32 — 36 i > 36
godina) uocena je statisticki znacajna razlika u dobi ispitanica s genotipom NS (34,7 + 4,17) u
odnosu na NN genotip (33,28 + 4,3) i SS genotip (33,24 + 3,83). Prema ostalim mjerenim
parametrima nije =zabiljeZena statistiCki znaajna razlika unutar skupina s razli¢itim
genotipom. U po dizajnu sli¢noj studiji Perez Mayorge i suradnika unutar ispitivane
populacije nije bilo statisticki znacajne razlike u dobi izmedu skupina po genotipovima, mada
je prosjecna dob ispitanica opéenito niza od dobi populacije ispitivane u ovoj studiji (NN 32,3
+ 0,5; NS 32,8 + 0,42 te SS 32,0 = 0,6 godina) (Perez Mayorga i sur., 2000). Srednje
vrijednosti godina koje su prakti¢no identi¢ne za sve 3 skupine po genotipovima upucuju na
zakljucak da se toj retrospektivnoj studiji Zeljelo ukljuciti samo ispitanice odredene dobi kako
dob ne bi imala utjecaj na krajni rezultat istrazivanja ¢iji je cilj bio procijeniti broj potrosenih
ampula gonadotropina za isti broj dobivenih jajnih stanica u COS ovisno o genotipu. U
opisanoj studiji ostali ispitivani parametri (bazalna koncentracija FSH, koncentracija
estradiola izmjerena na dan primjene hCG, broj antralnih folikula i broj dobivenih jajnih
stanica) bili su sli¢ni, bez statisticki znac¢ajnih razlika izmedu skupina s razli¢itim genotipom,
a $to je takoder bio slucaj u ovdje predstavljenom istrazivanju. Uz to, kada su koncentracije
E2 i prolaktina mjerene 7. dana COS Kkorigirane bazalnim koncentracijama, odnosno
koncentracije izmjerene na dan primjene hCG onima od 7. dana, takoder nisu utvrdene

statisticki znacajne razlike izmedu skupina s razli¢itim genotipovima.

Kljuéni korak u postupku kontrolirane stimulacije jajnika je odabir samog terapijskog
protokola za COS, koji se temelji isklju€ivo na procjeni lije¢nika, a na osnovi parametara
odredenih prije samog postupka. Zato je u ovom radu uc¢injena analiza mjerenih parametara
po skupinama ispitanica koje su primale razli¢itu hormonsku terapiju. Analizom vrijednosti
mjerenih parametara utvrdeno je da se jedino bazalna koncentracija LH statisticki znac¢ajno
razlikuje izmedu skupina, odnosno skupina koja je primala "kratki protokol" (225 U rFSH ili
HP-hMG od 2. dana menstruacijskog ciklusa svakodnevno do primjene hCG uz istodobno
koristenje antagonista GnRH od 7. dana stimulacije) imala je statisticki znacajno viSu razinu
LH (7,75 + 2,28 TU/L) u odnosu na druge dvije skupine koje su primale "dugi protokol" (6,37
+ 2,52 IU/L; 6,56 = 1,75 TU/L). Dobivenu razliku u bazalnoj koncentraciji LH u skupini T3

moguce je objasniti odabirom terapije prema bazalnim vrijednostima hormonskih parametara;
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ispitanice u toj skupini primale su antagoniste GnRH, $to su lijekovi koji se preporuc¢avaju u
slu¢ajevima 1 najmanjeg rizika za hiperstimulaciju jajnika, odnosno u svim slu¢ajevima kada
je poremecen odnos bazalnih koncentracija FSH/LH, odnosno kada je koncentracija LH visa

od koncentracije FSH, primjerice kod pacijentica s policisti¢nim jajnicima.

Kada je razmatrana udestalost pojedinog genotipa za SNP Asn®®%/Ser®®® unutar skupina s
razli¢itom terapijom utvrdeno je da nema statisticki znacajne razlike u ucestalosti ispitanica s
genotipom SS po skupinama, no da postoji razlika ucestalosti genotipa NN (p = 0,043) jer je
najveem broju ispitanica s tim genotipom dana terapija 2, dok je ta terapija najmanje
primijenjena kod ispitanica s genotipom NS, a razlika je na granici statistiCke znacajnosti (p =
0,052). Moguc¢i razlog zbog kojeg bi veéi broj pacijentica s genotipom NN dobio terapiju 2 je
dobar klinicki probir pacijentica jer se na terapiju 2 ¢eS¢e odluc¢ujemo kod pacijentica kod
kojih na temelju prethodno ucinjenih klini¢kih i laboratorijskih parametara oc¢ekujemo
normalan odgovor jajnika na stimulaciju. Shodno tome terapiju 3 odabiremo u slucajevima
kad ocekujemo ili preslab ili prejak odgovor jajnika, a takvi odgovori su nacelno manje
uobicajeni.

Dob se smatra jednim od kljuénih parametara uspjesnosti postupka medicinski potpomognute
oplodnje (Broekmans i sur., 2009). Stoga su i u ovom radu analizirane vrijednosti ispitavanih
prametara u odnosu na dob, a dobiveni rezultati u skladu su s rezultatima prethodnih
istrazivanja. Poznato je da mlade Zene imaju niZe vrijednosti bazalne koncentracije FSH, vise
antralnih folikula te ve¢i broj dobivanih oocita, a povezano s time i ve¢u koncentraciju
estradiola izmjerenog na dan primjene hCG (Alviggi i sur., 2009; Barad i sur., 2007; Santoro i
sur., 1996; Sills i sur., 2009; Zhen i sur., 2008). Posebna se pozornost poklanja malim
antralnim folikulima (2-6 mm) ¢iji se broj s dobi smanjuje, dok se broj vecih folikula

prakticki ne mijenja sve do 45 godine starosti (Haadsma i sur., 2007).

U predstavljenom su radu utvrdene statisticki znacajne razlike izmedu skupine ispitanica
starijih od 36 godina u odnosu na one mlade od 32 godine za bazalnu koncentraciju FSH koja
je bila visa kod starijih ispitanica i broj oocita koji je bio nizi te koncentraciju prolaktina 7.
dana COS, koncentraciju estradiola na dan primjene hCG te broj antralnih folikula koji su bili
nizi kod starijih ispitanica u odnosu obje "mlade" skupine (< 32 god. i 32 — 36 godina). U
dobnoj skupini od 32 do 36 godina utvrdene su statisticki znac¢ajno nize bazalne koncentracije
FSH 1 broj antralnih folikula u odnosu na skupinu mladu od 32 godine. Korekcijom
koncentracija E2 i prolaktina 7. dana i na dan primjene hCG nestala je statisti¢ki znacajna

razlika izmedu skupine ispitanica starijih od 36 godina i skupine ispitanica izmedu 32 i 36
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godina za koncentraciju E2 na dan primjene hCG. Raspodjela ucestalosti genotipova za SNP
Asn®®/Ser®® izmedu dobnih skupina nije pokazala statisticki znadajnu razliku, a $to je u

skladu s literaturnim podacima (Perez Mayorga i sur., 2000).

Broj dobivenih oocita smatra se temeljnim pokazateljem uspjesnosti kontrolirane stimulacije
jajnika u postupku medicinski potpomognute oplodnje. Premda u stru¢nim krugovima jo$
uvijek postoje oprecnosti u definiranju grani¢nih vrijednosti, u europskoj se praksi broj
dobivenih oocita < 4 (0 — 3) smatra kriterijem za definiranje loSeg odgovora jajnika na
hormonsku terapiju, dok se broj dobivenih oocita > 10 smatra hiperstimulacijom. Upravo su
na temelju tih vrijednosti ispitanice obuhvac¢ene ovim istrazivanjem podijeljene u 3 skupine:
skupina O1 (0 — 3), skupina O2 (4 — 9) i skupina O3 (> 10). Statisti¢ki znacajne razlike
izmedu skupina definiranim prema broju dobivenih oocita uo¢ene su za niz parametara. Veci
broj oocita dobiven je kod mladih ispitanica, ispitanica s nizom bazalnom koncentracijom
FSH, ispitanica s vi§im koncentracijama estradiola i prolaktina izmjerenim kako 7. dana
stimulacije tako i na dan primjene hCG te ispitanica s ve¢im brojem antralnih folikula.
Iznimno velika statisticka znacajnost (p < 0,001) u razlikama u broju antralnih folikula
utvrdena je kako izmedu skupine O3 i skupina Ol 1 O2, tako i skupine O2 u odnosu na
skupinu O1. Bazalna koncentracija FSH (bFSH) najcesce je koriSten parametar za procjenu
funkcionalne rezerve jajnika (Broekmans i sur., 2009). Analiziraju¢i vrijednost bazalne
koncentracije FSH kao prediktora loseg odgovora jajnika na hormonsku stimulaciju, ista je
studija utvrdila da bFSH ima prediktivnu vrijednost jedino u slu¢aju postavljanja visoke
grani¢ne vrijednosti koja dobro predskazuje lo§ odgovor jajnika. Medutim, s obzirom na
veliku fizioloSku varijabilnost nalaza izolirana vrijednost bFSH se ne smatra temeljem za
isklju€ivanje pacijentice iz postupka pokuSaja stimulacije jajnika. Ista studija broj antralnih
folikula smatra vrijednim parametrom za ocjenu moguceg odgovora u slu¢aju prvog pokusaja
kontrolirane stimulacije jajnika (Broekmans i sur., 2006). Watt i suradnici ocijenili su ulogu
bFSH kao prognosti¢kog ¢imbenika uspjeha postupka in vitro fertilizacije kod Zena starijih od
40 godina i odredili su grani¢nu vrijednost bFSH za neostvarivanje trudnoce od 11,1 TU/L
(Watt i sur., 2000). Istrazivanje Ashrafi i suradnika koje je obuhvatilo 212 ispitanica u
postupku izvantjelesne oplodnje utvrdilo je da su ispitanice s bFSH > 15 IU/L imale
znakovito manje dobivenih oocita i veéi broj prekinutih postupaka stimulacije zbog
nereagiranja jajnika na stimulaciju 1 to neovisno o koli¢ini primjenjenih gonadotropina
(Ashrafi i sur., 2005). Uz bazalnu koncentraciju FSH, broj antralnih folikula takoder se

pokazao vrijednim prediktorom broja dobivenih oocita, u smislu da je niza bFSH 1 to veci broj
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antralnih folikula u konacnici pretpostavlja veci broj dobivenih oocita (Chang i sur., 1998;

Jayaprakasan i sur., 2010).

