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SAZETAK

Ishod trudnoc¢a nakon IVF-a u zena s trombofilijom, KreSimir Crljenko

Metode potpomognute oplodnje kao §to su IVF ili ICSI, nude moguénost zaceca
neplodnim parovima. Medutim, neuspjeh implantacije prenesenog embrija u endometrij
maternice ostaje velik problem i zbog toga prosjecno svega 30% embrio transfera
rezultira zivorodenim djetetom. Mehanizmi odgovorni za visoku stopu neuspjeha IVF-a
vec¢inom su nerazjasnjeni i nepoznati. U zadnje vrijeme tema brojnih znanstvenih
radova bila je povezanost neuspjeha IVF-a s hiperkoagulabilno$¢u krvi kao posljedice
trombofilija. Trombofilije mogu biti nasljedne i steCene, a naj¢es¢e medu njima su
mutacije gena za proteine koji sudjeluju u kaskadnim koagulacijskim procesima kao §to
su mutacija FVL i mutacija gena za protrombin. Nasljedne trombofilije razmjerno su
Cest poremecaj, s najviSom prevalencijom medu bijelom rasom koja, ovisno o
istrazivanju, iznosi i vise od 15%.

Rezultati istrazivanja koji se bave ovom tematikom kontradiktorni su.
Objedinjeni rezultati studija slucajeva i kontrola pokazuju da je prevalencija mutacije
FVL signifikantno visa medu zenama s neuspje$nim IVF-ovima u odnosu na fertilne
zene ili Zene s uspjesnim [VF-om. Isto vrijedi i za zene s pozitivnim antifosfolipidnim
protutijelima, Sto je oblik steCene trombofilije. Medutim, ti rezultati nisu potvrdeni
kohortnim studijama koje su ispitivale povezanost neuspjeha IVF-a i trombofilija, a
objedinjeni rezultati studija koje su proucavale ostale vrste trombofilija nisu pokazale
signifikantnu povezanost ni na razini studija slucajeva 1 kontrola.

Na koncu, mozemo re¢i da povezanost neuspjeha IVF-a i trombofilija ostaje
ve¢inom upitna. Velika prospektivna istraZivanja su potrebna kako bi se ova asocijacija
razjasnila i kako bi spoznaje s tog podrucja pomogle u rjesavanju problema ponavljanih

neuspjeha ostvarenja vlastitog potomstva.

Kljucne rijeci: trombofilije, IVF, neplodnost, faktor V Leiden, antifosfolipidna

protutijela, indukcija ovulacije



SUMMARY

Pregnancy outcomes after IVF in patients with thrombophilia, KreSimir Crljenko

Methods of assisted reproductive technologies, such as IVF or ICSI, offer many
otherwise infertile couples the opportunity to conceive. However, failure of
implantation of the fertilized embryo in the endometrium of the uterus remains a major
problem and that is why an average of only 30% of embryo transfers result in live
births. The mechanisms responsible for the high failure rate of IVF are largely
unexplained and unknown. Recently, an association between failure of IVF and
hypercoagulability as a result of thrombophilia was the subject of numerous scientific
papers. Thrombophilias can be hereditary and acquired, and the most common
thrombopbhilias are mutations in the genes for proteins involved in the coagulation
cascade process such as FVL mutations and prothrombin gene mutation. Hereditary
thrombophilia is a relatively common disorder, with the highest prevalence in the
Caucasian population that reaches, depending on the study, even more than 15% .

The results of research dealing with this issue are unclear. Combined results
from case-control studies showed that FVVL mutation was significantly more prevalent
among women with IVF failure compared with fertile parous women or those achieving
pregnancy after IVF. The same is true for women tested positive for anti-phospholipid
antibodies, which is a form of acquired thrombophilia. However, these results have not
been confirmed by cohort studies that have examined the connection between IVF
failure and thrombophilias. Combined results from studies that have examined other
types of thrombophilias did not show a significant association even on the level of case-
control studies.

In conclusion, the relationship between IVF failure and thrombophilia remains
largely inconclusive. Large prospective studies are needed to clarify these associations
in order for knowledge in this field to help in solving the problem of repeated failure in

realization of one's own offspring.

Keywords: thrombophilia, IVF, infertility, factor VV Leiden, antiphospholipid antibodies,

induction of ovulation



POPIS KRATICA

IVF - in vitro fertilizacija

PC - protein C

PS - protein S

FVL - faktor V Leiden

MTHEFR - metilentetrahidrofolat reduktaza

AT Il - antitrombin 111

VTE - venska tromboembolija

DVT - duboka venska tromboza

ICSI - intracitoplazmatska injekcija spermija (intracytoplasmic sperm injection)
PAI-1, PAI-2 - inhibitor aktivatora plazminogena-1 i 2 (plasminogen activator inhibitor-
1and 2)

IUGR - intrauterini zastoj rasta ploda (intrauterine growth retardation)

NICE - National Institute for Health and Care Excellence

ET - embryo transfer

FSH - folikulostimuliraju¢i hormon

LH - luteiniziraju¢i hormon

GnRH - gonadotropin-oslobadajué¢i hormon (gonadotropin-releasing hormone)
hCG - humani korionski gonadotropin (human chorionic gonadotropin)

MPO - medicinski potpomognuta oplodnja


http://en.wikipedia.org/wiki/Plasminogen_activator_inhibitor-1
http://en.wikipedia.org/wiki/Plasminogen_activator_inhibitor-1

