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1. UvOD

Neplodnost definiramo kao nemoguénost spontanog zanoSenja uz redovite nezasticene
spolne odnose u trajanju od jedne godine (1). Ukoliko ne dode do zaceca adekvatnu
dijagnostiku trebalo bi provesti nakon jedne godine u Zena mladih od 35 godina, odnosno nakon
Sest mjeseci u Zena starijih od 35 godina. Kod pacijentica sa poznatim rizinim ¢imbenicima

dijagnosticiranje i lijecenje trebalo bi zapoceti i ranije (2).

Prema podacima Svjetske zdravstvene organizacije (WHO), jedna od Sest osoba diljem
svijeta je neplodna. Autori meta-analize i sistematiziranog pregleda literature, koji su analizirali
viSe od stotinu studija o prevalenciji neplodnosti tijekom proteklih dvadeset godina, isticu da
je ucestalost neplodnosti 17,5% (3). Ova meta analiza obuhvatila je sve WHO regije (Amerika,
Afrika, Jugoisto¢na Azije, Europa, Isto¢ni Mediteran i Zapadna Pacifik). Izmedu 1990. 1 2010.
godine, razina primarne i sekundarne neplodnosti se mijenjale u vecini svjetskih regija. Izuzeci
su bili subsaharska Afrika i Juzna Azija gdje se prevalencija primarne neplodnosti smanjila
tijekom dvadesetogodiSnjeg razdoblja. Smanjenje Zelje za radanjem djece znaci, da cak 1 ako
se prevalencija neplodnosti medu onima koji su izloZeni riziku trudnoc¢e nije promijenila, manji
postotak parova ima problema s neplodno$éu jer manje parova nastoji imati dijete. Medutim,
apsolutni broj parova s neplodnoS¢u povecao se zbog rasta stanovnistva. Sve kasnija Zelja za
reprodukcijom takoder moZe povecati prevalenciju neplodnosti, jer sposobnost za zac¢ece pada
s kronoloSkom dobi. Prosje¢na dob prvog poroda i prosjecna dob radanja djece povecala se u

svim razvijenim zemljama od 1990-ih godina (4).

Udio muskog i Zenskog faktora otprilike je podjednak i iznosi 30-35%, dok je ucestalost
idiopatske neplodnosti 10-12%. Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji najées¢i poznati
uzroci zZenske neplodnosti, koji €ine 81% svih uzroka, su poremecaji ovulacije (25%),
endometrioza (15%), adhezije u zdjelici (12%), okluzija jajovoda (11%), anomalije jajovoda
(11%) i hiperprolaktinemija (7%) (5). Osim navedenih, miomi maternice, adenomioza,
unutarmaterni¢ne adhezije, polipi endometrija, urodene anomalije Mullerove cijevi i1 stenoza
cervikalnog kanala Cine rijetke uzroke neplodnosti. Danas se sve viSe suo¢avamo s problemom
neplodnosti uzrokovanom starenjem jajnika i smanjenjem rezerve jajnika zbog odgadanja
trudno¢e za kasniju zivotnu dob. Smanjena ovarijska rezerva (engl. Diminished Ovarian
Reserve - DOR) karakterizira smanjenje broja i kvalitete jajnih stanica. Ovo je fizioloski proces

koji se javlja kod svih zena, posebice nakon 45. godine zivota (6). Medutim, smanjenje rezerve



jajnika moze se dogoditi i u ranijoj zivotnoj dobi. Nedavne procjene Americkog nacionalnog
drustva za potpomognutu reproduktivnu tehnologiju (engl. Society for Assisted Reproductive
Technology, SART) pokazuju da je 32% ciklusa in vitro oplodnje povezano s dijagnozom DOR-
a (7). Americko drustvo za reproduktivnu medicinu (ASRM) isti¢e nedostatak jedinstvene
definicije smanjene ovarijske rezerve (1). U klini¢koj praksi, smanjena ovarijska rezerva ¢esto
se definira na temelju abnormalnih testova ovarijske rezerve, kao §to su povisene razine FSH,
niski AMH i niski AFC ili, rjede, neuspjeli test izazova klomifen citratom, kod Zena koje jos
uvijek imaju redovite menstruacijske cikluse (8-10). Prijevremeni prestanak rada jajnika (engl.
Premature ovarian failure - POF), ili kako se danas ¢eS$¢e naziva, prijevremena ovarijska
insuficijencija (engl. Premature Ovarian Insufficiency - POI), karakterizira postmenopauzalnu
razinu FSH (> 40 IU/L), Cetiri ili viSe mjeseci sekundarne amenoreje, te dob mlada od 40 godina
(11). Slab odgovor jajnika na stimulaciju ovulacije (engl. Poor Ovarian Response - POR)
oznacava slab odgovor jajnika na standardnu stimulaciju ovulacije. Vazno je napomenuti da,
iako se uzroci ovih stanja Cesto preklapaju, smanjena ovarijska rezerva nije isto $to i slab

odgovor jajnika na stimulaciju ovulacije (8).

Medicinski potpomognuta oplodnja (MPO) skup je postupaka ¢iji je cilj radanje zdravog
djeteta. Obuhvaca sve metode lijeCenja kojima se pomaze da dode do oplodnje i trudnoce.