Analizom vrijednosti koncentracija bazalnog estradiola izmedu skupina definiranih po broju
dobivenih oocita utvrdeno je da je ona najniza u kod ispitanica u skupini s normalnim
odgovorom jajnika, a najvisa u skupini s lo§im odgovorom te da se te vrijednosti statisti¢ki
znacajno razlikuju. Opsezna analiza vrijednosti testova za procjenu moguceg odgovora jajnika
na kontroliranu stimulaciju pokazala je da izolirane vrijednosti bazalne koncentracije
estradiola nisu klini¢ki vrijedne s obzirom na vrlo nisku predikcijsku vrijednost, bilo za
neodgovarajuéi odgovor jajnika na stimulaciju bilo za neostvarivanje trudnoc¢e (Broekmans i
sur., 2006). Povezanost koncentracije estradiola tijekom postupka stimulacije jajnika i vrine
koncentracije estradiola na dan primjene hCG s brojem dobivenih jajnih stanica, prethodno
opisana u literaturi primjeéena je i u ovom istrazivanju. Do sli¢nih su saznanja dosli Bianco i
suradnici u svom ispitivanju povezanosti koncentracije estradiola i razvoja oocita; statisticki
znacajno vise oocita dobiveno je kod ispitanica s vr$nim (na dan primjene hCG) vrijednostima
estradiola > 2000 ng/L u odnosu na one s < 2000 ng/L. Sli¢ne su razultate dobili usporedbom
broja dobivenih zametaka nakon postupka izvantjelesne oplodnje: broj dobivenih zametaka je
bio znakovito vi$i u skupini ispitanica s vrijednostima estradiola > 2000 ng/L (Bianco i sur.,
2009).

Analizom vrijednosti koncentracije estradiola i prolaktina 7. dan ciklusa utvrdena je statisticki
znacajna povezanost visih vrijednosti koncentracija E2 i prolaktina izmjerenih kako 7. dana
ciklusa tako i na dan primjene hCG-a s brojem dobivenih oocita. U studiji Miaoa i Huanga
koncentracija inhibina B, E2, FSH i LH mjerena je 4 puta (bazalna vrijednost izmjerena 3.
dana ciklusa koji prethodi postupku stimulacije, na 1. dan ciklusa, na 1. dan primjene
gonadotropina i na 5. dan primjene gonadotropina) te je utvrdeno da vrijednosti E2 i inhibina
B izmjerene 1. i 5. dana terapije gonadotropinima pozitivno koreliraju s odgovorom jajnika
odnosno brojem folikula, brojem dobivenih jajnih stanica, brojem oplodenih oocita i brojem
zametaka. Na temelju pozitivne Kkorelacije autori su zakljucili da serumske koncentracije
inhibina B 1 E2 izmjerene pocetkom primjene gonadotropina daju kvalitetnu i ranu predikciju

odgovora jajnika (Miao i Huang, 2009).

Prema zakljuécima prethodnih retrospektivnih studija bilo je za pretpostaviti da ¢e ispitanice s
genotipom SS za SNP Asn®®/Ser®® u ovom prospektivnom istraZivanju imati slabiji odgovor
jajnika i manji broj dobivenih oocita (Loutradis i sur., 2006a; Loutradis i sur., 2008; Perez

Mayorga i sur., 2000). Medutim, najnovija studija Loutradisa i suradnika pokazala je da obje
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homozigotne varijante NN i1 SS imaju vecu mogucénost za slabiji odgovor jajnika na COS
(Loutradis i sur., 2012). StatistiCkom analizom rezultata dobivenih u ovom radu nije utvrdena
znaajna povezanost nekog od genotipova sa slabijim odgovorom na stimuaciju jajnika.
Sli¢ne su rezultate dobili su Klinkert 1 suradnici koji nisu dokazali povezanost genotipova za
SNP Asn®®%/Ser®® s moguéim logim odgovorom na kontroliranu stimulaciju jajnika (Klinkert
I sur., 2006). Najnovije prospektivno istrazivanje Mohiyiddeen L i suradnika na 421
pacijentice koji su bile u prvom postupku COS za izvantjelesnu oplodnju takoder je polucilo
slicne rezultate. Analizirane su vrijednosti bazalnih koncentracija FSH, LH, AMH, broj
antralnih folikula te su odredeni genotipovi za SNP-ove p.Asn680Ser i p.Thr307Ala u genu
FSHR kod ispitanica koje su bile mlade od 40 godina i imale su BMI izmedu 20 i1 30. Nije
nadena statisticki znacajna povezanost razliCitih polimorfizama niti s jednim izmjerenim
parametrom, §to je sukladno rezultatima ovog istrazivanja. ZakljuCeno je takoder da
odredivanje genotipova SNP-ove p.Asn680Ser i p.Thr307Ala u genu FSHR ne pridonosi
predikciji odgovora jajnika na COS, posebice u usporedbi s vrijednostima bazalnih
koncentracija FSH i AMH te broja antralnih folikula i dobi pacijentice (Mohiyiddeen i sur.,
2012). Do sli¢nih se spoznaja doslo istrazivanjem koje je obuhvatilo 259 pacijentica od kojih
su 162 bile u postupku COS; zaklju¢eno je da SNP-ovi, p.Asn680Ser, p.Alal89Val,
p-Thr4491le i p.lle160Thr nemaju vaznost u predikciji odgovora na COS, S$to je takoder u

suglasju s rezultatima predstavljenog istrazivanja (Binder i sur., 2012).

Kad je ispitana povezanost dobi ispitanica i genotipa za SNP Asn®%/Ser®® s brojem dobivenih
oocita, doslo se do neoc¢ekivanog rezultata; u skupini mladih ispitanica (< 32 godine) genotipa
SS uocen je statisti¢ki znacajno veéi broj oocita, dok je kod starijih ispitanica (< 36 god.),
neovisno o genotipu broj oocita bio manji. Pomnim proucavanjem oskudne literature jedini
sli¢ni rezultati opisani su u studiji Sheikhha MH 1 suradnika koji su nasli znacajnu povezanost

prekomjernog odgovora jajnika u mladih pacijentica s SS genoptipom (Sheikhha i sur., 2011).

Utjecaj indeksa tjelesne mase na ishod izvantjelesne oplodnje opcenito nije razjaSnjen. U
ovom ispitivanju utvrdena je statisticki znacajna interakcija genotipa za SNP Asn®®%/Ser®®
BMI s brojem dobivenih oocita, odnosno nadeno je da je veéi broj oocita dobiven kod
homozigota (bilo NN ili SS) s normalnom tjelesnom masom, dok je kod ispitanica s
genotipom NS veci broj oocita dobiven u ispitanica s BMI > 25. Sli¢na analiza do danas nije
provedena, no rezultati dobiveni po pitanju povezanosti samo broja dobivenih oocita i indeksa
tjelelesne mase u skladu su s velikim brojem studija koje nemaju jednoznacne zakljucke.