1. UvOD

lako je neplodnost kao nezeljeno stanje u ljudi poznata od pamtivijeka, tek je
posljednjih 50-ak godina postala temom znanstvenih i medicinskih istrazivanja.
Neplodnost se definira kao stanje u kojemu u para u reprodukcijskom razdoblju uz
redovite, nezasti¢ene odnose tijekom godine dana ne dolazi do trudnoée (Simuni¢ et al.
2001.). Kako raste dob zene, raste i u¢estalost neplodnosti pa tako u Zena mladih od 25
godina ona iznosi 7%, s 35 do 39 godina ucestalost je 22%, a nakon 40. godine Zivota
neplodno je ¢ak 29% Zena (Drobnjak et al. 1984.). Prvu uspjesno izvedenu in vitro
fertilizaciju sa zivorodenim djetetom izvrsili su Robert Edwards i Patrick Steptoe 1978.
godine kada se rodio Louise Brown (Steptoe & Edwards 1978.). Bio je to rezultat IVF-a
nakon prirodnog ciklusa tj. nije se inducirala ovulacija.

Mnogi su bioloski uzroci neplodnosti, a posljednjih nekoliko desetaka godina
biljezi se porast prevalencije tog stanja (Maheshwari A, 2008.). Zbog toga raste i
potreba za metodama medicinski potpomognute oplodnje, a to su sve metode kojima se
kontrolira i pomaZe ne samo oplodnja jajne stanice, ve¢ 1 transport gameta, implantacija
i razvoj trudnoce. Medu njima, izvantjelesna oplodnja (in vitro fertilizacija) i sli¢ne
metode predstavljaju glavni, ali i jedini nagin lije¢enja nekih neplodnih parova (Simuni¢
V. 1999.). Uspjesnost IVF-a moze se mjeriti brojem potvrdenih trudnoca ili brojem
zivorodene djece. Zahvaljujuc¢i napretku reproduktivne tehnologije, u novije vrijeme
uspjesnost IVF-a znacajno raste. Tako je postotak ciklusa IVF-a koji rezultiraju
zivorodenim djetetom u Zena mladih od 35 godina 40,1%, za one od 35 do 37 godina
31,9%, od 38 do 40 godina 21,6%, od 41 do 42 godine 12,2%, a zene starije od 42
godine rodit ¢e Zivorodeno dijete nakon svega 4,2% ciklusa (Clinic Summary Report
2011.). Neuspjeh IVF-a predstavlja problem i tragediju neplodnom paru, a vise su ili
manje poznati brojni razlozi koji do njega dovode. Povezanost trombofilije s

(ne)uspjehom IVF-a tema je viSe znanstvenih istraZivanja.



2. TROMBOFILIJE

Trombofilija je nasljedena ili steCena predispozicija za trombozu tj. stvaranje
ugruska (tromba) u neoste¢enoj krvnoj zili. Ona nije bolest per se, ali moze biti
povezana s nekim bolestima i stanjima (sekundarna ili steCena trombofilija — zlo¢udne
bolesti, nefrotski sindrom, kemoterapija, anemija srpastih stanica, oralna kontracepcija,
prisutnost antifosfolipidnih protutijela, upalne bolesti crijeva, tromboangiitis obliterans,
Behgetov sindrom...). S druge strane, primarna ili nasljedna trombofilija obuhvaca
nedostatak endogenih antikoagulantnih proteina kao $to su antitrombin 111, protein C
(PC), protein S (PS); abnormalnosti prokoagulantnih proteina kao Sto je faktor V Leiden
(FVL); aktivirana protein C rezistencija, protrombin G20210A, hiperhomocisteinemija
zbog mutacije na genu za MTHFR... (Heit JA, 2007.).

Primarne trombofilije se s obzirom na sklonost izazivanja tromboze dijele na
tezi, tip 1 (deficijencija antitrombina, PC-a i PS-a) i blazi, tip 2 defekta (FVL,
protrombin G20210A). Zanimljivo, krvna grupa takoder odreduje rizik tromboze u
znacajnoj mjeri. Krvne grupe razlicite od 0 imaju dva do Cetiri puta veéi relativni rizik.
Ljudi s krvnom grupom 0 imaju niZe razine krvnih proteina von Willebrandov faktor i

faktor VIII $to smanjuje rizik od tromboze (Rosendaal FR & Reitsma PH, 2009.).

2.1. VRSTE TROMBOFILNIH MUTACIJA

Mutacija faktora V Leiden rezultira zamjenom adenina gvaninom, pa kao
posljedica toga faktor V postaje otporan na djelovanje aktiviranog proteina C.
Procjenjuje se da ¢e oko 40% trudnica koje imaju mutaciju za FVL imati neki
tromboembolijski dogadaj. Rizik venske tromboembolije je oko 8 puta veci ako je
osoba heterozigot 1 80 puta ako je homozigot. Nasljeduje se autosomno dominantno.

Mutacija gena za protrombin G20210A prisutna je u 2-3% bjelacke europske
populacije i dovodi do povisenih vrijednosti protrombina i rizika za tromboembolizam u
trudno¢i. Homozigotnost za tu mutaciju predstavlja rizik za trombozu velik kao i u

sluc¢aju homozigotnosti za FV Leiden. Nasljeduje se autosomno dominantno.



Antitrombin je antikoagulans koji se stvara u jetri i endotelnim stanicama i ima
inhibicijski u¢inak na trombin, faktore zgrusavanja X, IX, XI i XII i VIla. Nedostatak
AT 111 je prva otkrivena, a ujedno i najtrombogenija nasljedna trombofilija koja
povecava rizik za nastanak VTE 25-50 puta. Deficit AT III nasljeduje se autosomno
dominantno.

