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Sazetak
Uspjesnost klini¢kih trudnoc¢a u KB Sveti Duh od 2015. do 2020. vraéanjem prethodno

zamrznutih zametaka u prirodnim i umjetnim ciklusima

Uvod: Postoje dva osnovna protokola pripreme endometrija prilikom vracanja
prethodno zamrznutih zametaka. Priprema endometrija u prirodnom ciklusu odvija se
bez ili uz minimalnu hormonsku terapiju, dok se u umjetnim ciklusima endometrij

priprema isklju€ivo uz nadomjesnu hormonsku farmakoterapiju.

Ciljevi: Cilj ovog rada je usporediti stope klini¢kih trudno¢a kod prijenosa prethodno
zamrznutih zametaka u prirodnim i umjetnim ciklusima. Takoder, cilj je i prikazati stope
klini¢kih trudnoc¢a ovisno o dobi pacijentica, stadiju i broju prenesenih zametaka te

primarnom i sekundarnom sterilitetu pacijentica.

Materijali i metode: Ovo istraZivanje obuhvaca prijenose prethodno zamrznutih
zametaka u Klini¢koj bolnici "Sveti Duh" u petogodiSnjem razdoblju. Obuhvaéeno je
ukupno 369 prijenosa i 323 pacijentice koji zadovoljavaju kriterije uklju¢enja. Ishod je
odreden kao stopa klini¢kih trudnoca. Stope su usporedene ovisno o protokolu
pripreme endometrija, dobi pacijentica, stadiju i broju prenesenih zametaka te
sterilitetu pacijentica.

Rezultati: Utvrdena je klini¢ka stopa trudnoc¢a od 32,1 % (79/246) u prirodnim i 31,0
% (38/123) u umjetnim ciklusima pripreme, p=0,812. ZapaZena je povecana
kumulativna stopa klinickih trudno¢a kod prijenosa zametaka u stadiju blastociste,
36,7 % (104/283) naspram ranijih razvojnih stadija (brazdanje i kompaktacija) 15,1 %
(13/86), p<0,001. Povecéana je i kumulativna stopa pri prijenosu dva zametka 38,8 %
(45/116) naspram jednog zametka 28,5 % (72/253), p=0,048.

Zaklju€ak: Oba protokola pripreme pokazala su usporedivo jednake stope klinickih
trudnoca. S obzirom na moguce nuspojave hormonske terapije kod umjetnih ciklusa,
kod pacijentica sa regularnim menstrualnim ciklusom prednost treba dati prirodnom
protokolu. Stopa klini¢kih trudnoca biti ¢e vecéa pri prijenosu zametaka u stadiju
blastociste naspram ranijih razvojnih stadija. Takoder, stopa Ce biti veca i pri prijenosu

dva zametka, ali postoji povecana mogucnost viSeplodne trudnoce.

Klju€ne rije€i: pomognuta oplodnja, protokol pripreme, umjetni ciklus, prirodni ciklus,

zamrznuti zametci



Summary

Success after returning previously frozen embryos in natural and artificial cycles at the
University Hospital "Sveti Duh" in the period 2015-2020

Background: There are two main endometrial preparation techniques in frozen
embryo transfers. The natural cycle protocol implies using none or minimal hormone

agents, whereas artificial cycles are dependent on using adjuvant hormone therapy.

Objectives: The purpose of this study is to compare clinical pregnancy rates following
frozen embryo transfers (FET) in natural and artificial cycles. Also, the goal is to
analyse clinical pregnancy rates depending on the age of the participants, stages and

number of transferred embryos and types of patient infertility.

Materials and methods: This paper includes frozen embryo transfers at University
hospital “Sveti Duh” in the five year period. Three hundred sixty-nine transfers and
three hundred twenty-three patients who met inclusion criteria were included. The
main outcome is presented as a clinical pregnancy rate. The rates are compared
depending on the endometrial preparation protocol, the age of the patients, stages
and number of transferred embryos and type of patient infertility.

Results: The study showed clinical pregnancy rates of 32.1% (79/246) in natural and
31.0% (38/123) in artificial cycles, p=0.812. Increased cumulative clinical pregnancy
rate was observed in transfers of blastocyst stage embryos, 36.7% (104/283)
compared to cleavage stage embryos 15.1% (13/86), p<0.001. In addition, increased
cumulative clinical pregnancy rate was observed in transfers of two embryos, 38.8%
(45/116) compared to single embryo transfer 28.5% (72/253), p=0.048.

Conclusion: There was no significant difference found between natural and artificial
cycles in frozen embryo transfers. Due to the possible side effects of artificial cycle
protocols, in patients with regular menstrual cycles the advantage is to be given to the
natural cycle endometrium preparation. Clinical pregnancy rate is to be higher when
transferring blastocyst stage embryos compared to cleavage stage. Also, clinical
pregnancy rate will be higher when transferring two embryos, but there is an increased

risk of multiple pregnancy.