Novije istrazivanje Micah 1 sur koje je ukljucilo 117 neplodnih ispitanica nije ustanovilo
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nikakvu razliku u uspjehu postupka IVF kod ispitanica s poviSenim indeksom tjelesne mase.
Utvrdena je pozitivna Korelacija izmedu BMI i broja folikula koji su aspirirani te negativna
korelacija izmedu BMI i iskoriStenih ampula gonadotropina kao i trajanja stimulacije,
medutim nije utvrdena statisticki znacajna razlika po pitanju broja dobivenih oocita izmedu
dvije ispitavane skupine (BMI > 25 i BMI < 25). Zakljueno je da Zene s visim BMI
proizvode vise folikula, brze reagiraju na terapiju i zahtjevaju manje ampula gonadotropina u
postupku IVF, no da razlike u BMI nemaju znakovitog utjecaja na ishod samog postupka po
pitanju ostvarenih trudnoc¢a (Hill i sur., 2011). Istrazivanje Beydoun i suradnika nije utvrdilo
povezanost BMI i broja oplodenih zrelih oocita kao ni stope trudnoce, spontanih pobacaja ili
zivorodene djece te je istaknuto da BMI ne utjeCe na uspjeSnost postupka IVF (Beydoun i
sur., 2009). Suprotno tome, vise ispitivanja utvrdilo je da postoji znakovit negativan utjecaj
visSeg BMI na ishod IVF, pa je tako studijom koja je obuhvatila 130 ispitanica mladih od 40
godina u 180 stimuliranih ciklusa utvrdeno da su u skupini zena s BMI > 25 bazalna
koncentracija FSH, stopa implantacije 1 stopa trudnoca bile znacajno niZe, a trajanje
stimulacije, broj potroSenih ampula gonadotropina i1 broj spontanih pobacaja znakovito visi u
usporedbi sa skupinom pacijentica s BMI < 25. Zanimljivo je da se skupine nisu razlikovale
po broju dobivenih oocita. (Loveland i sur., 2001). Retrospektivna analiza vrijednosti BMI
kod 920 ispitanica mladih od 40 godina u klasi¢noj stimulaciji "dugim protokolom", od kojih
je 140 klasificirano pretilim (BMI > 27) pokazala je da su pretile ispitanice ¢e$¢e imale prekid
stimulacije zbog nereagiranja, dok nije bilo razlike u odnosu na koli¢inu potro$enih ampula
gonadotropina, ali je dobiveno znacajno manje oocita te Su vrSne koncentracije estradiola
(izmjerene na dan primjene hCG) bile nize u odnosu na pacijentice s BMI < 27. Uprkos
slabijem odgovoru na stimulaciju stopa ostvarenih trudnoca se nije razlikovala izmedu dvije
proucavane skupine (Spandorfer i sur., 2004). Studija koja je obuhvatila 100 pacijentica
pokazla je da je BMI > 26 povezan s ve¢im brojem potrosenih ampula gonadotropina, manjim
brojem dobivenih oocita, slabijom fertilizacijom oocita nakon oplodnje izvan tijela te

slabijom stopom ostvarenih trudnoc¢a (Salha i sur., 2001).

U ovom ispitivanju nije dokazan moguéi utjecaj interakcije bazalne koncentracije FSH
(skupine F1: FSH < 10 i F2: FSH > 10) i genotipova za SNP Asn®®%/Ser®® (NN, NS, SS) na
broj oocita. Kao sto je ve¢ spomenuto, u prethodnim je istrazivanjima utvrdena razlika u
vrijednostima bazalne koncentracije FSH po skupinama s razli¢itim genotipom (vise
koncentracije bFSH u skupini s genotipom SS) (Jun i sur., 2006; Perez Mayorga i sur., 2000),

no niti u jednoj studiji do danas nije ispitana povezanost bFSH i razli¢itog genotipa te
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konac¢nog broja dobivenih oocita. Slicno tome, pregledom literature nije nadeno istrazivanje
odnosa genotipa za SNP Asn®®%/Ser®® i omjera bazalnih koncentracija FSH/LH u odnosu na
broj dobivenih oocita. U predstavljenom istrazivanju nije utvrdena interakcija za Ove
parametre. Takoder nije utvrdena povezanost genotipa za SNP Asn®/Ser®™® i razligitih
terapija za COS s brojem dobivenih oocita, no uo¢eno je da je najveéi broj oocita dobiven kod
ispitanica s genotipom SS koje su bile na terapiji 3 (9,2 £ 1,42). Do sli¢nog se zakljucka doslo
analizom povezanosti genotipa za SNP Asn®®%Ser®® i dobi s brojem dobivenih oocita;
premda nisu utvrdene statisticki znacajne razlike izmedu skupina, najveci broj oocita dobiven
je kad mladih ispitanica (< 32 godine) genotipa SS (11,2 £ 1,53). Takoder, nije utvrdena
povezanost pojedine terapije, indeksa tjelesne mase i broja dobivenih oocita, kao ni pojedine
terapije i bazalne koncentracije FSH, odnosno omjera bazalnih koncentracija FSH i LH s
brojem dobivenih oocita. Metodoloski najsli¢nije ispitivanje je ono Yoo-a i suradnika koji su
retrospektivno analizirali ishode 389 pokusaja izvantjelesne oplodnje kod 285 ispitanica koje
su bile definirane kao POR s FSH > 12 ili < 3 dobivene oocite ili s koncentracijom E2 na dan
primjene hCG < 500 ng/L (Yoo i sur., 2011). Usporedeni su ishodi 119 ciklusa s blagom
stimulacijom (5 dana klomifen citrat od 3. dana ciklusa, potom gonadotropini (< 225 IU) i
antagonisti GnRH svakodnevno do dana primjene hCG) s 270 ciklusa s dugim protokolom
stimulacije, a ispitanice su dodatno podijeljene prema dobi (< 37 ili > 37 godina). U skupini
ispitanica podvrgnutih blagoj stimulaciji uz krace trajanje stimulacije utvrdeno je da je
koli¢ina potrosenih gonadotropina bila manja, serumska koncentracija estradiola na dan
primjene hCG niza te je broj dobivenih oocita bio manji. Ipak, nije bilo statisticki znacajne
razlike izmedu skupina po pitanju broja kvalitetnih zametaka i stope uspjeSnosti postupka
(izraZena kao broj ostvarenih trudnoca). Premda bez statisticki znacajne razlike, zanimljivo je
da je stopa ostvarenih trudnoca bila visa u skupini pacijentica starijih od 37 koje su bile

podvrgnute blagom protokolu.

Kako bi se pridonijelo boljem razumijevanju povezanosti odredivanih parametara i broja
dobivenih oocita u radu je uinjena analiza korelacija te je utvrdeno da su od parametara
odredivanih u ciklusu koji prethodi COS u obrnutoj korelaciji s brojem oocita dob, BMI i
bazalna koncentracija FSH, dok je broj antralnih folikula u izravnoj korelaciji. To znaci da
mlade ispitanice, s nizim indeksom tjelesne mase i nizom bazalnom koncentracijom FSH te
one koje imaju veci broj antralnih folikula imaju vecu vjerojatnost da ¢e uz COS imati veci
broj dobivenih oocita. Od parametara odredivanih 7. dana ciklusa sa COS s brojem oocita u

korelaciji je koncentracija E2. Uz to, utvrdeno je da s porastom koncentracija prolaktina i E2

95



RASPRAVA

odredenih na dan primjene hCG raste i broj oocita. Najjaca korelacija izmedu broja oocita i
ispitivanih parametara dokazana je za koncentraciju E2 izmjerenu na dan primjene hCG (r =
0,734) i broj antralnih folikula (r = 0,646). Od posebnog su interesa rezulati dobiveni za
parametre odredivane prije postupka COS jer bi upravo oni mogli biti dobre smjernice za
primjenu odgovarajuce terapije. Kad je promatrana veza ispitivanih parametara i broja
dobivenih oocita unutar skupina ispitanica s razli¢itim genotipom za SNP Asn®®’/Ser®®,
uoceno je da korelacija unutar sve 3 skupine postoji samo kod koncentracije E2 7. dana i na
dan primjene hCG, dok je korelacija za ostale parametre uo¢ena samo u pojedinim skupinama
po genotipovima. U skupini ispitanica s genotipom NN jedini neovisni prediktor visokog
broja oocita bila je koncentracija E2 na dan primjene hCG, u skupini ispitanica s genotipom
NS broj antralnih folikula i koncentracija E2 na dan primjene hCG, dok su u skupini
ispitanica s genotipom SS broj antralnih folikula i koncentracija E2 7. dana i na dan primjene
hCG. Sli¢na analiza do danas nije provedena, pa su ovi rezultati vrijedan temelj za daljnja
istrazivanja kojima bi se u konac¢nici mogla evaluirati vrijednost odredivanja genotipa za SNP

Asn®®/Ser® y genu FSHR.

Provedena su brojna su istrazivanja kojima se pokuSao identificirati najbolji prediktor
odgovora na COS u postupku izvantjelesne oplodnje, odnosno krajnjeg ishoda postupka,
rodenja Zivog 1 zdravog djeteta. Nakon opseZnog retrospektivnog istrazivanja 806 stimuliranih
ciklusa Pal 1 suradnici su zakljucili da je najbolji prediktor kona¢nog uspjeha izvantjelesne
oplodnje dob Zene i to neovisno o svim ostalim bazalnim hormonskim parametrima (Pal i sur.,
2008). Prema toj studiji mlade Zene s viSim bazalnim koncentracijama FSH, nizim
koncentracijama AMH i manjim brojem antralnih folikula imaju vecu Sansu za konacni
uspjeh od starijih Zena s boljim gore navedenim parametrima. Zakljuceno je takoder da
povecavanje koncentracije gonadotropina koji se koriste u postupku u Zena s prethodno
procijenjenom slabijom rezervom jajnika ne pridonosi krajnjem uspjehu jer nema ucinka na
dobiveni broj kvalitetnih jajnih stanica, zametaka i1 kona¢no na ostvarenje trudnoce.
Povecavanje koncentracije ordiniranih gonadotropina ne nadoknaduje predvidivo lo§ odgovor
na COS, a znakovito povecava cijenu, ali i rizicnost postupka (Pal i sur., 2008). | u ovom je
radu dob prepoznata kao je znaCajan prediktor odgovora jajnika na COS, ali odredenu su
znacajnost pokazali i indeks tjelesne mase, bazalne koncentracija FSH, TSH i EZ2,
koncentracija E2 mjerena 7. dan ciklusa i na dan primjene hCG, koncentracija prolaktina na

dan primjene hCG te broj antralnih folikula. Znanstvenici i klini¢ari koje se bave neplodnoscu
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upozoravaju da slabljenje plodnosti po¢inje u ranim tridesetim godinama zivota Zene te da
prevalencija neplodnosti znakovito raste nakon 35 godine zivota. Smatra se da je 99% Zena

starijih od 45 godina neplodno (de Carvalho i sur., 2008).