Metode MPO-a su:

intrauterina inseminacija (engl. intrauterine insemination, I1Ul) , intratubarna

inseminacija (engl. intratubar insemination, ITI) - homolognim sjemenom ili

sjemenom darivatelja

- izvantjelesna oplodnja (engl. in vitro fertilization, IVF)

- intracitoplazmatska mikroinjekcija spermija (engl. intracitoplasmatic sperm injection,
ICSI)

- prijenos gameta ili zigota u jajovod (engl. gamete - zygote intrafallopian transfer-

GIFT, ZIFT).

Na uspjesnost MPO-a utjece niz ¢imbenika poput majcine dobi, ovarijske rezerve i uspjeha
ovarijske stimulacije, pridruzenih sistemskih bolesti, stila Zivota, genetskog materijala i muskog

¢imbenika.

Stimulacija ovulacije je postupak koji se koristi u postupcima izvantjelesne oplodnje
kako bi se povecao broj jajnih stanica koje se mogu oploditi. Razlikuje se od indukcije

ovulacije, koja se koristi za stimuliranje ovulacije u zena koje ne ovuliraju uopce ili ne ovuliraju



redovito. Individualnim pristupom odabire se najprikladniji nacin ovarijske stimulacije, koja je
temelj uspjeha potpomognute oplodnje. Cilj medicinski potpomognute oplodnje jest postici
razvoj §to veceg broja kvalitetnih jajnih stanica, a potom i embrija sa najboljim implantacijskim

potencijalom (5).

Slab odgovor jajnika na stimulaciju ovulacije predstavlja poseban problem u
postupcima IVF-a jer je u ovih Zena ishod postupka znacajno snizen. Danas, zbog sve kasnije
zelje za reprodukcijom, raste broj Zena sa slabim ovarijskim odgovorom, a smatra se da ¢e taj
postotak biti s viemenom sve veci. Stoga postoji povecana potreba za pronalazenjem protokola

stimulacije ovulacije koji bi poboljsao ishod u ovoj skupini pacijentica.

U naSem istrazivanju pokusSali smo odgovoriti na pitanje koji je optimalan protokol
stimulacije ovulacije u skupini pacijentica sa slabim ovarijskim odgovorom na stimulaciju

ovulacije.

1.1.  Stimulacija ovulacije

Stimulacija ovulacije klju¢na je komponenta u postupcima medicinski potpomognute
oplodnje koja je promijenila klini¢ku praksu od prirodnih ciklusa s jednim folikulom do
stimuliranih ciklusa s viSestrukim folikulima. Povecanje broja folikula, a posljedi¢no i broja
prikupljenih oocita, poboljsalo je stopu trudnoce kod zena u postupku izvantjelesne oplodnje,
ne samo povecanjem broja dostupnih embrija, ve¢ 1 omogucavanjem produljene kulture embrija
i odabirom najkvalitetnijeg embrija za transfer u maternicu (12). U postupku stimulacije
ovulacije mogu se Kkoristiti peroralni lijekovi poput klomifen citrata ili inhibitora aromataze, ali
najcesci oblik stimulacije ovulacije ¢ini parenteralna primjena gonadotropina. Gonadotropini
se primjenjuju u obliku visoko proc¢iS¢enih urinarnih gonadotropina - urinarni
folikulostimuliraju¢i hormon (FSH) i humani menopauzalni gonadotropin (hMG), te kao
rekombinantni gonadotropini - rekombinatni FSH i rekombinantni luteiniziraju¢i hormon (LH).
Medutim, rast veéeg broja folikula u stimuliranom ciklusu moze dovesti do prijevremenog
porasta endogenog LH, §to moze imati negativni utjecaj na kvalitetu oocita te smanjiti Sansu za
postizanje trudnoce. Kako bi se sprijeCio prijevremeni porast LH, koriste se agonisti ili
antagonisti gonadotropin-oslobadaju¢eg hormona (engl. gonadotropin-releasing hormone -
GnRH).



Za zavr$no sazrijevanje oocita i odredivanje vremena aspiracije koriste se urinarni ili
rekombinantni humani korionski gonadotropin (engl. human chorionic gonadotropin, hCG) ,
ili u slucajevima rizika razvoja sindroma hiperstimulacije jajnika (OHSS, engl. Ovarian

Hyperstimulation Syndrome), GnRH-agonisti.