Keywords: in vitro fertilization, frozen embryo transfer, artificial cycle, natural cycle,

clinical pregnancy rate



1. Uvod

1.1 Krioprezervacija zametaka

1.1.1  Proces krioprezervacije

Tehnologije zamrzavanja zametaka u Sirokoj su uporabi prilikom provodenja
postupaka izvantjelesne oplodnje (IVF). Najnovije tehnike krioprezervacije
omogucavaju pohranu bioloskih tkiva i stanica hladenjem tekuc¢im duSikom na
temperature od -195.79 °C. Takva kriopohrana bioloskog materijala sprjeCava njegovu
bioloSku aktivnost ukljuCujuci sve biokemijske reakcije ukljuene u stani¢nu smrt.
Prilikom procesa zamrzavanja zametci su izlozeni velikoj koli€ini fizi€kog stresa koji je

uzrokovan direktno uc€incima niskih temperatura ili samim stvaranjem kristala leda (1).

Krioprotektankti (CPA) su tvari Cija je uloga sprijeciti oSte¢enja koja bi mogla nastati
postupkom smrzavanja. Oni djeluju snizavanjem toCke lediSta odredene otopine te
stabiliziraju intracelularne proteinske strukture (2). Dijelimo ih u dvije grupe ovisno o
mogucnosti prolaska kroz staniénu membranu. Naj¢es¢i permeabilni krioprotektanti su
glicerol i etilen glikol, a saharoza je naj¢es¢i nepermeabilni krioprotektant. Saharoza
se takoder dodaje prilikom procesa otopanja kako bi se smanjio osmotski stres. Uz

krioprotektante, otopine za krioprezervaciju sadrze i soli te pufere (1).

Dvije osnovne metode krioprezervacije su sporo zamrzavanje (engl. ,slow freezing®) i
vitrifikacija koje se temelje na dehidraciji stanica i upotrebi krioprotektanata. Sporo
zamrzavanje podrazumijeva postupno hladenje te uporabu niskih koncentracija CPA.
Takav pristup smanjuje toksi¢nost postupka, ali ne eliminira stvaranje kristala leda (1).
Vitrifikacija je metoda ultra brzog zamrzavanja (engl. ,ultra rapid vitrification“) kojom
se smanjuje mogucénost stvaranja unutarstanicnih i izvanstanicnih kristala leda (3) te
koristi visoke koncentracije CPA (1). Oba postupka uklju€uju pohranu zametaka na
nosace u obliku slamki koje se potom spremaju u spremnike sa teku¢im dusSikom.
Vitrifikacija je danas najCeS¢a metoda izbora zbog vece brzine postupka, manje cijene

opreme te eliminacije kristala (1).



Zametke je moguce krioprezervirati u bilo kojem stadiju razvoja, od pronuklearnog
(1.dan), stadiju brazdanja ( od 2. do 4. dana) te stadiju blastociste (5. i 6. dan).
NajCeSce se pohranjuju visokokvalitetvni zametci od 3. do 5. dana razvoja. Dio
zametaka prestaje se razvijati zbog kromosomskih abnormalnosti, oksidativhog stresa
ili drugih faktora (4).

Postupkom odmrzavanja zametak se uranja u posebne medije koji su prethodno

zagrijani na 37°C razliCite osmolarnosti za ponovnu rehidraciju zametaka (1).

U Republici Hrvatskoj, Zakon o medicinski pomognutoj oplodnji (MPO) dopusta
Cuvanje pohranjenih zametaka na teret Hrvatskog zavoda za zdravstveno osiguranje
do pet godina. Nakon isteka pet godina, troSak Cuvanja obvezni su snositi bracni,

odnosno izvanbracni drugovi (5).



1.1.2 Indikacije

Indikacije za zamrzavanje i pohranu zametaka mozemo podijeliti na elektivne i ne-
elektivne. Elektivne indikacije izbor su samog pacijenta, a ne-elektivhe

podrazumijevaju hitna i po zivot opasna stanja (6).

Jedna od elektivnih indikacija je preimplantacijsko geneticko testiranje prilikom kojega
se zametci pohranjuju za transfer u buducim ciklusima nakon testiranja (7). Takoder,
pohranom viSka zametaka mozemo smanijiti broj zametaka koje prenosimo u jednom
ciklusu te tako smanjujemo rizik ujedno viseplodne trudnoce i potrebe za ponovljenim

ciklusima stimulacije ovulacije, a pove¢amo kumulativnu uspjesnost trudnoce (8).

Glavna ne-elektivna indikacija je izbjegavanje sindroma hiperstimulacije jajnika.
Umjesto nastavka postupka i transfera svjezih zametaka u istom ciklusu, iste
pohranimo te jajnicima dopustimo oporavak nakon ciklusa stimulacije u kojem je doSlo
do pretjeranog razvoja folikula. Transfer potom vr§imo u buduéim ciklusima (9).
Takoder, poviSene razine progesterona u kasnoj folikularnoj fazi povezuju se sa
smanjenom stopom trudnoce, sto takoder moZze biti indikacija za pohranu zametaka
(10). Od ostalih indikacija potrebno je spomenuti jo§ anatomske abnormalnosti

maternice te pacijente koji boluju od malignih oboljenja (1).