Nedostatak proteina C i proteina S nasljeduje se autosomno dominantno. Protein
C je o vitaminu K ovisan antikoagulacijski proenzim koji se stvara u jetri, a cirkulira
plazmom. Kongenitalni heterozigoti za nedostatak proteina C primarno su skloni VTE,
ali se mogu javiti i arterijske tromboze. Neke osobe koje su heterozigoti za nedostatak
proteina C ne moraju imati nikakvu osobnu niti obiteljsku anamnezu tromboze i mogu,
ali 1 ne moraju, biti skloni trombozi. Ste€eni nedostatak proteina C javlja se uz
nedostatak vitamina K, bolesti jetre i neke oralne antikoagulanse. Protein S je
glikoprotein ovisan o vitaminu K, a stvara se u jetri i endotelnim stanicama. Protein S je
dio prirodnog antikoagulacijskog sustava i djeluje kao kofaktor aktiviranog proteina C.

Mutacija na genu za MTHFR dovodi do zamjene alanina valinom, §to smanjuje
pretvorbu homocisteina u metionin. Nasljeduje se autosomno recesivno. Homozigoti
imaju povecane vrijednosti homocisteina $to su rizici za arterijsku i vensku trombozu te

opstetricke komplikacije.

2.2. KLINICKA SLIKA I EPIDEMIOLOGIJA TROMBOFILIJA

Vecina ljudi s trombofilijom ne razvija trombozu. No, ukoliko dode do vidljivog
razvoja bolesti predominantna klini¢ka manifestacija trombofilije je venska
tromboembolija (duboka venska tromboza (DVT) i plu¢na embolija), a u ostale
manifestacije spadaju purpura fulminans, arterijska tromboza, tromboza "neuobicajenih"”
venskih cirkulacija kao $to su cerebralna, hepatalna, renalna (Heit JA, 2007.).

Prevalencija nasljednih trombofilija puno je ¢eS¢a nego se to uobicajeno misli.
Kod pripadnika bijele rase zastupljenost neke od trombofilnih mutacija veca je od 15%
(Greer 1A, 2003.). Medu njima daleko je ¢e$¢i laksi, tip 2 defekta (najcesca je mutacija

FVL), a mutacije tezeg, tipa 1 rijetke su. Takvi epidemioloski podatci potvrduju tezu o



selektivnoj genskoj prednosti nositelja trombofilnih mutacija. Naime, Lindqvist PG et
al. pokazali su da Zene s aktiviranom protein C rezistencijom vezanom uz mutaciju FVL
tijekom poroda izgube zna¢ajno manje krvi, a za nositeljice FVL mutacije su pokazali
da imaju vecu stopu trudnoc¢e nakon intracitoplazmatske injekcije spermija (ICSI) Sto
govori 0 mogucoj pozitivnoj ulozi tijekom implantacije (Lindqvist PG et al. 1998.). Ti
su podatci, medutim, nekim kasnijim radovima dovedeni u pitanje i danas postoje

opre¢na misljenja o povezanosti trombofilija s uspjeSnom trudno¢om.

2.3. TROMBOFILIJE U TRUDNOCI

Trudnoda je sama po sebi hiperkoagulabilno stanje kao fizioloski mehanizam
preveniranja postpartalnog krvarenja. U kombinaciji s postoje¢om trombofilijom, rizik
od tromboze ili embolije postaje znatan (Gresele, Paolo, 2008.). Tijekom trudnoce
dolazi do promjene razine mnogih faktora zgrusavanja u plazmi kao $to je fibrinogen
¢ija razina mozZe narasti do tri puta, a raste i razina trombina. Protein S, antikoagulatna
bjelancevina, se snizuje dok razine proteina C i antitrombina ostaju konstantne.
Fibrinoliza se smanjuje zbog porasta razine inhibitora aktivatora plazminogena-1 (PAI-
1) i razine inhibitora aktivatora plazminogena-2 (PAI-2), a potonjeg sintetizira placenta
(Hypercoagulability during Pregnancy Lab Lines, 2002.).

Koagulacijski sustav temelji se na kompliciranoj kaskadnoj reakciji aktivacije
protromboti¢nih enzima koji su uskladeni s antitromboti¢nim enzimskim putovima.
Razvoj placente sastoji se od invazije decidue majke i njenog Zilnog sustava, a to
podrazumijeva tijesnu uskladenost hemostatskih i fibrinolitickih mehanizama.

Smatra se da su za 50% slucajeva venske tromboembolije u trudno¢i odgovorne
trombofilne mutacije (Greer IA, 2003.). Nelije¢ena DVT se u 16% pacijenata
komplicira plu¢énom embolijom i to predstavlja vodeci uzrok maternalne smrtnosti
tijekom trudnoc€e u najrazvijenijim zemljama (Rodger M, 2010.). Dodatni ¢imbenici
koji pridonose razvoju tromboze u trudnica su opstrukcija venskog puta povecanim
uterusom, venozna atonija, starija dob majke i imobilizacija. Veliki broj postpartalnih

tromboza manifestira se nakon otpusta iz bolnice $to isti¢e potrebu za pazljivom


http://pathology.uc.edu/LABLINES/V8I5.pdf

kontrolom rodilja u puerperiju. Znakovi i simptomi DVT su jednostrana bol u nozi,
osjetljivost, oteklina, promjena boje i opipljiva induracija. Simptomi pluéne embolije su
tahipneja, tahikardija, hemoptiza, poviSena temperatura, krkljanje, hropci i sinkopa. U
potvrdivanju dijagnoze DVT sluzimo se ultrazvukom, a ako je nalaz negativan potrebno
je u€initi flebografiju s kontrastnim sredstvom. Ako uz postojanje znakova DVT
pretrage ne potvrduju dijagnozu, predlaze se zapo€injanje terapije i kontrola nalaza za

sedam dana (Ferrari E et al. 1999.).