Od 1990-ih godina, primjena GnRH antagonista u klini¢koj praksi uvodi se s ciljem
poboljSanja rezultata izvantjelesne oplodnje 1 sprjeCavanja prijevremenog porasta
luteiniziraju¢eg hormona (13). U pacijentica sa normalnim ovarijskim odgovorom, provedene
su brojne studije koje usporeduju rezultate primjene GnRH agonista s GnRH antagonistima.
Al-Inany i suradnici su u sistematiziranom pregledu literature, u neselekcioniranoj skupini
pacijentica, analizirali su djelotvornost i sigurnost primjene GnRH antagonista u usporedbi s
donedavno ¢esce koriStenim protokolom koji je podrazumijevao primjenu GnRH agonista. U
pregledu literature pronadena su 73 randomizirana kontrolirana klinicka pokusa koja su
ukljucivala 12.212 Zzena lijecenih postupcima MPO-a. Skupina ispitivanih pacijentica
randomizirana je u grupu kod koje se primjenjivao GnRH agonist ili GnRH antagonist. U tim
studijama, nije pronadena statisticki znacajna razlika izmedu dvije skupine u postotku trudnoca
kao ni u postotku Zivorodene djece (29% uz primjenu GnRH agonista naspram 25-33% uz
primjenu GnRH antagonista). Iako nije bilo dokaza o razlici izmedu dvije skupine u postotku
zivorodene djece, ucestalost ovarijskog hiperstimulacijskog sindroma pokazala se znacajno
ve¢om nakon terapije GnRH agonistima u usporedbi s GnRH antagonistima. Dokazi ukazuju
da je rizik razvoja OHSS-a nakon uzimanja GnRH agonista 11%, a nakon uzimanja GnRH
antagonista izmedu 6% 1 9% (14). IstraZivanja provedena na skupini pacijentica sa slabim
ovarijskim odgovorom, iako manja u broju, takoder su provedena, 1 rezultati isto tako ukazuju
na nedostatak razlika u ishodu postupka kod primjene GnRH agonista u usporedbi s

antagonistima (15-20).

Terapija GnRH agonistima moze uzrokovati nuspojave zbog manjka estrogena kao $to
su naleti vru¢ine, poremecaji sna i glavobolje, a takoder moze dovesti do dugotrajne down-
regulacije hipofize. S druge strane, GnRH antagonisti djeluju izravno i brzo na hipofizu,
blokiraju¢i receptore za GnRH 1 tako inhibiraju¢i lu¢enje FSH 1 LH. Za razliku od agonista,
antagonisti nemaju anti-estrogenske nuspojave, $to ih ¢ini pogodnijim za primjenu. Antagonisti
se mogu primjenjivati u bilo kojoj fazi folikularne stimulacije i omoguc¢avaju precizniju

kontrolu nad rastom folikula (21).

Dva su glavna nac¢ina primjene antagonista: prvi je fiksni protokol u kojemu se antagonisti

uvode Sesti dan stimulacije ovulacije, a drugi je fleksibilni protokol kod kojeg se antagonisti



primjenjuju ovisno o karakteristikama konkretnog ciklusa, a pri ¢emu se najcesce gleda promjer
folikula (13-14 mm). Dosadasnji rezultati studija koji su usporedivali ta dva protokola nisu
jednoznacni (22-24). Vecina istrazivanja odnosila su se na smanjivanje koli¢ine upotrjebljenih
antagonista po ciklusu, a manje je pozornosti bilo usmjereno na problematiku preranog porasta
LH odnosno povecanje efikasnosti ishoda IVF postupka (23). Razli¢ita su misljenja kada
zapoceti primjenu antagonista u fleksibilnom protokolu i ona nisu standardizirana.
Upotrebljavaju se razli€iti kriteriji koji ukljucuju dan ciklusa, veli¢inu vodeceg folikula i razinu

estradiola, stime da unutar istih kriterija ne postoji suglasje (23,25).

Obzirom da najnoviji dokazi govore da su poremecena razina progesterona (P4) i
estradiola (E2) povezane sa losim ishodom trudnoéa, odredivanje profila hormona u ciklusu
stimulacije moglo bi biti od koristi (26,27). U studiji Schumachera i suradnika dokazano je da
je razina estrogena na dan pocetka terapije GNRH antagonistima nezavisan prediktor ishoda
postupka izvantjelesne oplodnje. Kod razine E2 manje od 300 pg/mL ili ve¢e od 1100 pg/mL,
postotak klini¢kih trudnoc¢a smanjen je za 40% (25).

Do sada jos nisu provedena istrazivanja koja bi dala jasan odgovor da li primijeniti fiksni

ili fleksibilni antagonisticki protokol u pacijentica sa smanjenim ovarijskim odgovorom.

Iako postoje studije koje povezuju razinu estrogena, progesterona i LH sa uspjesnoséu
MPO postupka, pacijentice sa slabim ovarijskim odgovorom ¢ine posebnu skupinu u kojih se

dodatna istrazivanja tek moraju provesti.

1.2.  Ovarijska rezerva i markeri ovarijske rezerve

Ovarijska rezerva je pojam kojim opisujemo zalihu jajnih stanica odnosno folikula u
jajniku te koja oznaava funkcionalni kapacitet jajnika, a ujedno sluzi i kao prediktor odgovora
jajnika na stimulaciju ovulacije primjenom egzogenih gonadotropina. Broj jajnih stanica kod
Zene je najvisi pri rodenju, kada iznosi oko Sest do sedam milijuna. Medutim, tijekom Zivota
broj 1 kvaliteta jajnih stanica se konstantno smanjuju. Dob je najznacajniji faktor u smanjenju
ovarijske rezerve (28). Osim dobi na smanjenje ovarijske rezerve utjeCu razne ginekoloske
bolesti, poput endometrioze, benigne i maligne neoplazije jajnika, primjena gonadotoksi¢nih
lijekova (29,30), autoimune bolesti (28,29), kromosomski i genetski poremecaji (28,29,31-34),
metabolicki poremecaji 1 deficiti enzima (29,35,36), te upalne bolesti (28,29,31,33,35). Kod



odredenog broja zena dolazi do prijevremenog smanjenja ovarijske rezerve zbog nepoznatog
uzroka, §to se javlja u otprilike 50% slu¢ajeva (28). Zene sa smanjenom rezervom jajnika
predstavljaju glavni rizi¢ni ¢imbenik za slabi odgovor na stimulaciju ovulacije unato¢ visokoj
dozi primijenjenih gonadotropina po broju dobivenih folikula, oocita te niskim razinama
estradiola (37).