1.2 Protokoli pripreme endometrija

Prije nego se zapoCne proces odmrzavanja ranije kriopohranjenih zametaka
endometrij se mora pripremiti tako da se nalazi u stanju najveCe receptivnosti.
Endometrij je moguce pripremiti koristeCi Cetiri razliita protokola pripreme: prirodni
ciklus, modificirani prirodni ciklus, umjetni ciklus te ciklus blage ovarijske stimulacije

(4).

1.2.1 Prirodni ciklus

Najlaksi nacin pripreme endometrija za implantaciju je prirodni ciklus (11). Potpuno
prirodni ciklus pripreme endometrija u pravilu isklju€uje primjenu lijekova te je iz tog
razloga pogodan za velik broj Zena. Obvezan uvjet za primjenu ovog protokola je
postojanje regularnih ovulatornih ciklusa s obzirom da postupak ovisi o spontanoj
ovulaciji. Takoder, potrebno je nadzirati ciklus ultrazvu€no, ponekad i u kombinaciji sa
odredivanjem vrijednosti luteinizirajuceg hormona (LH) u urinu i krvi, sve u cilju
prepoznavanja LH skoka koji odreduje ovulaciju (12). JoS uvijek postoje velike
nesuglasice oko najefikasnijeg nadina nadziranja ciklusa. Cesti pristup ukljuduje
nadzor ultrazvukom za kojim slijedi LH test iz urina ili krvi. U obzir treba uzeti da se
povecanje LH u urinu oCituje 21 sat kasnije nego povecanje u krvi (13). LH skok
definira se kao povecanje vrijednosti LH za 180 % iznad razine u prethodna 24 sata
(14). Identifikacija samog LH skoka mozZe predstavljati problem. Postoje varijabilnosti
LH skoka izmedu pojedinih ciklusa (15). Ovulacija nastupa 28-36 sati nakon pocetka
LH skoka ili 8-20 sati nakon vrsne vrijednosti LH (16).



Transfer zametaka obavlja se od tre¢eg do petog nakon ovulacije, ovisno o tome kada
su zametci zamrznuti (17). Prednost potpuno prirodnog pristupa je i manja cijena (4).
Neka istrazivanja povezala su prirodne cikluse sa ve¢om stopom ponistenja ciklusa
od 8-15 % u usporedbi sa 1-2 % za umjetne cikluse (12,18). Do ponistenja ciklusa
moze doéi ako ne postoji dominantni folikul, izostane LH skok, dode do krvarenja ili

endometrij nije adekvatne debljine (4).

Dan 1. ovulacija

/ [ —

e
r x

nadzor UZV, LH Dan ovulacije + 3-5 = embriotransfer

Slika 1 Prikaz prirodnog ciklusa pripreme endometrija, prilagodeno prema Noble M, Child T,
2020 (4,11)



1.2.2  Modificirani prirodni ciklus

Glavna prednost maodificiranog prirodnog ciklusa je uporaba egzogenog hCG okidaca
kojim mozemo preciznije odrediti vrijeme ovulacije. Dominantni folikul se prati
ultrazvuc€no do veli¢ine 16-20 mm u promjeru, nakon €ega se primjeni injekcija hCG
koja uzrokuje finalno sazrijevanje folikula i ovulaciju (4). Ovaj protokol ne zahtijeva
odredivanje koncentracije LH, ali je nuZzan nadzor ultrazvukom kako bi pratili razvoj
dominantnog folikula i odredili adekvatno vrijeme za primjenu hCG (11). Jedna studija
negativno je povezala porast razine LH viSe od 13 mIU/ml prije primjene hCG-a sa
klinickom stopom trudnoce. U tom slu¢aju potrebno je odustati od modificiranog
ciklusa te Cekati spontanu ovulaciju (19). Ovulacija obi¢no nastupa 36-38 sati nakon
primjene hCG (20). Transfer zametaka obavlja se kao u i potpuno prirodnom ciklusu

tri do pet dana nakon ovulacije, ovisno o tome kada su zametci zamrznuti (17).

Dan 1.

/ | _

.
| |

nadzor UZV, kada dominantni Dan hCG + 3-5 = embriotransfer
folikul = 16-20mm — hCG
injekcija

Slika 2 Prikaz modificiranog prirodnog ciklusa pripreme endometrija, prilagodeno prema
Noble M, Child T, 2020 (4,11)



1.2.3 Potpora lutealne faze

Lutealna faza definira se kao razdoblje izmedu ovulacije i poCetka menstrualnog
krvarenja (21). Prevalencija lutealne insuficijencije u prirodnim ciklusima u normo-
ovulatornim pacijentima iznosi otprilike 8 % (22). Lutealna insuficijencija oznaCava
vrijednost serumskog progesterona ispod 10 ng/ml (23). Potpora lutealne faze
progesteronom (LPS) u prospektivnom istrazivanju pozitivno je povezana sa stopom
trudno¢a kod potpuno prirodnih ciklusa uporabom mikroniziranog vaginalnog
progesterona (24). Retrospektivha analiza nije pronasla razlike u klini¢koj stopi
trudno¢a uporabom LPS (25). Kod modificiranih prirodnih ciklusa, prospektivne i
retrospektivne studije nisu pokazale razlike izmedu ishoda trudno¢e uporabom LPS
(26,27). Korisnost terapije progesteronom u lutealnoj fazi ostaje nejasan. Takoder, ne

postoje dokazi koji negativno povezuju LPS sa trudno¢om (4).