2.4. TROMBOFILIJE | FETALNI ISHOD

Veze izmedu trombofilije i neZeljenog fetalnog ishoda ispitivane su za velik broj
ranih gestacijskih i opstetri¢kih poremecaja. Oni ukljucuju izolirane i ponavljane rane i
kasne spontane pobacaje, intrauterini zastoj u rastu (IUGR), abrupciju placente i
preeklampsiju. IUGR je vazan uzrok morbiditeta i mortaliteta. Novorodencad s tim
poremecajem, kasnije u djetinjstvu, cesc¢e podlijezu neuropsiholoskim razvojnim
oStecenjima, postiZu slabije rezultate u Skoli, a dokazano je 1 da imaju vecu vjerojatnost
obolijevanja od kardiovaskularnih i endokrinoloskih bolesti (Franchi F et al. 2004.).
Povezanost trombofilije i IUGR nije jednoznacna. Neka istraZivanja pokazuju
statistiCku povezanost pojedinih trombofilnih mutacija sa zastojem o rastu, dok druga to
negiraju. Facco et al. su 2009. godine napravili meta-analizu tih istrazivanja i pokazali
da nema poveznica izmedu [UGR 1 trombofilije (Facco F et al. 2009.). Medutim,
potrebna su daljnja istraZzivanja s ve¢om dokaznom snagom da bi se navedeno i
potvrdilo.

Abrupcija placente spada u teske opstetricke komplikacije. Slicno kao i za
IUGR, postoje oprecna istrazivanja o povezanosti trombofilije 1 abrupcije placente.
Meta-analiza provedena sa svrhom procjene rizika nositelja FVL mutacije i mutacije
gena za protrombin na ishod trudnoce, pokazala je da apsolutni rizik nositelja FVL
mutacije za abrupciju posteljice iznosi 1.85 (95% CI: 0.92-3.70), iako autori Kritiziraju

neujednacenost kriterija pojedinih istrazivanja (Rodger MA et al. 2010.).



Mnoge su studije istrazivale povezanost gubitka ploda i trombofilije. Vecina
radova pokazuje najveéu povezanost izmedu FVL mutacije i ranih habitualnih pobacaja.
Ridker et al. su proucavali ucestalost FVL mutacije u 113 Zena s habitualnim
pobacajima u komparaciji s 437 zena kao kontrole. Mutacija je dokazana u 8%
promatranih zena i 3,7% kontrolnih zena (OR 2.3, 95% CI,1.0-5.2). Podgrupa
pacijentica s tri i viSe pobacaja imala je prevalenciju FVL mutacije od 9% (Ridker et al.
1998.). U istrazivanju koje su proveli Preston et al. pracena je kohorta 1384 zene s FVL
mutacijom, deficijencijom antitrombina, proteina C i proteina S. Analizirana je
ucestalost spontanih pobacaja i mrtvorodenosti djece. Utvrden je povecani rizik
spontanih pobacaja u Zena s trombofilijom, a rizik za mrtvorodenost bio je jos i veci
(Preston et al. 1996.). Medutim, brojni drugi radovi pokazuju kako tog rizika nema
(Dizon-Townson D et al. 2005.). Studije koje pokazuju povecani rizik za gubitak ploda
u zena s trombofilijom pokazale su i ¢injenicu da je postotak uspjesnih trudnoca u tih
pacijentica i dalje vrlo visoka. Stoga su ova hiperkoagulabilna stanja vjerojatno

pridonosec¢i ¢imbenik u multifaktorijalnoj patogenezi gubitka ploda.



3. INVITRO FERTILIZACIJA

In vitro oplodnja oznacava postupak u kojem su jajne stanice oplodene
spermijima izvan maternice. Jedna je od najuspjesnijih metoda medicinski
potpomognute oplodnje kojoj se pribjegava kada se ostale metode pokazu
bezuspjesnima. Pojam in vitro (lat. u staklu) koristi se zato $to su najraniji bioloski
eksperimenti kultiviranja tkiva zivih organizama bili provodeni u staklenim posudama.
Danas taj pojam oznacava svaku biolosku proceduru koja se odvija izvan organizma u
kojem bi se normalno odvijala. Za razvoj procedure IVF-a 1978. godine, Robert G.
Edwards nagraden je Nobelovom nagradom u fiziologiji i medicini 2010. godine.

Po NICE smjernicama, IVF je indiciran kod neobjasnjenog infertiliteta nakon 2
godine redovnog spolnog odnosa bez zastite (NICE clinical guideline, 2013.). Za
uspjeSnu IVF potrebne su zdrave jajne stanice, plodna sperma i maternica koja moze
odrzavati trudno¢u. S obzirom na cijenu postupka, IVF se opéenito pokusava tek nakon
Sto jeftinije opcije medicinski potpomognute oplodnje zakazu. Indikacije za IVF su
zenski infertilitet uzrokovan problemima u jajovodima, ali i muski infertilitet zbog
manje kvalitete sperme 1 u tim slucajevima se koristi ICSI, metoda u kojoj se spermij

injicira direktno u jajnu stanicu.