Kao markere ovarijske rezerve vecina klinicara koristi broj antralnih folikula (engl.
antral follicle count, AFC) i anti-Mllerov hormon (AMH). Uz navedene, pokazatelji ovarijske

rezerve su i koncentracija FSH, E2 i inhibina B.

1.2.1. FSH i estradiol (E2)

Jedan od najranijih pokazatelja smanjenog rada jajnika je povisena razina FSH mjerena
u ranoj folikularnoj fazi, to¢nije izmedu drugog i Cetvrtog dana menstruacijskog ciklusa.
Smanjenjem ovarijske rezerve dolazi do pada razine estradiola i smanjenja broja oocita
dobivenih stimulacijom, a time 1 mogu¢nosti trudnoce (38—40). Smatra se da je razina FSH veca
od 10 IU/L (10-20 IU/L) prediktor loSeg odgovora jajnika na stimulaciju ovulacije i to uz visoku
specifi¢nost (80-100%), ali nisku senzitivnost, od svega 10-30% (41). Upravo zbog toga, kao i
zbog velikih razlika za vrijeme menstrualnog ciklusa te razlika u mjerenjima izmedu pojedinih
ispitanica, odredivanje koncentracije FSH kao testa probira u procjeni ovarijske rezerve ima
limitirajucu ulogu. Dokazano je da su poviSene koncentracije FSH iznad 10 [U/L, izmjerene u
viSe navrata, povezane sa loSijom prognozom u procesu potpomognute oplodnje, medutim
jednom izmjerena povisena razina FSH nema visoku specifi¢nost u predikciji loSeg odgovora
na stimulaciju ovulacije ili na postizanje trudnoce (42). Serijsko odredivanje FSH, kako bi se
odredio idealni ciklus za pocetak stimulacije ovulacije u zena kod kojih se razina FSH razlikuje

od ciklusa do ciklusa, prema nekim studijama, ne poboljsava ishode (43,44).

Razina bazalnog estradiola, ukoliko se koristi kao jedini mjerni pokazatelj, ima malu
vrijednost kao prognosticki ¢imbenik stimulacije ovulacije, medutim kada se koristi zajedno sa
koncentracijom FSH moze pomo¢i u interpretaciji rezultata (45,46). PoviSena razina E2 u
folikularnoj fazi, $to se uocava kod Zena s uznapredovalim reproduktivnim starenjem, ukazuje
na ubrzan razvoj folikula i ranu selekciju dominantnog folikula. PoviSena koncentracija
estradiola povratnom spregom dovodi do snizavanja FSH $to moze zamaskirati stvarne

povisSene vrijednosti FSH. Kada je razina FSH unutar normalnog raspona, ali je koncentracija



E2 poviSena, iznad 60 do 80 pg/mL, vjerojatnost loSeg odgovora jajnika na stimulaciju
ovulacije i postizanje trudnoce je snizena (47—49). Povisene vrijednosti i FSH 1 E2 upu¢uju na

veliku moguénost loSeg odgovora jajnika na stimulaciju ovulacije.

1.2.2. Inhibin B

Inhibin B je hormon kojeg luCe granuloza stanice manjih antralnih folikula u
folikularnoj fazi menstruacijskog ciklusa. Koncentracija inhibina B pokazuje znatnu intra- i
interciklicku varijabilnost, (50,51) te se stoga ne smatra pouzdanim markerom ovarijske
rezerve. lako su njegove vrijednosti nize kod Zena sa slabim odgovorom na stimulaciju
ovulacije (52,53), ¢ak i izrazito niske vrijednosti od 40 do 45 pg/mL, imaju relativno nisku
specifiénost 64-90% i senzitivnost 40-80% u predikciji loSeg odgovora na stimulaciju ovulacije.
U vedini studija inhibin B ima nisku pozitivnu prediktivnu vrijednost za neuspjeh IVF postupka
(50,54-56).