1.2.4 Umjetni ciklus

Priprema endometrija umjetnim ciklusom omogucava embriotransfer kod Zena koje su
anovulatorne ili imaju neredovite cikluse. Ciklus uklju€uje primjenu oralnih i/ili
subkutanih pripravaka estrogena kako bi se inducirala endometrijska proliferacija.
Endometrij se nadzire ultrazvuéno i kada se dosegne ciljana vrijednost, nakon otprilike
dva tjedna, uvodi se progesteron kako bi se inducirala decidualizacija endometrija (4).
Za pocetak primjene progesterona debljina endometrija mora biti minimalno 8 mm
(28). Cochrane sustavni pregled pokazao je da su stope trudnoce najviSe kada se
progesteron uvede na dan ili dan nakon onoga dana ciklusa kada bi teoretski izveli
punkciju jajnika (29). Progesteron se primjenjuje vaginalno ili intramuskularno (30).

Embriotransfer se obavlja peti ili Sesti dan nakon pocetka terapije progesteronom.
Umijetni ciklus omogucava fleksibilnost i precizno odredivanje dana transfera (4).
Moguce je modificirati duljinu proliferativne faze bez negativhog ucinka na stope

trudnoce (31). Standardna doza estradiol valerata iznosi 6 mg dnevno (32). Ako dode



do trudnoée, estrogen i progesteron nastavljaju se uzimati do formiranja placente kako
bi nadomijestili nedostatak zutog tijela (12). Ne postoji konsenzus oko to¢nog razdoblja
prestanka terapije E2 i P4, ali veCina klinika obustavlja terapiju oko 12. tjedna gestacije
(33). Takoder, kako se umjetni ciklus oslanja na primjenu hormonske terapije u obzir

je potrebno uzeti i moguce nuspojave iste.

UZV - kada endometrij
dosegne dostatnu vrijednost

Dan 1.

_—
\ \ nastavak E2 i P4

terapija progesteronom

i terapija estrogenom i i i

GnRH agonist X

Dan P4 + 5/6 - embriotransfer

Slika 3 Prikaz umjetnog ciklusa pripreme endometrija, prilagodeno prema Noble M, Child T,
2020 (4,11)

1.2.5 GnRH agonisti

Osim estrogena, moguce je primjeniti i GnRH agoniste prilikom umjetnog protokola
pripreme kako bi sprije€ili spontanu ovulaciju (34). Cilj je posti¢i supresiju i regulaciju
hipofize na nizu vrijednost. GnRH agonisti primjenjuju se subkutano ili intranzalno
otprilike tri tjedna prije poCetka terapije estrogenom (4). Postoji prospektivna klinicka
kontrolirana studija koja je utvrdila da uporaba GnRH agonista pozivno utjee na stopu
trudnoca i implantaciju. Stopa trudnoce iznosila je 65.5 % naspram 42 % u grupi koja
nije primila GnRH agonist te su rezultati oznaceni kao statistiCki znacajni (35). Druga
studija pokazala je da uklanjanje primjene GnRH agonista ne utjeCe negativno na
stopu implantacije i trudnocu (36). Uzevsi u obzir manjak dokaza te povec¢anu cijenu

ciklusa uporabom GnRH agonista, isti se rijetko primjenjuje.



1.2.6 Indukcija ovulacije

Literatura upucuje na jo$ jedan, manje primjenjivani protokol pripreme endometrija.
Prijenos prethodno zamrznutih zametaka moguc je i u ciklusu blage stimulacije jajnika.
Ovaj protokol namijenjen je Zenama koje imaju anovulatorne ili iregularne cikluse. Za
blagu stimulaciju mogu se koristiti niske doze gonadotropina, klomifen, tamoksifen ili
inhibitori aromataze kao letrozol (12). Problemi ovog pristupa su veca cijena postupka,
povecan rizik sindroma hiperstimulacije, potreba za preciznim nadzorom i ograni¢eno
planiranje to€nog dana prijenosa te stoga protokol nije u uporabi u vecini klinika (4,12).
lako je broj istrazivanja ograni¢en, postoje dokazi koji upucuju da letrozol pozitivho

utjeCe na uspjesnost trudnoce (37).