3.1. POSTUPAK IVF-A

Teoretski, IVF se moze obavljati prikupljanjem sadrzaja iz jajovoda ili maternice
nakon prirodne ovulacije, mijeSanjem s muskim sjemenom 1 reinsercijom u maternicu.
Medutim, bez dodatnih tehnika Sanse za trudnoc¢u bi bile vrlo male. Takve dodatne
tehnike koje se rutinski koriste ukljucuju indukciju ovulacije, aspiraciju zrelih jajnih
stanica, pripremu jajnih stanica i sjemena u laboratoriju, oplodnju i kontrolu zametka te
prijenos zametka - ET. Poticanje rasta i razvoja vise folikula te zrelost vise jajnih
stanica potice se Zenskim hormonima hipofize, gonadotropinima, FSH i LH. Postoji
viSe shema i protokola za davanje tih hormona. Pocinje se s obzirom na predvideni

odgovor, a na temelju dobi, broja antralnih folikula i razine anti-Miillerovog hormona


http://en.wikipedia.org/wiki/NICE_guidelines

(La Marca, A., Sunkara, S. K., 2013.). Posebno je vazno da sazrijevanje vise folikula
bude sinkrono i pravodobno. Kako bi se to postiglo mogu se uz gonadotropine dodati
analozi GnRH. No, treba biti pazljiv jer predoziranje moze izazvati sindrom
hiperstimulacije ovarija, po Zivot opasnu komplikaciju.

Kada se utvrdi zrelost folikula induciraju se predovulacijske promjene oocite i to
najcesce injekcijom humanog korionskog gonadotropina (hCG). Taj hormon je zamjena
za LH skok i uzrokuje ovulaciju 38 do 40 sati nakon jedne injekcije hCG-a (Peter
Kovacs, 2004.). Postupku aspiracije jajne stanica se zato pristupa nesto ranije, 34 do 36
sati nakon injekcije. Aspirira se transvaginalnom tehnikom uz ultrazvu¢no vodenu iglu
kroz vaginalni zid do jajnika. Folikularna tekuéina s jajnim stanicama predaje se
biologu na identifikaciju, pripremu i ocjenu kvalitete.

U laboratoriju se jajne stanice izoliraju i pripremaju za fertilizaciju, a isto tako i
spermiji. Inseminacija je postupak ujedinjenja oocite i spermija kako bi doslo do
oplodnje (fertilizacije) jajne stanice. Vrijeme inseminacije odreduje se s obzirom na
zrelost oocite. Sto su oocite zrelije treba ih brze inseminirati. Postupak se provodi u
hranjivom mediju, a Zhang X. D. et al. su pokazali da inkubacija inseminirane oocite u
trajanju od 1 do 4 sata rezultira viSom stopom trudnoée nego nakon inkubacije od 16 do
20 sati (Zhang, X. D. et al. 2013.). U slucajevima lose kvalitete sperme koristi se veé
spomenuti ICSI. Pronuklearni stadij je dokaz uspjele fertilizacije. Oplodene jajne
stanice stavljaju se u Cisti medij i polazu u inkubator na otprilike 48 sati gdje nakon
brazdanja zametci postanu Sestostani¢ni ili osmostani¢ni. Dva do tri dana nakon
aspiracije jajnih stanica zametak (ili viSe njih) se vraca u maternicu. Po nekim
americkim 1 australskim protokolima transfer zametka se izvodi pet dana nakon
oplodnje kada su zametci u stadiju blastociste. Pokazalo se da transfer u tom stadiju daje
visu stopu trudnoc¢a (Papanikolaou EG et al. 2006.). U maternicu se prenose dva ili
najvise tri zametka (ovisno o dobi i1 zdravlju Zene) 1 time se smanjuje opasnost od

viSeplodnih trudnoca.



3.2. KOMPLIKACIJE IVF-A

Visestruke trudnoce Cesta su komplikacija IVF-a povezana s viSestrukim embrio
transferom. Viseplodne trudnocée povezane su s povecanim rizikom od gubitka
trudnode, opstetrickih komplikacija, nedonoSenosti i neonatalnog morbiditeta. Zato su u
nekim zemljama donesena stroga ogranic¢enja broja embrija koji se mogu prenijeti u
maternicu. Komplikacija IVF-a je i sindrom ovarijske hiperstimulacije, pogotovo ako se
hCG koristi za indukciju preovulacijskih promjena oocite. Radi se 0 ne sasvim jasnom
patofizioloSkom mehanizmu koji dovodi do ascitesa, hidrotoraksa, hemokoncentracije,
neravnoteze elektrolita i smanjene funkcije vitalnih organa.

Tijekom aspiracije jajnih stanica postoji mala moguénost krvarenja, infekcije ili
ostecenja okolnih struktura poput crijeva ili mokra¢nog mjehura. IVF nije povezan s
povecanim rizikom od raka cerviksa, ovarija ili endometrija (Siristatidis, C. et al. 2012.)
niti je taj rizik povecan za rak dojke (Sergentanis, T. N. et al. 2013.).

Neki pregledni radovi pokazali su da djeca rodena nakon IVF-a imaju povecan
relativni rizik prirodenih malformacija u odnosu na prirodno zacetu djecu (Hansen, M.
et al. 2013.), a to je pokazala i Reethuisova studija iz 2009. gdje su septalne sréane
mane, rascjep usne i nepca, ezofagealna atrezija i anorektalna atrezija bile ¢eS¢e kod
djece nastale IVF-om (Reefhuis J. et al. 2009.). Medutim, prospektivna kohortna studija
iz 2012. godine kojom je obuhvacéeno 308 974 poroda (od kojih 6163 nakon IVF-3) i
pracenjem do pete godine Zivota je pokazala da ta povezanost nije signifikantna nakon
prilagodavanja roditeljskih faktora kao $to su maj¢ina dob i pusenje, ali povezanost
malformacija s ICSl-jem je potvrdena (Davies, MJ. et al. 2012.).