1.2.3. Anti-Mdllerov hormon (AMH)

Anti-Millerov hormon izlu¢uju granuloza stanice preantralnih folikula sve do veli¢ine
antralnog folikula od $est do devet milimetara (57-60). To je hormon koji sudjeluje u rastu i
razvoju folikula na nacin da djeluje primarno u jajnicima, a s obzirom da se nalazi i u serumu
predstavlja dobar marker za odredivanje ovarijske rezerve. Broj antralnih folikula korelira sa
rezidualnim folikulima jajnika. Kako se smanjuje broj rezidualnih folikula tako i pada
koncentracija AMH u serumu (61,62). lako se koncentracija AMH ne mijenja znacajno izmedu
i tijekom ciklusa (63-65), novija istrazivanja pokazuju da primjena oralnih hormonskih
kontraceptiva i GnRH agonista snizava razinu AMH (66). U postupcima IVF-a prema
koncentraciji AMH mozemo predvidjeti broj dobivenih jajnih stanica stimulacijom ovulacije te
tako otkriti Zene koje su u velikom riziku od razvoja sindroma hiperstimulacije jajnika ili one
koje ¢e slabo odgovoriti na stimulaciju ovulacije. Niske razine AMH u pacijentica koje su u
postupcima IVF-a, ispod 0.7 ng/mL, pokazale su visoku senzitivnost (40-97%), specifi¢nost
(78-92%) i negativnu prediktivnu vrijednost (97-100%) za procjenu loSeg odgovora na
stimulaciju ovulacije, $to se definira kao dobivanje tri ili manje folikula, ili manje od 2-4 oocite.

To znaci da ¢e pacijentice s niskim razinama AMH vjerojatnije imati lo$iji odgovor na



stimulaciju ovulacije. Medutim, iako se AMH koristi za procjenu ovarijske rezerve, nije se

pokazao kao senzitivan ili specifi¢an prediktor trudnoce (52,67,68).

1.2.4. Broj antralnih folikula (AFC) i volumen jajnika

Ultrazvucna procjena ovarijske rezerve temelji se na odredivanju broja antralnih

folikula te u manjoj mjeri volumena jajnika.

Antralni folikularni broj oznacuje broj antralnih folikula veli¢ine 2-10 mm u oba jajnika. Slicno
kao i1 AMH, prema vrijednosti AFC moze se predvidjeti odgovor jajnika na stimulaciju
ovulacije. U zene reproduktivne dobi, u svakom trenutku postoji 20-150 rastuéih folikula, od
kojih se ultrazvucnom dijagnostikom mogu detektirati oni ve¢i od 2 mm (69,70). Scheffer 1
suradnici histoloSkom analizom jajnika dokazali su da je broj malih antralnih folikula
proporcionalan preostalom broju primordijalnih folikula (71). U postupcima MPO-a, tri do
Cetiri antralna folikula, imaju visoku specifi¢nost (73-100%) u predikciji loSeg odgovora na

stimulaciju ovulacije, ali je senzitivnost znacajno niza (9-73%) (50,72-76).

Volumen jajnika takoder se moze koristiti u procjeni ovarijske rezerve, ali zbog niske
senzitivnosti u predikciji odgovora na stimulaciju ovulacije, ne koristi se ¢esto u klinic¢koj
praksi. Volumen jajnika se odreduje mjerenjem duZine, Sirine 1 dubine jajnika te se izraCunava
prema formuli (duZina x Sirina x dubina x 0,52). Smanjenje volumena jajnika korelira s brojem

preostalih folikula u jajniku.

1.3.  Odgovor jajnika na stimulaciju ovulacije

Optimalna strategija ovarijske stimulacije jest ona kojom se nastoji posti¢i trudnoca u
Sto kracem vremenu uz Sto manji rizik razvoja ovarijskog hiperstimulacijskog sindroma.
Predikcija odgovora na stimulaciju ovulacije pruza bitnu informaciju 1 klini¢arima i
pacijentima. Koriste¢i se markerima ovarijske rezerve, u klinickoj praksi najces¢e AMH, AFC,
uz saznanja o prijaSnjim ishodima ovarijske stimulacije, odabire se odgovarajué¢i protokol

stimulacije.



Prema Smjernicama Europskog drustva za humanu reprodukciju i endokrinologiju
(ESHRE), AFC ili AMH preporucuju se kao markeri za predikciju prenaglasenog ili slabog
odgovora na stimulaciju ovulacije (77).

Najvazniji neovisan prediktor trudnoce jest broj oocita dobivanih nakon ovarijske
stimulacije (78). Normalnim odgovorom jajnika smatra se 10-15 dobivenih oocita po ciklusu
(64,67,68). Odreden broj pacijentica ima smanjen, manje od 4 oocite (65,69) ili prenaglasen

odgovor, vise od 15 oocita (63).

1.3.1. Slab ovarijski odgovor na stimulaciju ovulacije

Pacijentice sa slabim ovarijskim odgovorom na stimulaciju ovulacije ¢ine sve veci broj
pacijentica u postupcima medicinski potpomognute oplodnje. Iako se tocan udio ove skupine
ne zna, naroCito zbog manjka jedinstvenog definiranja, procijenjena ucestalost iznosi 9-25%
(79,80). S obzirom na sve vecu Zelju za reprodukcijom u kasnijim godinama, za ocekivati je da
je ¢e taj udio s vremenom biti 1 veci. U pacijentica sa slabim ovarijskim odgovorom, unato¢
adekvatnoj stimulaciji ovulacije, broj dobivenih oocita u postupku je mali, prvenstveno zbog

smanjenog kapaciteta jajnika.

lako etiopatogeneza smanjenog odgovora jajnika na stimulaciju ovulacije nije u
cijelosti razjasnjena, najvjerojatnija podloga jest smanjenje ovarijske rezerve. Kako je ranije
navedeno, jedan od evidentnih razloga ¢ini starenje jajnika s posljedi¢nim smanjenjem broja
jajnih stanica. Starenje jajnika, bez obzira na to je li rije¢ o prijevremenom ili fizioloSkom
starenju, smanjuje ovarijsku rezervu, $to rezultira kvantitativnim i kvalitativnim promjenama
oocita. Ova stanja rezultiraju ne samo slabim odgovorom na stimulaciju jajnika, ve¢ i loSom

kvalitetom jajnih stanica (81).