1.3 Prijenos zametaka

1.3.1 Proces prijenosa

Transfer zametaka rutinski se odvija transcervikalnim putem. Proces zapocinje
postavljanjem spekuluma u vaginu i vizualiziranjem vrata maternice. Nakon toga, u
maternicu se uvodi kateter koji sadrzi zametke te se isti ispuste u maternicu. Postoji
nekoliko problema koji se mogu javiti prilikom prijenosa: uterina kontraktilnost moze
uzrokovati izbacivanje zametaka, cervikalni mukus moze blokirati vrh katetera te je
potrebno osigurati da je kateter proSao unutradnje usSce maternice. Uterinu
kontraktilnost sprjeCavamo uporabom mekih katetera te izbjegavamo dodirivanje
fundusa maternice. Rotacijom katetera moguce je osigurati prolazak unutrasnjeg
uSca. Ako se kateter ne moze slobodno rotirati moguce je da je zapeo u cervikalnom
kanalu (38). Takoder, neke klinike koriste ultrazvuk za navodenje prijenosa, $to se

pokazalo uspjesnim (39).



1.3.2 Broj zametaka

Odluka o prijenosu jednog ili dva zametka bazirana je na dobi zene, kvaliteti zametaka
te o prethodnom neuspjehu postupka. NICE (The National Institute for Health and
Care Excellence) kliniCke smjernice nalazu prijenos jednog zametka u prvom pokus$aju
kod Zena ispod 37 godina starosti. Kod Zena izmedu 37 i 39 godina starosti u prvom
pokuSaju prenosi se jedan zametak vece kvalitete, dva zametka samo ako su loSije
kvalitete. Kod Zena iznad 40 godina starosti u prvom i svakom narednom pokus$aju
prenose se dva zametka. U drugom pokusaju kod Zena ispod 40 godina prenosi se
jedan zametak vece kvalitete ili dva loSija. U treCem pokusSaju prenose se dva zametka
(40). Bitno je imati na umu da prijenos veceg broja zametaka povecava vjerojatnost
trudnoce, ali isto tako veca je vjerojatnost viSeplodne trudnoce (41). U Republici
Hrvatskoj Zakon o MPO dopusta prijenos najvise dva zametka u jednom ciklusu, ostali

se zamrzavaju (5).

1.3.3 Stadij zametaka

Prijenos zametka moguc je u stadiju brazdanja $to oznacava drugi i tre¢i dan gestacije,
stadiju kompaktacije 4. dan i stadiju blastociste §to oznaCava peti i Sesti dan gestacije
(42). Brazdanje obuhvaca 6-stanicni, 8-stanicni stadij te morule. Istrazivanja ukazuju
na vecu uspjesSnost prijenosa razvojnog stadija blastociste naspram prijenosa ranijih
razvojnih stadija (42,43).
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1.3.4 Odredivanje dana prijenosa

Kod prirodnih ciklusa, razdoblie u kojem je moguéa implantacija zapocCinje
postovulatornim porastom razine progesterona i traje naredna dva do Cetiri dana (31).
Porast se oCituje razinama progesterona od 3-10 ng/ml te je uzrokovan hormonskom
funkcijom Zutog tijela (30). Moguce je razmotriti prijenose razli€itih dana kod potpuno
prirodnih i modificiranih prirodnih ciklusa. Ovulacija nastupa 36-48 sati nakon primjene
hCG, ali isto tako 24-56 sati nakon spontanog LH skoka (44). Za potpuno prirodne
cikluse dan prijenosa je dan nakon LH skoka jednak danu gestacije zametka zbrojenim
sa jedan, Sto bi znacCilo da ¢éemo zametak petoga dana gestacije prenijeti Sesti dan
nakon LH skoka. Za modificirane prirodne cikluse, danu gestacije dodaju se dva dana,

zametak petoga dana gestacije prenosi se sedmi dan nakon LH skoka (30).

Pocetak terapije progesteronom odreduje dan prijenosa u umjetnim ciklusima.
Progesteron se uvodi na dan kada bi u teoriji izveli punkciju jajnika. Prijenos se izvodi
na dan nakon pocetka terapije progesteronom jednak danu gestacije zametaka
zbrojenim sa jedan, zametak petoga dana gestacije prenosi se Sesti dan terapije

progesteronom (30).
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2. Ciljevi rada

Primarni cilj ovog rada je usporediti kliniCke stope trudnoc¢a nakon prijenosa prethodno
zamrznutih zametaka u prirodnim i umjetnim ciklusima pripreme endometrija u
Klinickoj bolnici Sveti Duh u razdoblju od 2015. do 2020. godine. Time Ce biti utvrdeno
postoje li prednosti izmedu prirodnih i umjetnih protokola pripreme endometrija kod
transfera prethodno zamrznutih zametaka. Takoder, cilj je i prikazati distribuciju
opazenih Klini¢kih stopa trudnoc¢e u prirodnim i umjetnim ciklusima ovisno o dobi

pacijentica, broju i vrsti prenesenih zametaka po ciklusu te sterilitetu pacijentica.
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3. Ispitanici i metode

Ovo retrospektivno istrazivanje obuhvacéa pacijentice u postupku krio-embriotransfera
u Klinici za Zenske bolesti i porode Klini¢ke bolnice Sveti Duh u razdoblju od 1.1.2015.
do 31.12.2019. godine. Kriteriji iskljuCenja pacijentica su prisustvo nestandardnog
postupka pripreme endometrija te nedostatak podataka o vrsti ciklusa pripreme ili
klini¢koj trudnodi. Uz podatke o vrsti protokola pripreme endometrija i klini¢koj trudnodi
prikupljeni su i podaci o dobi pacijentica, sterilitetu te broju i stadiju prenesenih
zametaka. Nakon isklju¢enja, u petogodiSnjem razdoblju obuhvaéeno je ukupno 369
transfera i 323 pacijentice. Od toga je 212 pacijentica ima primarni sterilitet, a 157
sekundarni sterilitet. U Tablici 1 prikazane su karakteristike pacijentica i postupaka
prijenosa zametaka. ProsjeCna Zivotna dob pacijentica iznosila je 37,1 + 4,1 godine.
U prirodnom protokolu bilo je 246 postupaka, a u umjetnom protokolu 123 postupka.