Vrijednost bazalne koncentracije FSH kao samostalnog prediktora ocjene odgovora na COS
ovisi o grani¢noj vrijednosti (eng. cut off) koje su razli¢ito postavljene od studije do studije.
Usporedno s viSom zadanom grani¢nom vrijedno$¢u bFSH raste specifi¢nost, ali pada
osjetljivost i obrnuto, a $to je zadana grani¢na vrijednost bFSH niza pada specifi¢nost, a raste
osjetljivost. Ispitivanjem 344 ciklusa za pokusaj izvantjelesne oplodnje Sharif i suradnici su
dobili razli¢ite rezultate prediktivnosti za iste pacijentice ovisno o postavljenoj grani¢noj
koncentraciji bFSH. Kada je grani¢na vrijednost koncentracije bFSH postavljena 5,4 TU/L
osjetljivost je bila 0,91, a specifi¢nost 0,12, a kad je bila 10,8 IU/L osjetljivost je bila 0,31, a
specifi¢nost 0,93 (Sharif i sur., 1998). Druga je pak studija koja je ukljuéila 58 ciklusa, sa
zadanom grani¢nom koncentracijom bFSH od 7 IU/L polucila identi¢nu specificnost i
osjetljivost od 0,76 za bFSH kao samostalni prediktor za ocjenu odgovora jajnika na COS
(Ficicioglu i sur., 2003). Analizom rezultata 110 ciklusa COS i postavljanjem grani¢ne
vrijednosti koncentracije bFSH na 8 IU/L Kwee i suradnici su dobili osjetljivost od 0,72 i
specifiénost od 0,78 (Kwee i sur., 2003). U predstavljenom prospektivnom istrazivanju kao
grani¢na koncentracija bFSH koja bi mogla razluciti ispitanice s lo§im odgovorom na COS (<
4 dobivene oocite) od onih s dobrim odgovorom (> 4) je dobivena 7,6 IU/L, §to je sli¢no
rezultatima iz prethodne dvije navedene studije. U ispitivanju Zhena i suradnika na 472
ispitanice u postupku COS bazalna koncentracija FSH pokazala se kao najbolji individualni

biljeg ovarijske rezerve, bolji od dobi pacijentice (Zhen i sur., 2008).

U predstavljenom je istrazivanju izracunata AUC vrijednost za ROC krivulju za bazalnu
koncentraciju FSH koja iznosi 0,620 uz statisticku znacajnost p < 0,05 te osjetljivost 0,55 i
specifi¢nost 0,70, §to je znac¢ajno manje od vrijednosti dobivenih u studiji Bancsija i suradnika
gdje AUC za ROC iznosi 0,84 (Bancsi i sur., 2002), ali sto bazalnu koncentraciju FSH

svakako kvalificira kao jedan od vrijednih prediktora odgovora na COS.

Bliska povezanost FSH 1 LH za vrijeme rane i kasne folikularne faze upucuju na zakljucak da
ne samo bazalna koncentracija FSH ve¢ i LH moze imati ulogu u procjeni ovarijske rezerve i
mogucéeg odgovora na COS. Luteiniziraju¢i hormon ima ulogu u kontroli i1 selekciji
dominantnog folikula, ali bi mogao imati i utjecaja na indukciju manjih folikula u kasnoj
folikularnoj fazi. U ovom istrazivanju nije nadena znakovita povezanost bazalne koncentracije

LH s brojem dobivenih oocita te nije identificirana kao potencijalni prediktor odgovora na
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COS, sto odgovara rezultatima prethodnih prospektivnih i retrospektivnih studija (Popovic-
Todorovic i sur., 2003; Weghofer i Feichtinger, 2006). U studiji Weghofer i suradnika
retrospektivno je analiziran ishod COS (prac¢en kao broj dobivenih oocita) kod 632 pacijentice
u odnosu na dob, bazalnu koncentraciju FSH i LH te omjer bFSHb/bLH te je utvrdeno da
postoji znakovita korelacija dobi, bFSH i bFSH/bLH na broj dobivenih oocita, ali ne i
izoliranog bLH s brojem dobivenih oocita (Weghofer i Feichtinger, 2006). U ovom radu nije
nadena statisticki znaGajna povezanost omjera bFSH/bLH i broja dobivenih oocita nakon COS
te ovaj parametar nije identificiran kao potencijalni prediktor odgovora na COS. Broj studija
koje se bave utjecajem odnosa bFSH/bLH nije velik. Retrospektivno ispitivanje koje je
ukljucilo 125 ispitanica u postupku COS nije uspjelo dokazati da bi omjer bFSH/bLH bio
koristan parametar za predikciju ishoda postupka pomognute oplodnje niti za odabir
stimulacijskog protokola u neplodnih pacijentica (Yang i sur., 1997). Moguca vrijednost
omjera bFSH/bLH za procjenu funkcije jajnika proucavana je u prethodno spomenutoj studiji
Weghofer i suradnika u kojoj je pokazana povezanost omjera bFSH/bLH i broja dobivenih
oocita. Slabiji odgovor jajnika moze se ocekivati u slu¢aju kombinacije viseg bFSH i niskog
bLH, dok je visi bLH kod ispitanica koje imaju visi bFSH dobar prognosticki biljeg u smislu
veceg broja dobivenih oocita, neovisno o dobi ispitanica, pa je predlozeno dodavanje LH u
kasnijoj fazi stimulacije u slucajevima s navedenim omjerom bFSH/bLH (Weghofer i
Feichtinger, 2006). Do sli¢nog su zakljuc¢ka dosli Ho i suradnici koji smatraju da je omjer
FSH/LH > 3 povezan s malim brojem dobivenih oocita, no kako je u ovoj studiji omjer
FSH/LH izraCunat na temelju vrijednosti FSH 1 LH izmjerenih nakon §to su ispitanice ve¢
desetak dana bile pod terapijom agonistima GnRH rezultati nisu izravno uporedivi s
predstavljenim ispitivanjem (Ho i sur., 2005). Zakljucak istrazivanja provedenog na 472
pacijentice u svrhu odredivanja mogucih parametara za ocjenu ocekivanog loseg odgovora na
COS jest da postoji znakovita povezanost ofekivanog loSeg odgovora ukoliko je bazalna
koncentracija bFSH visa, broj antralnih folikula nizi, ali i omjer bFSH/bLH ve¢i. Lo§ odgovor
jajnika povezan je s dobi, prethodnim operacijskim postupcima na jajnicima, brojem
iskoriStenih ampula gonadotropina i s vrSnom koncentracijom E2, na dan primjene hCG

(Zhen i sur., 2008).

Prema nekim studijama bazalna koncentracija estradiola moze pridonijeti kvalitetnijoj ocjeni
ovarijske rezerve. Smatra se da su bazalne koncentracije estradiola < 20 ng/L ili > 80 ng/L
indikacija za nezapocinjanje COS zbog moguceg nereagiranja na terapiju (Frattarelli i sur.,

2000). Stoga se odredivanje bazalne koncentracije estradiola preporucuje uz odredivanje
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bazalne koncentracije FSH, s obzirom na to da vrijednost koncentracije estradiola omogucéava
smanjenje lazno-negativne procjene donesene samo na temelju bFSH; ukoliko su i bFSH i
bE2 povisene izvjestan je los odgovor jajnika na COS (Speroff i Fritz, 2005). S obzirom na to
da je utvrdeno da ispitanice s istim bazalnim vrijednostima estradiola mogu imati razlicit
odgovor na COS, smatra se da izolirana vrijednost bazalne koncentracije estradiola ne moze
biti neovisan prediktor odogovora jajnika na COS (Ficicioglu i sur., 2006). U predstavljenom
je istrazivanju bazalna koncentracija estradiola prepoznata kao jedan od mogucih predikora
loseg odgovora na COS jer je vrijednost AUC za ROC krivulju iznosila 0,68 uz p < 0,05,
osjetljivost 0,71 i specificnost 0,70, al ne i kao nezavisan prediktor. Smatra se takoder da je
bazalna koncentracija estradiola koristan indikator za zapocinjanje postupka COS, no nema

vrijednost kao prediktor odgovora jajnika na COS (Ramalho de Carvalho i sur., 2012).