IVF je povezan i s povecanim relativnim rizikom od prepartalnog krvarenja,
hipertenzivnih poremecaja u trudno¢i, gestacijskog dijabetesa, porodaja carskim rezom,
niske porodajne mase 1 prijevremenog porodaja, a to se dovodi u vezu s incidencijom

cerebralne paralize i autizma (Pandey, S. et al. 2012.).



4. POVEZANOST TROMBOFILIJA I IVF-A

Metode medicinski potpomognute oplodnje pruzaju moguénost za¢e¢a mnogim
neplodnim parovima. Medutim, stopa trudno¢a nakon tih metoda je prosjecno svega
30% usprkos transferu morfoloski normalnih embrija (Andersen AN. et al. 2007.).
Razlozi za to su ve¢inom neobjasSnjeni i mogu ukljucivati neuspjesnu implantaciju ili
placentaciju. I nasljedne i steCene trombofilije povezivane su s ponavljanim pobacajima
i komplikacijama u trudno¢i (Kovalevsky G. et al. 2004.). Medutim, ta je povezanost
dovedena u pitanje za FVL i mutacije protrombina nakon meta-analize iz 2010. godine
(Rodger MA et al. 2010.).

Zbog brojnih patoloskih stanja i komplikacija s kojima su trombofilije
povezivane (neplodnost, ponavljaju¢i neuspjeh IVF-a, sindrom hiperstimulacije ovarija,
trombotske komplikacije indukcije ovulacije), mnoge klinike su pocele vrSiti screening
na trombofilije zenama koje se podvrgavaju IVF-u (Dulitzky M et al. 2002.). Medutim,
korist screeninga na trombofilije za takve pacijente nije dokazana (Nelson SM & Greer
IA 2006.).

Vjerojatni mehanizam nastanka komplikacija u trudno¢i medu nositeljima
trombofilnih mutacija je tromboza maternalnih krvnih zila koja moze uzrokovati
smanjenu perfuziju interviloznog prostora i posljedi¢ni neuspjeh placentacije (Rey E et
al. 2003.). Sli¢ni mehanizmi mogu sprijeciti implantaciju embrija i ranu placentaciju i
nakon IVF-a. Postoje oprecni rezultati studija o tome postoji li uzro¢no posljedi¢na veza
izmedu trombofilija i neuspjeha IVF-a. Takve rasprave rasplamsale su studije u kojima
je dokazano da primjena tromboprofilakse u obliku heparina poboljSava rezultate
postupaka MPO (Qublan H et al. 2008.).

Zanimljiv slucaj tretmana infertiliteta kod Zena s trombofilijom prikazali su
Martin JR i ostali 2011. godine kada su objavili prikaz sluc¢aja 29-godiSnje Zene s
Klippel-Trenaunayjevim sindromom. Radi se o rijetkoj bolesti koju ¢ini trijas
kongenitalnih malformacija u obliku velike mrlje boje crvenog vina, mekotkivne ili
kostane hipertrofije 1 podlezece malformacije venske ili limfne vaskulature u
ekstremitetima (Martin JR et al. 2011.). Od klini¢kog znacaja je pojava tromboze i
pluéne embolije kod ovih pacijentica, a kako trudnoc¢a sama po sebi povecava

koagulabilnost krvi, trudnocu je preporucljivo izbjegavati. Uz to, kod pacijentica s ovim
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sindromom ¢esta je i prisutnost trombofilnih mutacija koje dodatno pogorsavaju
hiperkoagulabilnost krvi ovih pacijenata (Rebarber A et al. 2004.), pa je i prikazana
pacijentica heterozigotna na FVL mutaciju i homozigotna na MTHFR mutaciju. Zbog
svih tih rizika odluc¢eno je provesti IVF, a za gestaciju su se odlucili za surogat.
Pacijentica je primala tromboprofilaksu nefrakcioniranim heparinom za vrijeme
stimulacije ovarija i indukcije ovulacije do 12 sati prije i poslije aspiracije jajnih stanica,
a onda jos mjesec dana kao dugoro¢nu profilaksu. Kao rezultat uspjesnog
perioperativnog tretmana koagulopatije i kasnije uredne intrauterine trudnoce
gestacijskog surogata rodeno je zdravo novorodence u terminu. Taj slu¢aj je pokazao
koliko je IVF nakon vise od 30 godina postojanja napredovao i omogucio uspjesan

reproduktivan ishod i u najzahtjevnijim slu¢ajevima.

4.1. ISHOD IVF-A KOD PACIJENTICA S FVL MUTACIJOM

Marcello Di Nisio i ostali su 2011. objavili pregled i meta-analizu svih radova
koji govore o povezanosti trombofilija s ishodom I\VVF-a (Di Nisio M et al. 2011.).
Udruzeni podatci o povezanosti FVL s neuspjehom IVF-a iz 8 studija slucajeva i
kontrola pokazali su ukupno trostruko povecanje rizika (OR=3.08; 95% ClI, 1.77-5.36)
pri ¢emu je rizik od neuspjeha IVF-a bio zna¢ajno visi kod heterozigotnih (OR=2.74;
95% CI, 1.43-5.25) nositelja mutacije za FVL i s trendom kod homozigotnih (OR=8.43;
95% CI, 0.96-73.80) nositelja u usporedbi s kontrolnim nenositeljima mutacije. S druge
strane, efekt faktora V Leiden bio je analiziran 1 u 3 kohortne studije ¢iji su objedinjeni
podatci pokazali usporedivu Sansu pozitivnog testa za trudno¢u (RR=0.16; 95% CI,
0.01-3.11) ili dokazane trudno¢e (RR=0.62; 95% CI, 0.35-1.08) nakon IVF-a kod Zena s
ili bez mutacije (npr. Rudick B et al. 2009.).