NajcesSce je prenoSen jedan zametak u stadiju blastociste.

Podaci su prikupljeni iz baze podataka Laboratorija za humanu reprodukcije KliniCke
bolnice Sv. Duh. Pacijentice su podijeljene u dvije grupe ovisno o protokolu pripreme
endometrija: prirodni i umjetni ciklus. U grupi prirodni ciklus uklju€ene su pacijentice
kojima je endometrij pripremljen potpuno prirodnim i modificiranim prirodnim
protokolom pripreme. Grupa umjetni ciklus sadrZzava samo pacijentice kojima je
endometrij pripremljen umjetnim putem estrogenom i progesteronom. Kod pacijentica
koje su imale viSe od jednog transfera svaki transfer unesen je neovisno te je obraden

pojedinacno ovisno o protokolu pripreme.
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Tablica 1 Karakteristike pacijentica i postupaka prijenosa zametaka

broj pacijenticai

broj transferaz

dob pacijenticaz

sterilitet:1

primarni

sekundarni

broj prenesenih
zametaka po
ciklusu:2

stadij prenesenih
zametaka:1

blastocista

brazdanje i
kompaktacija

1-N
2 - srednja vrijednost + SD

protokol pripreme

prirodni

218

246

37,0+3,9

139

107

1,3+04

190

56

umjetni

105

123

37,4+45

73

50

1,4+0,5

93

30

ukupno

323

369

37,1+4,1

212

157

1,3+0,5

283

86
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U prvom dijelu istraZivanja usporedena je kliniCka stopa trudnoée u prirodnom i
umjetnom protokolu pripreme endometrija. Uklju¢eno je 369 transfera. U drugom dijelu
istrazivanja prikazana je distribucija opazenih kliniCkih stopa trudnoce, takoder u dva
protokola pripreme, ovisno o dobnim skupinama pacijentica, broju i vrsti prenesenih
zametaka po ciklusu te sterilitetu pacijentica. Definirane su tri dobne skupine: <35, 36-
40 i 41> godina starosti. Ovisno o broju prenesenih zametaka odredene su dvije
skupine: jedan zametak i dva zametka. Vrste prenesenih zametaka podijeljene su na
stadij brazdanja koji ukljuCuje 6-staniCne, 8-staniCne zametke, morule, stadij
kompaktacije te stadij blastociste. Ovisno o sterilitetu pacijentice su podijeljene na
primarni i sekundarni sterilitet. Primarni sterilitet ili neplodnost oznaava odsustvo
zacCeca ili Zivorodenog porodaja kod Zena koje Zele dijete i koje su u spolnoj vezi
najmanje 12 mjeseci, a nisu koristile kontraceptive. Sekundarni sterilitet ili neplodnost
oznacava odsustvo zaceca ili zivorodenog porodaja kod Zena koje zele dijete i koje su
u spolnoj vezi najmanje 12 mjeseci, a nisu Koristile kontraceptive, s time da su

prethodno bile trudne ili iznijele trudnocu koja je rezultirala zivorodenjem (45).

Ishodi istrazivanja odredeni su klinickom stopom trudnoce. Klini¢ka stopa trudnoce
jednaka je broju klinickih trudno¢a podijeljenim sa brojem prijenosa zametaka.
Kumulativna klini¢ka stopa trudno¢e oznacava klini¢ku stopu trudno¢e u umjetnim i
prirodnim ciklusima zajedno. KliniCka trudnoc¢a definirana je prisutno$cu otkucaja

fetalnog srca na ultrazvuku.

Statisticka analiza provedena je u programu JASP Pearsonovim x? testom. Odredena
je razina znacajnosti p<0,05. U drugom dijelu rada hi-kvadrat test je stratificiran ovisno

0 protokolu pripreme endometrija.
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4. Rezultati

ZabiljeZzeno je 79 klinickih trudno¢a kod prirodnog protokola pripreme endometrija i 38
klinickih trudno¢a kod umjetnog protokola. Kumulativna klinicka stopa trudnoce iznosi
31,7 % (117/369). Klinicka stopa trudnoce u prirodnom protokolu pripreme endometrija
iznosi 32,1 % (79/246), a u umjetnom protokolu 31,0 % (38/123). StatistiCka analiza
pokazala je da razlike nisu statisticki znac¢ajne, x? (1, N=369) = 0,06, p=0,812.