Endometrioza, prethodni kirur§ki zahvati na jajniku, kromosomski ili genetski
poremecaji, metabolicke, autoimune 1 zarazne bolesti Cine stanja koja mogu pridonijeti
smanjenju ovarijske rezerve (28,31,32,82). U nekim slucajevima, slab ovarijski odgovor na
stimulaciju ovulacije moze se javiti kod pacijentica s dobrom ovarijskom rezervom uzrokovan
suboptimalnom dozom gonadotropina koriStenom za stimulaciju ovulacije, primjerice kod
pretilih Zena (83), ili zbog prisutnosti genetskih polimorfizama koji utjeCu na endogene

gonadotropine ili njihove receptore (84-86). Jedna od mogucih teorija navodi smanjen broj



folikula senzitivnih na FSH, ili folikula koji ne odgovaraju na egzogenu primjenu FSH kao

mogucéi razlog smanjenog odgovora jajnika (87).

Pojam slabog ovarijskog odgovora na stimulaciju ovulacije, $to se u engleskoj literaturi
naziva ,,poor responder* prvi puta se spominje 1983. godine. Garcia i suradnici tada su ovu
skupinu pacijentica definirali kao one s loSim odgovorom jajnika, malim brojem oocita i
razinom estradiola nizom od 300 pg/mL uz primjenu standardne stimulacije od 150 IU
humanog menopauzalnog gonadotropina (88). Kako bi pruzili standardiziranu definiciju i
klasifikaciju, vodeca svjetska stru¢na drustva pokusala su posti¢i dogovor u definiranju ove

skupine pacijentica.

Bolonjski kriteriji za pacijentice sa slabim odgovorom jajnika nazvani su po gradu gdje
su prvi put predlozeni i uspostavljeni kao konsenzus tijekom godi$njeg sastanka Europskog
drustva za humanu reprodukciju i embriologiju (ESHRE) 2011. godine u Bolonji, Italija. Prema
tim kriterijima, skupina pacijentica sa slabim ovarijskim odgovorom na stimulaciju ovulacije
definirana je kao pacijentice koje ispunjavaju barem dva od tri navedena kriterija: dob od 40 ili
viSe godina, prethodni IVF postupak s manje od 3 dobivene oocite, te niska ovarijska rezerva
prema testovima (AFC <5-7, AMH <0,7-1,3 ng/mL) (8). Unato¢ Sirokom prihvacanju ove
klasifikacije 1 njenom cestom koriStenju u klini¢koj praksi, znanstvenici ukazuju na odredene
nedostatke. Studija Polyzosa i suradnika istie postojanje brojnih razlika u definiciji ove
skupine pacijentica, pri ¢emu je dokumentirano najmanje 41 razli¢ita definicija pacijentica s
smanjenom ovarijskom rezervom u 47 randomiziranih studija (89). Takoder, kvaliteta oocita

nasuprot kvantiteti nije istaknuta (90).
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Tablica 1. Bologna kriteriji [prema podacima iz (8)]

Barem 2 od navedenih

1. >40 godina ili prisustvo drugog rizi¢nog faktora za slab odgovor jajnika

2. Raniji slab odgovor na stimulaciju ovulacije (<3 oocite u standardnom protokolu SO)

3. Smanjena ovarijska rezerva (AFC < 5-7 ili AMH < 0.5-1.1 ng/mL)

e U 2 standardne stimulacije ovulacije slab ovarijski odgovor, neovisno o starosti i

testovima ovarijske rezerve

SO - stimulacija ovulacije

U svrhu $to jasnijeg definiranja, 2016. predlozeni su POSEIDON kriteriji (engl. Patient-
Oriented Strategies Encompassing IndividualizeD Oocyte Number). POSEIDON Kriteriji
temelje se na tri kljuéna parametra: dob pacijentice, broj antralnih folikula i1 razina anti-
miillerovog hormona. Na temelju kombinacije tih parametara, pacijentice su podijeljene u Cetiri
podgrupe koje omogucuju precizniju karakterizaciju njihovog ovarijskog odgovora. Grupa 1
obuhvaca pacijentice mlade od 35 godina s urednim testovima ovarijske rezerve (AFC > 5,
AMH > 1,2 ng/mL), ali koje pokazuju neoc¢ekivano slab ili suboptimalan odgovor jajnika
(manje od 4 oocita ili 4-9 oocita dobivenih aspiracijom). Ova grupa je zna¢ajna jer se odnosi
na pacijentice koje, unato¢ mladoj dobi i relativno urednoj rezervi jajnika, ne postiZzu o¢ekivane
rezultate u postupcima MPO. Grupa 2 ukljucuje pacijentice starije od 35 godina s urednim
testovima ovarijske rezerve (AFC > 5, AMH > 1,2 ng/mL), ali s neocekivano slabim ili
suboptimalnim ovarijskim odgovorom (manje od 4 oocita ili 4-9 oocita dobivenih aspiracijom).
Grupa 3 obuhvaca pacijentice mlade od 35 godina s poremec¢enim testovima ovarijske rezerve
(AFC <5, AMH <1,2 ng/mL. Grupa 4 se odnosi na pacijentice starije od 35 godina s
poremecenim testovima ovarijske rezerve, §to se manifestira kroz niski broj antralnih folikula