Poznato je da koncentracija prolaktina raste u stimuliranim ciklusima s obzirom na to da
gonadotropini stimuliraju laktotrofe u hipofizi na pojac¢ano stvaranje prolaktina. IstraZivanja o
povezanosti bazalne koncentracije prolaktina i ishoda COS relativno je oskudan, no moZe se
smatrati da poviSena koncentracija bazalnog prolaktina ne utjece na broj dobivenih oocita, kao
niti na kvalitetu zametaka i konacan ishod postupka (Chang i sur., 1993; Cramer i sur., 2003;
Hummel i sur., 1990; Piekos i sur., 1995) Zbog navedenog odredivanje koncentracije
prolaktina u postupku COS ne pobuduje znac¢ajniji interes istrazivaca, pa prakticki ne postoje
novije studije o mogucoj prediktivnoj vrijednosti prolaktina za uspjesnost COS. Crosignani i
suradnici su utvrdili da ispitanice u postupku stimulacije s prethodnom primjenom agonista
GnRH s ciljem rane supresije skoka LH imaju znakovito vise vrijednosti prolaktina za vrijeme
stimulacije gonadotropinima (Crosignani i sur., 1991). U ovom istrazivanju nije nadena
znacajna razlika izmedu srednje vrijednosti koncentracija prolaktina izmedu skupina T1 i T2
(COS wuz agonist) i skupine T3 (COS uz antagonist). Mendes i suradnici smatraju da
tranzitorno povisenje koncentracije prolaktina za vrijeme COS moze biti povezano s veéim
brojem folikula > 12 mm i vise dobivenih oocita (Mendes i sur., 2001). Rezultati ovog rada u
suglasju su s tim rezultatima jer je kod ispitanica s manjim brojem oocita utvrdena niza
koncentracija prolaktina. Ipak, utvrdeno je, takoder, da bazalna koncentracija nema
prediktivnu vrijednost za lo§ odgovor jajnika na COS. U smislu konac¢ne potvrde ovih
rezultata, bit ¢e potrebno obaviti vise prospektivnih studija s ve¢im brojem ispitanica kako bi
se konacno procijenila prediktivna vrijednost bazalne koncentracije prolaktina za procjenu

odgovora jajnika na COS.
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Bazalna se koncentracija TSH u literaturi ne spominje kao moguci prediktor odgovora jajnika
na COS. Premda njezine vrijednosti ne koreliraju s ishodom COS, zapazeno je da Zene sa
znaCajno viSim bazalnim koncentracijama TSH imaju znatno viSe oocita koje se ne
fertiliziraju nakon postupka oplodnje izvan tijela (Cramer i sur., 2003). Novije retrospektivno
ispitivanje nije naslo znakovitu razliku u ishodu COS i izvantjelesne oplodnje izmedu skupina
ispitanica sa zadanim grani¢nim vrijednostima bazalne koncentracije TSH < 2,5 mIU/L i TSH
< 4,5 mIU/L (Reh i sur., 2010). Suplemetacija levotiroksinom pacijenticama s grani¢nim
hipotireoidizmom ne pridonosi poboljsanju ishoda COS i izvantjelesne oplodnje jer
pacijentice koje imaju disfunkciju Stitnjace imaju slabiju stopu implantacije i klini¢kih
trudno¢a (Scoccia i sur., 2012). Smatra se da kontrolirana stimulacija jajnika utjece na
povisenje serumske koncentracije TSH (Mintziori i sur., 2011), a to je posebice izrazeno kod
pacijentica s preegzistentnim hipotireoidizmom (Gracia i sur., 2012). Autori se slazu da su
neophodne daljnje prospektivne studije koje bi pruzile uvjerljive dokaze za nuznost obrade
funkcije Stitnjace prije i tijekom COS. Do danas nije provedeno istrazivanje kojim bi se
procijenila prediktivna vrijednost bazalne koncentracije TSH za procjenu odgovora na COS,
pa su rezultati ovog ispitivanja koji upucuju da bi bazalna koncentracija TSH bila moguci
prediktor odgovora jajnika na COS temelj za daljnje studije. Utvrdeno je da bazalna
koncentracija TSH nije nazavisan prediktor loSeg odgovora na COS, ali AUC vrijednost za

ROC krivulju iznosi 0,653 uz p < 0,05 te osjetljivost 0,70 1 specifi¢nost 0,56.

Danas se broj antralnih folikula smatra jednim od boljih prediktora odgovora jajnika na COS
jer je utvrdeno da znacajno korelira s brojem dobivenih oocita nakon COS. Rezultati ovog
ispitivanja sukladni su zaklju¢cima brojnih studija koja povezuju broj antralnih folikula s
brojem dobivenih oocita nakon COS (Bancsi i sur., 2002; de Carvalho i sur., 2008; Frattarelli
i sur., 2000; Hendriks i sur., 2007; Jayaprakasan i sur., 2010; Muttukrishna i sur., 2005).
Prospektivnom studijom koja je obuhvatila 110 ispitanica koji su podvrgnute COS utvrdeno je
da je broj antralnih folikula superioran ili po vrijednosti barem jednak svim proucavanim
endokrinim parametrima u predikciji odgovora na COS (Kwee i sur., 2007). Zaklju¢ak meta-
analize Verhagena i suradnika je bio da broj antralnih folikula ima jednako dobru prediktivnu
vrijednost kao i multifaktorski model ocjene moguceg loseg odgovora na COS, pa stoga broj
antralnih folikula treba smatrati prvim izborom za ocjenu smanjene ovarijske rezerve
(Verhagen i sur., 2008). Prospektivnim istrazivanjem koje je ukljucilo 336 pacijentica

ukljucenih u prvi pokusaj COS potvrdeni su rezultati prethodnih studija koje povezuju
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bazalnu koncentraciju FSH i AMH te broj antralnih folikula s dobi pacijentice. Bazalna
koncentracija AMH 1 broj antralnih folikula imali su veéu prediktivnu vrijednost za procjenu
ovarijske rezerve u odnosu na izoliranu vrijednost bazalne koncentracije FSH ili dobi
pacijentice te je zakljuCeno da koncentracija AMH 1 broj antralnih folikula mogu koristiti za
proocjenu ovarijske rezerve sa slicnom razinom znacajnosti (Lee i sur., 2009). U ovom
istrazivanju broj antralnih folikula pokazao se se kao najbolji neovisni prediktor odgovora
jajnika na COS jer je vrijednost AUc za ROC krivulju iznosila 0,838 uz p < 0,05, osjetljivost
0,73 1 specificnost 0,85. Smatra se da broj antralnih folikula kao neovisni prediktor ima
najbolji potencijal otkrivanja loSeg odgovora jajnika na COS; Bancsi i suradnici utvrdili su da
je AUC za ROC krivulju 0,87, premda bez statisticke znacajnosti u odnosu na prediktivnu
snagu bFSH ¢ija je AUC iznosila 0,84. Uklju¢ivanjem bFSH 1 inhibina B AUC se povecala na
0,90, dok ostale mjerene varijable (bE2, dob, volumen jajnika) uklju¢ivanjem u model
predikcije nisu pridonijele boljem rezultatu. Autori su predlozili formulu za objektivizaciju

predikcije loseg odgovora na COS:
PRSc (,,poor response score*)=(12 x FSH IU/L) — (14 x AFC n) — (1 x inhibin B pg/ml)
¢ime je moguce procijeniti mogucnost loseg odgovora jajnika na COS (Bancsi i sur., 2002).

U ovom su radu dobiveni sli¢ni rezultati; broj antralnih folikula je identificiran kao najbolji
neovisni prediktor odgovora jajnika na COS AUC 0,84, bazalne koncentracije FSH, E2 i TSH
imaju slabiju, ali jo§ wuvijek statisticki znaajnu dijagnosticku to¢nost, dok bazalne
koncentracije prolaktina i BMI nemaju statisticki znakovitu to¢nost u predikciji odgovora na
COS. Zanimljivi su podaci dobiveni za prediktivnu vrijednost dobi; premda s malom
osjetljivos¢u od 0,38, ali s najve¢om specificnoscu od 0,89, AUC za ROC krivulju iznosila je
0,86 uz p < 0,05. Uklju¢ivanjem svih potencijalnih prediktora koji su prehodnom analizom
identificirani (dob, bazalne koncentracije FSH, E2 i TSH te broj antralnih folikula) utvrdeno
je da je zajednicka dijagnosticka to¢nost veca od pojedinacne te da AUC iznosi 0,89, a §to je
slican rezultat prethodno navedene studije koja je ukljucila bazalne koncentracije FSH 1
inhibina B te broj antralnih folikula, u kojoj je AUC iznosio 0,90 (Bancsi i sur., 2002).
Multivarijantne analize za predikciju loSeg odgovora jajnika na COS kombiniraju razlicite
parametre, pa je tako ispitana mogucnost predikcije kombiniranim vrijednostima bazalnih
koncentracije FSH 1 inhibina B, ali je zaklju¢eno da ovakav test ima nisku osjetljivost
(Fabregues i sur., 2000). Ispitivanje kojim je vrednovana kombinacija bazalnih koncentracija
FSH, inhibina B i AMH pokazalo je dobru specifi¢nost od 0,91, ali loSiju osjetljivost od 0,69
(van Rooij IA et al, 2006.). Nedavna prospektivna studija koja je obuhvatila 135 ispitanica u
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prvom pokusaju COS pokazala je da su bazalna koncentracija AMH 1 broj antralnih folikula
najbolji prediktori odgovora na COS s AUC od 0,935 za AFC i 0,905 za koncentraciju AMH
uz osjetljivost i specificnost predikcije 0,93 1 0,88 za broj antralnih folikula i 1,00 i 0,73 za
bAMH. Kombinirani test broja antralnih folikula i bAMH nije znacajno pobolj$ao razinu
predikcije (AUC = 0,946) (Jayaprakasan i sur., 2010). Prospektivnom studijom Al-Azemia i
suradnika ispitana je prediktivna vrijednost bazalne koncentracije FSH, inhibina B i AMH te
dobi pacijentice za ocekivani odgovor na COS te je utvrdeno da kombinacijom navedenih
parametra AUC iznosi 0,819 dok je za izolirane parametre AUC iznosio 0,827 za AMH;
0,721 za bFSH; 0,686 za inhibin B i1 0,676 za dob (Al-Azemi i sur., 2011).