Tablica 2 Klinicke stope trudnoc¢e u prirodnim i umjetnim ciklusima

protokol pripreme
prirodni umjetni p-vrijednost

kliniéka trudnoéa  79/246 (32,1 %)  38/123 (31,0%) 0,812

kumulativho 117/369 (31,7 %)

40%

35%

30%

25%

20%

15%

klinicka trudnoc¢a

10%

5%

0%
prirodni umjetni kumulativno

protokol pripreme

Slika 4 Klini¢ke stope trudnoce u prirodnim i umjetnim ciklusima
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Tablica 3 prikazuje distribuciju klini¢kih stopa trudnocée ovisno o dobnim skupinama i

protokolu pripreme endometrija. Nije uoCena statistiCki znacajna razlika izmedu

uCestalosti klinickih trudno¢a ovisno o dobi pacijentica u prirodnom niti u umjetnom

protokolu pripreme.

Tablica 3 Distribucija klini¢kih stopa trudnoée ovisno o dobnim skupinama

protokol pripreme

dob prirodni umjetni kumulativho
<35 28/91 (30,8 %) 12/37 (32,4 %) 40/128 (31,3 %)
36-40 37/115 (32,2 %)  19/59 (32,2 %) 56/174 (32,2 %)
41> 14/40 (35,0 %)  7/27 (26,0 %) 21/67 (31,3 %)
p - vrijednost 0,892 0,819 0,983

40%

35%

klinicka trudnoca

30%
25%
20%
15%
10%
5%
0%
<35

36-40

41>

m prirodni = umjetni ® kumulativno

Slika 5 Distribucija klini¢kih stopa trudnoce ovisno o dobnim skupinama pacijentica
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Tablica 4 prikazuje distribuciju klini¢kih stopa trudnoée ovisno o stadiju prenesenih

zametaka po ciklusu i protokolu pripreme endometrija. UoCena je statistiCki znaCajna

razlika izmedu klinicke stope trudnocCe ovisno o stadiju prenesenih zametaka u

prirodnom, x? (1, N=246) = 6,76, p=0,009, i u umjetnom protokolu pripreme X (1,

N=123) = 8,11, p=0,004.

Tablica 4 Distribucija klini¢kih stopa trudnoée ovisno o stadiju prenesenih zametaka po

ciklusu

stadij zametaka

blastocista

brazdanje i kompaktacija

protokol pripreme

prirodni umjetni kumulativno

69/190 (36,3 %) 35/93 (37,6 %) 104/283 (36,7 %)

10/56 (17,9 %) 3/30 (10,0 %)  13/86 (15,1 %)

p - vrijednost

40%
35%
30%
25%
20%

15%

klinicke trudnoce

10%
5%

0%
prirodni

0,009 0,004 <0,001

umjetni kumulativho

mblastocista ™ brazdanje

Slika 6 Distribucija klini¢kih stopa trudnoce ovisno o stadiju prenesenih zametaka po ciklusu
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Tablica 5 prikazuje distribuciju klini¢kih stopa trudnoce ovisno o broju prenesenih
zametaka po ciklusu i protokolu pripreme endometrija. UoCena je statistiCki znaCajna
razlika izmedu ucCestalosti klini¢kih trudnoca ovisno o broju prenesenih zametaka u
prirodnim ciklusima x? (1, N=246) = 4,87, p=0,027. Isto nije zapazeno u umjetnom

protokolu pripreme.

Tablica 5 Distribucija klini¢kih stopa trudnoée ovisno o broju prenesenih zametaka po ciklusu

protokol pripreme

broj zametaka/ciklus prirodni umjetni kumulativho
jedan 51/181 (28,2 %) 21/72 (29,1 %)  72/253 (28,5 %)
dva 28/65 (43,1 %) 17/51 (33,3 %)  45/116 (38,8 %)
p - vrijednost 0,027 0,622 0,048

45%

40%

35%

klinicke trudnoce
N
Q
S

prirodni umjetni kumulativno

m jedan zametak dva zametka

Slika 7 Distribucija klini¢kih stopa trudnoce ovisno o broju prenesenih zametaka po ciklusu
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Tablica 6 prikazuje distribuciju klinickih stopa trudnoée ovisno o vrsti steriliteta
pacijentica i protokolu pripreme endometrija. Nije uoena statistiCki znacajna razlika

izmedu uCestalosti kliniCkih trudnoca ovisno o sterilitetu pacijentica.