(AFC < 5) i nisku razinu anti-millerovog hormona (AMH < 1,2 ng/mL) (91).
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Tablica 2. Poseidon kriteriji [prema podacima iz (91)]

GRUPA 1. Pacijentice <35 god., AFC>5, AMH >1.2 ng/mL i slab odgovor na stimulaciju

ovulacije
la Manje od 4 oocite uz standardnu stimulaciju ovulacije
1b 4-9 oocita uz standardnu stimulaciju ovulacije

GRUPA 2. Pacijentice >35 god., AFC=5, AMH >1.2 ng/mL i slab odgovor na stimulaciju

ovulacije
2a Manje od 4 oocite uz standardnu stimulaciju ovulacije
2b 4-9 oocita uz standardnu stimulaciju ovulacije

GRUPA 3. Pacijentice <35 god., AFC<5, AMH <1.2 ng/mL i slab odgovor na stimulaciju
ovulacije
GRUPA 4. Pacijentice >35 god., AFC<5, AMH <1.2 ng/mL i slab odgovor na stimulaciju

ovulacije

Lijecenje pacijentica sa smanjenom rezervom jajnika predstavlja izazov za klini¢are. U
posljednjih nekoliko desetlje¢a razvijeni su razliCiti protokoli stimulacije gonadotropinima,
peroralnim lijekovima kao §to su klomifen citrat i inhibitori aromataze, te adjuvantne terapije s
ciljem povecanja broja jajnih stanica. Unato¢ tome, jo§ uvijek nije usuglasen optimalan
postupak za ovu skupinu pacijentica. Postoji niz razli¢itih pristupa koji se koriste kako bi se
poboljsali rezultati (82), medutim, nazalost, uspjeh postupka izvantjelesne oplodnje kod ovih

pacijentica je znacajno nizi (87).

U postupcima stimulacije ovulacije kod pacijentica sa slabim ovarijskim odgovorom,
najcesSce su koristeni standardni protokoli koji podrazumijevaju primjenu GnRH agonista ili
GnRH antagonista. Meta analize koje su provedene 2014. godine (92) i 2017. godine (93) nisu
pronasle statisticki znacajnu razliku u broju zivorodenih kod primjene dugog GnRH
agonisti¢kog protokola i GnRH antagonisti¢kog protokola. Medutim, pokazalo se da dugotrajna
supresija jajnika primjenom GnRH agonista u dugom protokolu moze imati negativan utjecaj
na broj folikula §to moze rezultirati smanjenom kvalitetom i manjim brojem jajnih stanica (94).
Zbog toga se ceSce primjenjuju protokoli poput ,,microdose flare up*, ,,short-flare* protokola
te protokoli s GnRH antagonistima koji omogucéuju kra¢u supresiju jajnika. Iako neka

istrazivanja pokazuju tendenciju da se u dugim GnRH agonisti¢kim protokolima dobije vise
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zrelih oocita u usporedbi s GnRH antagonistickim protokolima (95), rezultati nisu statisticki

znacajni te su potrebna daljnja istrazivanja kako bi se ovi rezultati potvrdili.

Povecanje doze primijenjenih gonadotropina Cini se logi¢nim izborom u pacijentica sa
slabim ovarijskim odgovorom. Razna istrazivanja analizirala su ucéinak poveéanja doze
gonadotropina primijenjenih u razli¢itim protokolima (96-104). U sustavnom pregledu
literature koji je uklju¢ivao 16 prospektivnih randomiziranih kontroliranih pokusa, 23
prospektivne nerandomizirane studije i 7 retrospektivnih studija, Tarlatzis i suradnici zakljucili
su da primjena visokih doza gonadotropina, iznad 300 IU koriStenih za stimulaciju ovulacije
kod pacijentica sa slabim odgovorom jajnika daje neuskladene rezultate i da su rijetke
prospektivne randomizirane studije pokazale minimalnu ili nikakvu korist uopée (105). Studija
Barkkanoglu i suradnika je pokazala da nema razlike u broju klini¢kih trudnoca, broju oocita i
broju odustajanja kod primjene doze gonadotropina od 300 I1U, 450 IU i 600 IU u kratkom
GnRH agonistickom protokolu (37). Istrazivanje provedeno od strane Ezre i suradnika iznosi
drugacije rezultate. U navedenoj studiji usporedene su dvije skupine pacijentica, u prvoj skupini
primijenjena je doza od 450 1U rekombinantnog FSH, dok su ispitanice u drugoj skupini primile
dvije doze od 300 IU gonadotropina dnevno. Pacijentice koje su primile dozu od 300 1U dva
puta dnevno pokazale su statisti¢ki znacajno vecu razinu estradiola, veci broj folikula iznad 15
mm 1 viSe oocita, uz povecanje broja zivorodenih za 5% (106). Medutim, zbog malog uzorka,
svega 23 pacijentice, potrebne su daljnje randomizirane studije kako bi se potvrdili ovi

rezultati.