Osim procjene vrijednosti parametara koji su odredivani u ciklusu koji prethodi COS kao
prediktora odgovora jajnika, u ovom je radu analizirana vrijednost parametara mjerenih 7.
dana stimuliranog ciklusa i na dan primjene hCG, prolaktina i estradiola. Utvrdeno je da
koncentracija E2 7. dan ima prihvatljivu sposobnost otkrivanja loSeg odgovora na COS s
AUC = 0,828, specificnos¢u 0,70 1 osjetljivoscu 0,85 ukoliko se optimalna grani¢na vrijednost
vrijednost postavi 1455,1 IU/L. Nekoliko studija pokusalo je definirati korisnost mjerenja
estradiola kao prediktora odgovora jajnika nakon $to je COS zapoceta. U jednoj od njih
koncentracija E2 mjerena cetvrti dan COS prepoznata je kao znacajni prediktor uspjesnosti
postupka uz grani¢nu vrijednost od 75 pg/ml (275 pmol/L) (Phelps i sur., 1998). Zanimljiva
su opazanja Mitwallya i suradnika koji su pokazali da AUC za koncentraciju E2 tijekom
trajanja stimulacije ne odraZava primjereno vr$nu koncentraciju E2 na dan primjene hCG
(Mitwally i sur., 2005), te da ciklusi imaju znakovito manju uspje$nost ostvarenih trudnoca
kod Zena starijih od 35 godina neovisno o vrijednosti AUC za koncentraciju E2, a da je
pozitivna korelacija izmedu AUC za koncentraciju E2 s ostvarenom stopom trudnoca prisutna
do odredene granice iznad koje se javlja negativna korelacija (Mitwally i sur., 2006). Ve¢
spomenuta studija Miaoa i suradnika dosla je do zakljucka da odredivanje koncentracije E2 i
inhibina B u ranoj fazi COS mogu ponuditi preciznu i to¢nu ranu predikciju odgovora jajnika
na COS te tako pridonijeti pravovremenoj prilagodbi terapije, a kako bi se smanjio rizik loseg
odgovora jajnika odnosno hiperstimulacije (Miao i Huang, 2009).

Prediktivna vrijednost koncentracije prolaktina 7. dana stimulacije nije se pokazala iznimno
znaCajnom (AUC = 0,66, specificnost 0,83 i osjetljivost 0,62) Sto je dijelom sukladno
prethodnim studijama koje tranzitorno povisenje koncentracije prolaktina za vrijeme COS ne
smatraju bitnim za ishod pomognute oplodnje (Chang i sur., 1993; Merari i sur., 1992; Piekos
i sur., 1995).
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Dobiveni rezultati prema kojima koncentracija E2 izmjerena na dan primjene hCG ima
odli¢nu sposobnost predikcije loseg odgovora na COS (AUC = 0,91, specifi¢nost 0,78,
osjetljivost 0,91) u skladu su s istrazivanjima koja povezuju vrijednost serumske
koncentracije E2 s brojem dobivenih oocita, ali i s krajnjim ishodom postupka izvantjelesne
oplodnje (Balasch i sur., 1995; Bianco i sur., 2009). U retrospektivnoj studiji Jooa i suradnika
obradeni su podaci iz 455 ciklusa COS u kojem su ispitanice na temelju koncentracije E2 na
dan primjene hCG podijene u 5 skupina (skupina A < 1000 pg/ml, B 1000-2000 pg/ml, C
2000-3000 pg/ml, D 3000-4000 pg/ml i E > 4000 pg/ml). Utvrdeno je da je broj dobivenih
oocita pozitivno korelirao s koncentracijom E2 te da je konacni ishod postupka izvantjelesne
oplodnje bio znacajno bolji u skupini D u odnosu na skupine B i C. Premda je skupina E
imala najvisu koncentraciju E2 na dan primjene hCG i najvise dobivenih oocita, klini¢ka je
stopa trudnoca bila zna¢ajno manja nego u skupini D pa je kao optimalna vrijednost E2 na
dan primjene hCG, u smislu predikcije uspjesnosti postupka IVF za Zene mlade od 38 godina
predlozena 3000-4000 pg/ml, a za starije od 38 godina 2000-3000 pg/ml (Joo i sur., 2010).
Previsoke koncentracije E2 mnogi autori smatraju nepovoljnima za implantaciju, a
istrazivanja potvrduju lo$ije ishode postupaka kod zena s prekomjernim brojem dobivenih
oocita (Kosmas i sur., 2004; van der Gaast i sur., 2006).

Pregledom dostupne literature, nije nadena studija procjene vrijednosti koncentracije
prolaktina na dan primjene hCG. Prema dobivenim rezultatima moguce je zakljuciti da taj
parametar usprkos statistickoj znacajnosti p < 0,05 nema znacajnu prediktivnu vrijednost za
procjenu odgovora jajnika na kontroliranu stimulaciju, obzirom na to da je AUC iznosio
0,644, uz specifi¢nost 0,69 i osjetljivost 0,60. Studija u kojoj je koncentracija prolaktina
mjerena 36 sati, 12 sati, 10 minuta prije te 12 sati nakon primjene hCG nije pokazala zna¢ajnu
razliku u koncentraciji prolaktina izmedu trudnih Zena i Zena kod kojih trudnoca nije bila
ostvarena (Chang i sur., 1993). Uporedba koncentracije prolaktina u ranoj lutealnoj fazi i
ishoda izvantjelesne oplodnje nije pokazala znacajnu razliku izmedu trudnih i netrudnih

ispitanica (Balasch i sur., 1995).

Kako su dob i indeks tjelesne mase prepoznati kao ¢imbenici koji utjecu na odgovor jajnika
na COS u ovom se istrazivanju pokusalo utvrditi koji bi od mjerenih parametara mogao biti
bolji prediktor odgovora jajnika, upravo kod ispitanica koje spadaju u "nerizi¢nu skupinu",
odnosno kod onih koje su mlade od 36 godina i ¢iji je indeks tjelesne mase < 25. Stoga je
ucinjena istovrsna analiza kojom je ustanovljeno da samo dva parametra imaju statistiCku

znacajnost kao moguéi prediktori odgovora na COS: broj antralnih folikula i koncentracija E2
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na dan primjene hCG. Jedino broj antralnih folikula od svih parametara koji su odredivani u
ciklusu koji prethodni COS ima prihvatljivu dijagnosticku to¢nost za procjenu odgovora na
COS (AUC = 0,742, specifi¢nost 0,65, osjetljivost 0,84), dok estradiol ima slab dijagnosticki
potencijal (AUC = 0,645 specificnost 0,76, osjetljivost 0,53). Rezultati studije u kojoj je
procjenjivana prediktivna vrijednost bazalnih parametara za procjenu uspjesnosti pomognute
oplodnje a ispitanice podijeljene na mlade i starije od 35 godina, pokazali su da bazalne
koncentracije hormona nemaju prediktivnu vrijednost za ishod pomognute oplodnje u skupini
ispitanica mladih od 35 godina (Lee i sur., 2009). U mladoj dobnoj skupini kao najbolji
prediktor pokazao se broj antralnih folikula, a $to je sukladno rezultatima ove studije.

| za ovu je skupinu ispitanica procijenjena prediktivna vrijednost koncentracija E2 i prolaktina
izmjerene 7. dan COS i na dan primjene hCG. Koncentracija E2 7. dana ima prihvatljivu
sposobnost u identifikaciji loSeg odgovora na COS (AUC = 0,702), dok koncentracija
prolaktina ima nesto loSiju dijagnosticku to¢nost (AUC = 0,667). Zajednicki ucinak ovih
vrijednosti nesto je veéi od pojedinacnog (AUC = 0,738) te bi mozda mogao imati klinicki
znacaj u predvidanju ishoda COS $to bi moglo utjecati na promjenu, odnosno prilagodbu
terapije. Vrijednosti za dijagnosti¢ku to¢nost koncentracije E2 na dan primjene hCG bile su,
kao §to je za ocekivati, bolje nego 7. dana COS (AUC = 0,777), ali je koncentracija prolaktina
imala cak neSto loSiju dijagnosti¢ku to¢nost (AUC = 0,648). Kao i u prethodnom slucaju
kombiniranjem ovih vrijednosti dijagnosticka se to¢nost povecava te AUC iznosi 0,788.
Rezultati ove studiji ne samo da nisu potvrdili postavljenu tezu da Zene s genotipom
Ser®®/Ser®™ imaju veéu predispoziciju za lo§ odgovor jajnika na COS, veé je na temelju njih
moguce pretpostaviti da su zene mlade od 32 godine s tim genotipom sklonije prekomjernoj
reakciji jajnika na COS. Statisticki je stoga detaljnije analizirana skupina zena s genotipom SS
(N=49) koja je podijeljena prema bazalnoj koncentraciji FSH (< 7,6 IU/L i > 7,6 IU/L) i
prema dobi (< 36 i > 36 godina). Analizom nije utvrdena statisti¢ki zna¢ajna razlika bazalne
koncentracije po dobnim skupinama, ¢ak ni kada su ispitanice prema dobi podijeljene u 3
skupine (< 32, 32 — 36 i > 36 godina). Ipak, zanimljivo je primjetiti da je broj dobivenih
oocita u skupini ispitanica mladih od 36 godina bio veéi u kada je bFSH < 7,6 IU/L, dok je
kod starijih od 36 godina, bio ve¢i u skupini s bFSH > 7,6 IU/L. Kad je analizirana
povezanost bazalne koncentracije FSH s odgovorom jajnika na kontroliranu stimulaciju
definiranog kroz broj dobivenih oocita (ispitanice su podijeljene u skupinu poor responders —
broj dobivenih oocita 0 — 3 i ostale — broj dobivenih oocita > 4 utvrdena je statisticki znacajna