Oprecni rezultati pojedinih studija zahtijevaju raspravu. Naime, objedinjeni
rezultati studija slu€ajeva i kontrola podrzavaju tezu da mutacija za FVL ima vecu
prevalenciju medu Zenama s ponavljaju¢im neuspjesSnim IVF-ovima. lako je statisticki
rizik homozigota za mutaciju FVL bio ve¢i od onog za heterozigote, Sto sugerira

znacCajnost mutacije, izraCun za homozigote nije bio signifikantan i interval pouzdanosti
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je bio Sirok. K tome, tri kohortne studije nisu pokazale vezu izmedu mutacije za faktor
V Leiden i neuspjeha IVF-a. Te studije nisu odjeknule u stru¢nim krugovima i njihov
nalaz protektivnog u¢inka mutacija FVL moze se ¢ak smatrati slu¢ajnim nalazom.
Ostale nasljedne trombofilije nisu povezivane s neuspjehom IVF-a. Budu¢i da neke
studije nisu testirale sve vrste trombofilija, ne moze biti isklju¢eno da su neke Zene s
neuspjeSnim ishodom IVF-a uistinu nositeljice jedne ili viSe netestiranih trombofilnih
mutacija. Ta djelomicna provjera mogla je podcijeniti rizik povezan s drugim

nasljednim trombofilijama.

4.2. ISHOD IVF-A U ZENA S MTHFR MUTACIJOM, MUTACIJOM ZA
PROTROMBIN I DEFICIJENCIJOM PC-A, PS-A | ANTITROMBINA

U osam studija slucajeva i kontrola proucavala se povezanost mutacije gena za
protrombin i neuspjeha IVF-a. Ukupna povezanost nije se pokazala signifikantnom
(OR=1.48; 95% ClI, 0.71-3.06); rizik je bio usporediv izmedu heterozigota (OR=0.88;
95% CI, 0.39-2.00) ili homozigota (OR=2.12;95% ClI, 0.13-34.34) u odnosu na
nenositelje mutacije (npr. Simur A et al. 2009.).

MTHFR mutacija je bila evaluirana u sedam studija. Od Zena s visestrukim
neuspjehom IVF-a postotak onih koje su imale MTHFR mutaciju bio je slican ukupnom
postotku ucestalosti mutacije kod kontrolnih Zena, a rezultat je bio takav 1 kad su se
zasebno evaluirali heterozigoti (OR=1.16; 95% CI, 0.64-2.13) i homozigoti (OR=1.66;
95% CI, 0.74-3.75) (npr. Azem F et al. 2004.).

Tri studije slucajeva i kontrola proucavale su povezanost deficijencija proteina
C, proteina S i antitrombina s ishodom IVF-a i u svim trima istrazivanjima uc¢estalost
mutacija bila je podjednaka medu zenama s uspje$nim i neuspje$nim IVF-om (Bellver J

et al. 2008.).
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4.3. POVEZANOST ANTIFOSFOLIPIDNIH PROTUTIJELA | IVF-A

Procjena povezanosti steCene trombofilije u vidu antifosfolipidnih antitijela s
IVF-om bila je tema dvadeset i osam studija koje su obuhvatile 5270 pacijenata.
Objedinjeni podatci dvadeset studija slucajeva i kontrola pokazali su da prisutnost
jednog ili viSe antifosfolipidnih protutijela povecava rizik od neuspjeha IVF-a tri puta
(OR=3.33; 95% ClI, 1.77-6.26). Studije koje su kao kontrolu uzimale same fertilne Zene
koje su radale pokazale su slicnu asocijaciju antifosfolipidnih protutijela i neuspjeha
IVF-a (OR=3.79; 95% CI, 2.27-6.36) kao i studije u kojima su kao kontrola bile
izabirane Zene koje su rodile nakon IVF-a (OR=3.18; 95% CI, 0.91-11.1). S druge
strane, u kohortnim studijama prisutnost antifosfolipidnih protutijela nije bila povezana
s nizom stopom urednih trudnoca ili poroda niti s viSom stopom negativnih testova na
trudnocu (Di Nisio M et al. 2011.).

U usporedbi s kontrolom, zene s neuspjesnim IVF-ovima bile su ¢esce pozitivne
na lupus antikoagulans, antifosfatidilserin protutijela, antifosfatidilinozitol i
antifosfatidilglicerol protutijela, dok za antikardiolipinska protutijela, anti-f,-
glikoprotein-I protutijela i antifosfatidiletanolamin protutijela nije nadena znacajna
povezanost. Jedna prospektivna kohortna studija proucavala je ishod IVF-a u 50
pacijentica s ili bez antikardiolipinskih protutijela i nije pokazala povezanost s urednom
trudno¢om (RR=0.59; 95% ClI, 0.05-7.08) niti s rezultatom testova za trudnocu
(RR=0.49; 95% CI, 0.19-1.28) (Caccavo D et al. 2007.).