Tablica 6 Distribucija klini¢kih stopa trudnoée ovisno o vrsti steriliteta pacijentica

protokol pripreme

sterilitet/ciklus prirodni umjetni kumulativho

primarni 45/139 (32,4 %) 27/73 (37,0 %) 72/212 (34,0 %)

sekundarni 34/107 (31,8 %) 11/50 (22,0 %) 45/157 (28,7 %)

p - vrijednost 0,921 0,077 0,279

40%
35%

30%

N
3y
X

20%

15%

klinicke trudnoce

10%
5%

0%
prirodni umjetni kumulativho
m primarni sterilitet sekundarni sterilitet

Slika 8 Distribucija klini¢kih stopa trudnoce ovisno o vrsti steriliteta pacijentica
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5. Diskusija

Rezultati ovog retrospektivnog istrazivanja ne ukazuju na statisticki znacajnu razliku
izmedu opazenih stopa klinickih trudnoca u prirodnim i umjetnim protokolima pripreme
endometrija, 32,1 % naspram 31,0 %, p=0,812. Takoder, retrospektivna istraZivanja
koja obuhvacaju 1000 ciklusa pripreme endometrija nisu pokazala znacCajne razlike
izmedu klinickih stopa trudnoée u prirodnim i umjetnim protokolima pripreme (46,47).
Randomizirane kontrolirane prospektivne studije nisu utvrdile znacajne razlike izmedu
protokola pripreme i uCestalosti kliniCkih trudnoéa (48,49). Sustavni pregled i meta-
analiza koja ukljuCuje 43 publikacije i 20 ¢lanaka objavljena u 2017. godini (50)

zakljucila je da nije moguce odrediti koja je metoda pripreme endometrija pogodnija.

lako je potvrdeno da dob utjeCe na uspjesnost postupaka MPO (51), u ovome radu
isto nije opazeno. Distribucija opazenih klini¢kih trudnoca nije u povezanosti sa dobi
pacijentica, p=0,983. Naime, udio pacijentica starijih od 41 godine relativho je mali.
Takoder, broj pacijentica mladih od 30 godina u postupku prijenosa prethodno
zamrznutih zametaka je premalen da bih kod istih mogli primijeniti povecanje u broju

opazenih trudnoca.

ZapaZzena je statistiCki znaCajna razlika koja ukazuje na vecu uspjesnost prijenosa
zametaka u stadiju blastociste naspram stadija brazdanja u prirodnim, 36,3 %
naspram 17,9 %, p=0,009 i u umjetnim protokolima pripreme endometrija, 37,6 %
naspram 10,0 %, p=0,004. Kumulativha klinicka stopa trudno¢a nakon prijenosu
zametaka u stadiju blastociste iznosi 36,7 % naspram 15,1% nakon prijenosu u stadiju
brazdanja i kompaktacije, p<0,001. Druge retrospektivne studije takoder su potvrdile

vecu stopu klinickih trudnoc¢a nakon prijenosa blastocista (43,52).
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Utvrden je vedéi broj klini¢kih trudnoéa nakon prijenosa dva zametka u odnosu na
prijenos jednog zametka u prirodnim protokolima pripreme, 43,1 % naspram 28,2 %,
p=0,027. U umjetnim protokolima pripreme takoder je utvrdena veca stopa klinickih
trudno¢a nakon prijenosa dva zametka, medutim razlika nije statistiCki znaCajna.
Kumulativno, kod oba protokola pripreme, mozemo zakljuciti da su stope trudnoce
vece kod prijenosa dva zametka u odnosu na jedan, 38,8 % naspram 28,5 %, p=0,048.
Druge studije takoder su potvrdile vece stope klinicke trudno¢e nakon prijenosa dva

zametka naspram jednog pri prijenosu prethodno zamrznutih zametaka (53,54).

Nije uoCena povezanost izmedu primarnog i sekundarnog steriliteta pacijentica i stopa

klini¢kih trudnoca u prirodnim niti u umjetnim protokolima pripreme endometrija.

Ogranicenja ovog rada oc€ituju se malim brojem analiziranih postupaka te nejednakim
brojem postupaka u dvije dodijeljene grupe. Broj postupaka analiziran u grupi prirodni
ciklus dvostruko je veci od broja postupaka u grupi umjetni ciklus, prvenstveno zbog
retrospektivnog dizajna istrazivanja. Takoder, zbog malenog uzorka prirodni ciklusi
nisu podijeljeni na potpuno prirodne i modificirane prirodne cikluse $to je takoder

moglo utjecati na rezultate istraZivanja.
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6. Zakljuéak

S obzirom na dobivene rezultate tesko je odrediti koja je metoda pripreme endometrija
pogodnija za proces vracanja prethodno zamrznutih zametaka. Oba protokola
pripreme pokazala su usporedivo jednake stope klini¢kih trudnoca $to je u skladu sa
prethodno objavljenim istrazivanjima. Medutim, s obzirom da prirodni protokol
pripreme zahtijeva manje intenzivhu farmakoterapiju te mogucih nuspojava
hormonske terapije pri umjetnom protokolu, kod pacijenata sa regularnim
menstrualnim ciklusom prednost treba dati prirodnom protokolu. Takoder, neovisno o
odabranome protokolu pripreme bolje je prenositi zametke u stadiju blastocista Sto ¢e
rezultirati viSom stopom kliniCke trudnoCe nego pri prijenosu zametaka u stadiju
brazdanja. Prijenos dva zametka povecéava vjerojatnost klinicke trudnoce u usporedbi
sa prilenosom jednog zametka. Medutim, zbog rizika viSeplodne trudnoce broj
zametaka koji se prenosi potrebno je odrediti ovisno o uspjeSnosti prethodnih

postupaka MPO, dobi pacijentica i kvaliteti zametaka.
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