razlika izmedu skupina. Bazalna koncentracija FSH bila je statisticki znacajno visa u skupini
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ispitanica sa slabim odgovorom jajnika na kontroliranu stimulaciju (p = 0,026). Statistickom
se analizom pokusalo ispitati hoce li se na temelju bFSH moéi prepoznati ispitanice s
pojacanim odgovorom na COS (broj dobivenih oocita < 12 i > 12), no nije utvrdena znacajna
razlika izmedu skupina s bFSH < 7,6 IU/L i > 7,6 IU/L. Prema literaturi, razli¢ite su procjene
0 predispoziciji Zena s genotipom SS za lo§ odgovor na COS. Prvi radovi su zakljucivali da su
zene s genotipom SS sklone losijem odgovoru na COS (Jun i sur., 2006; Loutradis i sur.,
2006a; Perez Mayorga i sur., 2000; Sudo i sur., 2002), medutim novije studije upuc¢uju na

zakljugak da genotip za SNP Asn®®/Ser®®

ne utje¢e na odgovor jajnika na COS (Binder i sur.,
2012; Mohiyiddeen i Nardo, 2010). Novija litaratura takoder izjednacava mogucnost loseg
odgovora na COS kod osoba s homozigotnim oblikom (SS i NN) (Loutradis i sur., 2012) dok
neki autori smatraju da je bolji ishod izvantjelesne oplodnje moguée ocekivati kod Zena s
genotipom SS (Klinkert i sur., 2006). Zanimljivo je spomenuti studiju koja Zene s genotipom
SS povezuje sa neprimjerenim odgovorom na stimulaciju, od kojih ¢ak 53,3% prekomjerno
reagira na COS, dok tek 46,7% lose reagira na COS, no treba naglasiti da je prosjecna dob
skupine s genotipom SS u tom istrazivanju 28 godina (Sheikhha i sur., 2011). Raznolikost
rezultata svakako zasluzuje paznju te su nuzna daljnja ispitivanja posebice mladih zena koje

su kandidati za prekomjeran odgovor jajnika i mogucu hiperstimulaciju.

Odabir terapije za prvi pokusaj COS za postupak izvantjelesne oplodnje ovisi o individualnim
osobinama pacijentice, dobi, anamnezi, hormonskom statusu, ultrazvuénom nalazu i uzroku
neplodnosti, ali i o kliniCkom iskustvu lije¢nika. Dilema postoji u odabiru gonadotropina i
naina supresije LH: agonistima ili antagonistima. Brojna su istrazivanja zakljucila da su
rezultati neovisno o odabranom gonadotropinu ili agonistu/antagonistu sli¢ni te da je za
odabir prvog pokusaja COS vazan individualan pristup svakoj pacijentici (Bosch i sur., 2008;
Engel i sur., 2006). U literaturi za sada ne postoji model odabira optimalne terapije utemeljen
na parametrima odredenim prije COS. Stoga se na temelju dobivenih rezultata u ovom radu
pokusalo definirati takav model, ali se on zbog relativnho malog broja ispitanica oslonio na
samo 2 parametra: bazalnu koncentraciju FSH i dob ispitanice. Ispitanice su prvo podijeljene
na 2 skupine prema bazalnoj koncentraciji FSH (< 7,6 IU/L i > 7,6 IU/L), a zatim po dobi (<
32,32 — 36, 1> 36 godina). Statisticki znacajna razlika utvrdena je za skupinu ¢ija je bFSH <
7,6 IU/L, a dob 32 — 36 godina, te je utvrdeno da se najbolji rezultati postizu s "dugim
protokolom" (svakodnevnim koristenjem agonista GnRH od 21. dana ciklusa koji prethodi

COS te s 225 IU rFSH od 2. dana menstruacijskog ciklusa svakodnevno do primjene hCG
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(8,0 oocita). Ista se terapija pokazala najboljom u skupini ispitanica s bFSH > 7,6 IU/L i dobi
< 32 godine. Ovakav pristup mogao bi uvelike pridonijeti odabiru optimalne terapije za prvi
pokusaj COS i to na specifi¢an nacin koji ukljucuje dob zene te bazalnu koncentraciju FSH.
Svakako da bi ukljucivanje i drugih parametara, posebice broja antralnih folikula, znacajno
pridonijelo vrijednosti ovakvih modela no potrebno je provesti studiju na puno ve¢em broju

ispitanica kako bi dobiveni rezultati imali $to vec¢i klinic¢ki znaca;.

Polimorfizmi receptora hormona ukljucenih u regulaciju reprodukcije neprekidan su predmet
znanstvenih i klini¢kih istrazivanja. Od svih do danas otkrivenih SNP najveéu pozornost
plijeni SNP Asn®®%Ser®®® u genu za FSHR, premda novije istrazivanje uz navedeni SNP
predlaze i genotipizaciju polimorfizama u receptorima za estrogene (ESR1 Pvu Il i ESR2 Rsa)
s ciljem sto bolje predikcije odgovora na COS (Anagnostou i sur., 2012). Kao moguéi
kandidati spominju se SNP u genima za AMH i njegov receptor, premda je nedavno
istrazivanje utvrdilo da ove genske varijante nemaju prediktivnu vrijednost za odgovor na
COS (Hanevik i sur., 2010). Krajnji cilj farmakogenomike jest klini¢ka uporaba rutinski
odredenih genetskih markera za predvidanje odgovora jajnika, kao i odabir adekvatne terapije
prije uvodenja pacijentica u COS, no kako bi se takvi biljezi identificirali i validirali, nuzno je
provesti §to veci broj sustavnih istraZivanja koje ¢e ukljuciti Sto veci broj ispitanica kako bi se
doslo do kona¢nog odgovora o vrijednosti pojedinog biljega. Rezultati predstavljenog
istrazivanja nisu potvrdili vrijednost genotipizacije SNP Asn®®/Ser®® za predvidanje ishoda
COS, ali su pridonijeli vrednovanju klasi¢nih biokemijskih parametara i broja antralnih
folikula za procjenu ovarijske rezerve. Zakljucci ove studije sukladni su zaklju¢cima nedavne
meta-analize kojom je utvrdeno da nema jasne klini¢ke ucinkovitosti probira populacije na
SNP Asn®%/Ser®® u smislu procjene ovarijske rezerve i individualizacije doze FSH
(Mohiyiddeen i sur., 2012). Ipak, ostaje moguénost da genotipizacija SNP Asn®/Ser®® kod
mladih ispitanica s genotipom p.Ser680Ser moze predvidjeti odgovor na COS, ali potrebne su
studije na veCem broju ispitanica kako bi se ova hipoteza potvrdila. Uz to, pretpostavljen je
moguci model za $to bolji odabir terapije na osnovi dobi Zene i bazalnoj koncentraciji FSH u

smislu postizanja boljeg odgovora na COS.
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ZAKLJUCCI

Na temelju provedenih pokusa, dobivenih rezultata i rasprave moze se zakljuditi sljedece:

hipoteza da ispitanice genotipa Ser®*’/Ser®®’

imaju predispoziciju za lo$iji odgovor
jajnika na kontroliranu stimulaciju nije dokazana

genotip za SNP Asn®*/Ser® u genu FSHR nije dobar prediktor ovarijske rezerve niti
odgovora jajnika na kontroliranu stimulaciju, pa se genskim probirom ne mogu
jednoznacno identificirati ispitanice s moguéim losijim odgovorom na COS
genotipizacija za SNP Asn®*/Ser®™ ima potencijalnu vrijednost za identifikaciju
ispitanica mlade dobi koje su predisponirane za pojatan odgovor jajnika na
kontroliranu stimulaciju

najbolji samostalni prediktor ovarijske rezerve i dobrog odgovora na kontroliranu
stimulaciju jajnika mjeren prije zapocinjanja COS je broj antralnih folikula
predikcijski model formiran na temelju parametara odredenih prije pocetka COS (broj
antralnih folikula, dob, indeks tjelesne mase, bazalne koncentracije FSH, E2 i THS)
zbog svoje dijagnosticke tocnosti vece od dijagnosticke tocnosti broja antralih folikula
(AUC 0,89 vs. 0,84) moze znacCajno pridonijeti procjeni odgovora jajnika na
kontroliranu stimulaciju

koncentracija E2 izmjerena na dan primjene hCG uz veliku dijagnosticku tocnost

(AUC = 0,91) najbolji je neovisni prediktor odgovora na COS
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ACTH
AlH