U nekim studijama je pokazano da je prisutnost antifosfolipidnih protutijela
upletena u razvoj komplikacija u trudno¢i te da tromboprofilaksa moZe poboljSati ishod
trudnoca kod pacijentica s pozitivnim protutijelima (Empson M et al. 2005.). No,
povezanost I\VF-a 1 antifosfolipidnih protutijela ostaje sporna te Americko drustvo za
reproduktivnu medicinu ne savjetuje rutinsko odredivanje antifosfolipidnih protutijela
kod parova koji se podvrgavaju IVF-u (Practice Committee of the American Society for
Reproductive Medicine 2006.). U objedinjenim podatcima vise studija s uzorkom od
viSe od 5000 pacijentica Marcello Di Nisio 1 ostali su pronasli signifikantni ve¢i rizik
neuspjeha IVF-a medu Zenama pozitivnim na antifosfolipidna protutijela pri cemu je
snaga te povezanosti ovisila i o vrsti prisutnih protutijela (Di Nisio M et al. 2011.). Te
nalaze, medutim, takoder treba uzeti s oprezom. Naime, nedostatak standardizacije

testova za dokazivanje prisutnosti protutijela, razliciti paneli proucavanih protutijela i
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ukljucivanje Zena s prolazno pozitivnim protutijelima moguci su uzroci heterogenosti.
Autori nekih ¢lanaka su pokazali da razina antifosfolipidnih protutijela moZze narasti
tijekom IVF ciklusa (Buckingham KL et al. 2006.), iako ima i suprotnih pokazatelja
(Fisch B et al. 1991.). I kona¢no, kohortnim studijama nije dokazana povezanost

antifosfolipidnih protutijela s neuspjesnim ishodom IVF-a.

4.4. RELEVANTNOST REZULTATA STUDIJA O POVEZANOSTI
TROMBOFILIJA S ISHODOM IVF-A

Podatci iz studija slucajeva 1 kontrola sugeriraju da su Zene s neuspjeSnim IVF-
ovima ¢esce pozitivne na FVL i neke podtipove antifosfolipidnih protutijela u odnosu
na fertilne Zzene koje su radale ili zene s uspjeSnim [VF-om. Medutim, takve nalaze treba
razmatrati s oprezom zbog heterogenosti izmedu studija i nedostatka signifikantne
povezanosti trombofilija i neuspjeha IVF-a u kohortnim studijama. Neuspjeh IVF-a
moze se objasniti pretjeranom trombozom placentalnih krvnih zila $to uzrokuje
hipoperfuziju interviloznih prostora s posljedicnom nemoguénoscu placentacije.
Medutim i drugi mehanizmi, kao §to je oStecenje decidualnih ili korionskih krvnih Zila,
ili smanjenje invazivnosti trofoblasta, mogu sprijeciti implantaciju zametka (Mousa HA
& Alfirevi¢ Z. 2000.).

Vjerodostojnost rezultata o riziku (ne)uspjesnosti IVF-a zbog trombofilija bi bila
veca da je procjena rizika bila sveobuhvatnija i1 da je ukljucila i ostale poznate rizi¢ne
faktore kao $to su dob, paritet i prethodne uspjesne trudnoce (Qublan HS et al. 2005.).
Slabo prijavljivanje tih faktora je onemogucilo analiziranje na temelju tih karakteristika.
Konac¢no, nedostatak prijavljivanja ve¢ postojec¢ih trombofilnih defekata onemogucilo je
analizu moguc¢ih kumulativnih uc¢inaka trombofilija.

Da bi testiranje na trombofilije imalo smisla, potrebno je postojanje efektivnog
tretmana nositelja mutacija. Sher i ostali su 1998. pokazali da kombinirana terapija
aspirinom 1 heparinom povecava stopu implantacija i urednih trudnoc¢a nakon IVF-a
(Sher G et al. 1998.). I recentnije randomizirane klinicke studije su pokazale da

upotreba profilaktickih doza heparina male molekularne teZine povecava stopu
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implantacije, uredne trudnoce i zivorodenosti kod Zena s tri ili viSe prethodno
neuspjesnih IVF-a i ngjmanje jednim trombofilnim defektom, medutim nije pokazano
da povecava te stope kod Zena s dva ili viSe prethodno neuspjesnih IVF-a i bez poznate
trombofilije (Qublan H et al. 2008.). Stoga na temelju ovih rezultata mozemo zakljuciti
da antitrombotska terapija ne mora biti primjenjivana kod pacijenata s neuspjesnim

IVF-om i trombofilijom dok dodatni dokazi ne budu dostupni.
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5. ZAKLJUCAK

Povezanost trombofilnih mutacija i steCenih trombofilija na ishod IVF-a nejasna
je i nedorecena na temelju analiziranih studija koje su proucavale tu problematiku. lako
rezultati studija slucajeva i kontrola sugeriraju da su Zene s u€estalim neuspjehom IVF-a
¢esce pozitivne na trombofilne mutacije i prisutnost antifosfolipidnih protutijela, dokazi
su dvosmisleni i nisu potkrijepljeni kohortnim studijama.

Trombofilije su povezivane s brojnim patoloSkim stanjima i komplikacijama u
trudno¢i pa su zbog toga mnoge klinike pocele vrsiti screening na trombofilije Zenama
koje se spremaju za postupak IVF-a. Medutim, po rezultatima postojecih studija korist
takvog screeninga nije dokazana.

Na temelju postojec¢ih dokaza, kod pacijentica s trombofilijom nije indicirana
primjena antitrombotske terapije kod viSestruko neuspjesnih IVF-ova, iako postoje
autori koji i dalje smatraju da takav tretman moze povecati stopu trudnoca i broj
zivorodene djece nakon postupka IVF-a u Zena s trombofilnim mutacijama.

S obzirom na sve navedeno, potrebno je naglasiti da su potrebna velika
prospektivna istrazivanja kako bi se povezanost razlicitih vrsta trombofilija s ishodom

IVF-a razjasnila i kako bi se dobili konkretniji odgovori na sva pitanja iz ove domene.
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