Ala
Arg
ART
Asn
bFSH
bLH
BMI
COS
CRH
dNTP
E2
FSH
FSHR
GH
GHRH
GnRH
hCG
ICSI
IVF
kDa
LH
PRL
Pro
rFSH
Ser
Thr
THR
TSH

adrenokortikotropni hormon (eng. adrenocorticotropic hormone)

inseminacija  sjemenom  partnera (eng. artificial insemination by
husband/variation human)

alanin

arginin

pomognuta oplodnja (eng. assisted reproductive technology, ART)

aspargin

bazalna koncentracija FSH

bazalna koncentracija LH

indeks tjelesne mase (eng. body mass indeks)

kontrolirana stimulacija janika (eng. controlled ovarian stimulation)

hormon koji oslobada kortikotropin (eng. corticotropin releasing hormone)
deoksinukleotid-trifosfat

estradiol

folikul stimuliraju¢i hormon

receptor za FSH

hormon rasta (eng. growth hormone)

hormon koji oslobada hormon rasta (eng. growth hormone releasing hormone)
hormon koji oslobada gonadotropine (eng. gonadotrophin releasing hormone
humani korionski gonadotropin (eng. human chorionic gonadotropin)
intracitoplazmatsko injiciranje spermija (eng. intracytoplasmic sperm injection)
izvantjelesna oplodne (eng. in vitro fertilisation)

kilodalton

luteiniziraju¢i hormon

prolaktin

prolin

rekombinantni FSH

serin

treonin (eng. threonine)

hormon koji otpusta tireotropin (eng. thyreotropin releasing hormone)

hormon koji stimulira tireoideu (eng. thyroid stimulating hormone)
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ZIVOTOPIS

Renato Bauman roden je 3. ozujka 1965. godine u Zagrebu, gdje je zavr$io osnovnu i
srednju skolu. Medicinski fakultet Sveucilista u Zagrebu upisao je 1983. godine, a diplomirao
u svibnju 1990. godne nakon S§to je odsluzio obavezni vojni rok. Nakon jednogodiSnjeg
pripravni¢kog staza u KB "Sestre milosrdnice™ u Zagrebu, stru¢ni ispit poloZio je U sije¢nju
1992. godine. Po poloZenom ispitu dragovoljno je pristupio Hrvatskoj vojsci te je do svibnja
1992. godine bio lije¢nik 1. bojne 100. brigade HV (Banija, Nova Gradiska). Do studenog
1992. godine bio je zaposlen Domu zdravlja Purdevac. Specijalizaciju iz ginekologije i
porodni$tva u Klinici za ginekologiju i porodnistvo OB "Sveti Duh" zapoceo je u studenom
1992. godine, a specijalisticki ispit je polozio u velja¢i 1997. godine. Nakon polozenog
specijalistiCkog ispita zaposlen je na Odjelu za ginekologiju i humanu reprodukciju gdje radi i
danas. Od pocetka specijalistickog staza bavi se obradom i lije¢enjem neplodnosti §to
ukljucuje postupke pomognute reprodukcije i izvantjelesnu oplodnju, a od 2005. godine
voditelj je tima. Aktivno sudjeluje i u radu operativnog dijela istog odjela unutar kojeg je
zaduzen za dijagnosticku i terapijsku endoskopsku kirurgiju.

Tijekom specijalizacije odslusao je postdiplomski studij "Ultrasound in clinical medicine" i
2000. godine obranio magistarski rad "Pracenje protoka krvi obojenim doplerom kroz krvne
zile maternice abdominalnim, vaginalnim i transperinealnim pristupom", te stekao znanstveni
stupanj magistar znanosti. Znanstvena aktivnost sakupljena je u 19 znanstvenih radova od
kojih je 6 objavljeno u ¢asopisima koje citira baza Current Contents. Aktivno je sudjelovao na
brojnim znanstvenim skupovima predstavivsi 12 posterskih priopéenja te odrzavsi nekoliko
pozvanih predavanja.

Uz Klini¢ki rad s pacijentima aktivno je uklju¢en u edukaciju dodiplomskih studenata te
pripravnika i specijalizanata. Kao predava¢ sudjeluje u teCajevima trajne edukacije te u
odrzavanju teorijske i prakti¢ne nastave na poslijediplomskom studiju "Ultrazvuk u klini¢koj
medicini".

Clan je vi$e znanstveno-stru¢nih drustava. Autor je 15 poglavlja u knjigama.

OZenjen je 1 otac troje djece.
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POVEZANOST POLIMORFIZMA Asn®%Ser®® RECEPTORA ZA FSH
| ODGOVORA NA KONTROLIRANU STIMULACIJU JAINIKA
KOD ZENA U POSTUPKU IZVANTJELESNE OPLODNJE

Renato Bauman
Klinika za ginekologiju Klini¢ke bolnice 'Sveti Duh'', Zagreb

Uspjesnost postupka izvantjelesne oplodnje (IVF) uvelike ovisi o odgovoru jajnika na kontroliranu stimulaciju
¢ija se adekvatnost povezuje s prisutnoséu polimorfizma 2039G>A u genu za receptor folikul stimulirajuceg
hormona (FSHR) kao i bazalnom koncentracijom FSH, luteinizirajuéeg hormona (LH), estradioala (E2),
hormona koji stimulira tireoideu (TSH) i prolaktina. Polimorfizam jedne baze (SNP) rezultira zamjenom
asparagina serinom na poloZaju 680 u FSHR (Asn®*/Ser®’). Kako bi se pridonijelo rasvjetljavanju korisnosti
ovog polimorfizma u predvidanju odgovora jajnika na kontroliranu stimulaciju , analiziran je genotip 211 Zena
podvrgnutih postupku izvantjelesne oplodnje te im je uz hormonski status odredeni broj antralnih folikula.
Primjenom odgovarajucih statisti¢kih testova utvrdeno je da genotip za SNP Asn®"/Ser®™ u genu FSHR nije
dobar prediktor ovarijske rezerve niti odgovora jajnika na kontroliranu stimulaciju, pa se genskim probirom ne
mogu jednoznacno identificirati ispitanice s moguéim loSijim odgovorom na COS. Ipak, nadeno je da
genotipizacija za SNP Asn®*’/Ser® ima potencijalnu vrijednost za identifikaciju ispitanica mlade dobi genotipa
Ser®%/Ser® koje su predisponirane za pojadan odgovor jajnika na kontroliranu stimulaciju. Utvrdeno je takoder,
da je najbolji neovisan prediktor ovarijske rezerve i odgovora na kontroliranu stimulaciju jajnika (eng. controlled
ovarian stimulation, COS) mjeren prije zapocinjanja terapije, broj antralnih folikula, a da predikcijski model
formiran na temelju parametara odredenih prije pocetka COS (broj antralnih folikula, dob, indeks tjelesne mase,
bazalne koncentracije FSH, E2 i TSH) zbog svoje dijagnosticke tocnosti veée od dijagnosticke tocnosti broja
antralnih folikula (AUC 0,89 vs. 0,84) moze znacajno pridonijeti procjeni odgovora jajnika na kontroliranu
stimulaciju. Koncentracija E2 izmjerena na dan primjene humanog korionskog gonadotropina za stimulaciju
ovulacije uz veliku dijagnosti¢ku to¢nost (AUC = 0,91) najbolji je neovisni prediktor odgovora na COS.
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The successfulness of the in vitro fertilization (IVF) largely depends on the women’s response to the controlled
ovarian stimulation which adequateness has been assumed to be connected to the single nucleotide
polymorphism (SNP) 2039G>A in follicle-stimulating hormone receptor gene, as well as the basal concentration
of follicle —stimulating hormone (FSH), luteinizing hormone (LH), estradiol (E2), thyroid-stimulating hormone
(TSH) and prolactin. With the purpose to contribute to the evaluation of SNP 2039G>A in a prediction of
ovarian response to the controlled stimulation, 211 women undergoing IVF were genotyped. In addition to the
hormonal status determination, the number of antral follicles was estimated. Using appropriate statistical
analyses it was found that genotype of SNP Asn®/Ser®® in FSHR gene is neither a good predictor of ovarian
reserve nor ovarian response to the controlled stimulation. Thus, genetic screening for poor responders to the
controlled ovarian stimulation (COS) is not diagnostically valuable. However, it was found that genotyping of
this SNP could be potentially useful for identification of women of younger age (< 32 years) with Ser®®%/Ser®®
genotype predisposed for hyperresponse to the controlled stimulation. It was also found that the best independent
predictor of ovarian reserve and response to COS determined before the therapy application is antral follicle
count (AFC), while the prediction model formed of the parameters determined before the therapy application
(AFC, age, body mass index, basal concentration of FSH, E2 and TSH) based on higher diagnostic accuracy than
AFC (AUC 0,89 vs. 0,84) could significantly contribute to the prediction of ovarian response to COS. E2
concentration measured on the day of the application of human chorionic gonadotropine for the stimulation of
ovulation with the highest diagnostic accuracy (AUC = 0,91) is the best independent predictor of ovarian
response to the controlled stimulation.
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