Blaga stimulacija predstavlja protokol u kojem se stimulacija ovulacije potice
gonadotropinima 1/ili drugim farmakoloSkim spojevima (poput inhibitora aromataze ili
klomifen citrata) s ciljem ogranienja broja oocita. Ameri¢ko drustvo za reproduktivnu
medicinu (ASRM) izdalo je preporuku koja se odnosi na uporabu gonadotropina u blagoj
stimulaciji jajnika. Prema njthovom prijedlogu, dnevna doza od <150 IU gonadotropina (s ili
bez klomifen citrata ili letrozola) trebala bi se smatrati "blagom stimulacijom jajnika" (1).
Primjena protokole blage stimulacije ima za cilj smanjenje troSkova lijeCenja i nelagode
pacijentica uzrokovane visokim dozama gonadotropina. Predlozeno je da bi prirodni ciklus IVF
ili blaga stimulacija bili optimalniji za pacijente sa slabim ovarijskim odgovorom u usporedbi
s standardnom stimulacijom (107,108), budu¢i da se smatralo da visoke doze egzogenih
gonadotropina povecavaju stopu aneuploidija oocita i embrija. Medutim, kasnija istrazivanja

demantirala su ovu teoriju (109-112). Ipak, pojedine studije su zabiljezile znacajno niZe stope
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zivorodene djece po ciklusu od 2,6% u pacijentica koje su podvrgnute izvantjelesnoj oplodnji

u prirodnom ciklusu (113,114).

Meta-analiza, provedena od strane Datte i suradnika, analizirala je ishode stimulacije
ovulacije kod primjene blagog ili standardnog protokola. U meta analizu je ukljuceno 31
kontrolirana klini¢ka studija, od kojih je njih 15 provedeno u pacijentica sa slabim ovarijskim
odgovorom (107,115-127). Cilj meta analize bio je utvrditi razliku u broju zivorodenih, broju
odustajanja, broju trudnoc¢a te broju prikupljenih oocita (128). Od pet studija koje su izvijestile
o broju zivorodenih (107,119,120,122,124), nije pronadena statisticki znacajna razlika izmedu
blagog i standardnog protokola stimulacije ovulacije (RR 0.91, CI 0.68-1.22). Kvaliteta dokaza
bila je umjerena zbog prisutne klinicke heterogenosti. Sva ukljucena istrazivanja izvijestila su
o broju odustajanja, no nije bilo razlike u riziku od prekida ciklusa izmedu dviju grupa (relativni
rizik 1.33 (C1 0.96-1.85)). U sedam ispitivanja koja su izvijestila o broju trudno¢a nakon 12.
tjedna trudnoce, nije pronadena znacajna razlika u postotku ostvarenih trudnoca izmedu
razli¢itih protokola stimulacije (RR 1.01, CI 0.81-1.25) (116,118,119,121-123). Takoder, nisu
pronadene statisticki znacajne razlike u stope kumulativne trudnoce nakon 12. tjedna izmedu
blagog i standardnog protokola stimulacije ovulacije, kao ni razlike u stopi klinicki potvrdenih
trudno¢a (RR 0.96, ClI 0.79-1.16). Kod usporedbe broja prikupljenih oocita, meta-analiza je
pokazala zna¢ajno nizi broj oocita u blagoj stimulaciji [IVF-a (SMD -0.43, CI -0.58, -0.28). U

samo jednoj studiji ovi rezultati nisu potvrdeni (118).

Unato¢ velikom broju objavljenih studija u posljednjih nekoliko godina, dokazi o
efikasnosti blagog protokola stimulacije ovulacije nisu visoke kvalitete. To je prvenstveno zbog
razlika u metodologiji istrazivanja i nedostatka dogovora o to¢noj definiciji pojedinih
protokola. Buduca istrazivanja tek trebaju usporediti ishode blagog IVF-a (doza <150 IU) s ili
bez oralnih lijekova na temelju dovoljno velikog uzorka ispitanika u razli¢itim subgrupama

pacijentica (128).

Klomifen citrat je selektivni antagonist estrogenskih receptora koji dovodi do blokiranja
ovih receptora na razini hipotalamusa §to za posljedicu ima aktivaciju mehanizma negativne
povratne sprege i promjenu pulsatilnosti GnRH te oslobadanje FSH iz hipofize s posljedi¢nim
rastom folikula (129). Siroko je prihvaéen u klini¢koj praksi gdje se koristi sam ili u kombinaciji
sa nizim dozama gonadotropina za blagu stimulaciju ovulacije (130). Nekoliko studija
provedeno je na pacijenticama sa slabim odgovorom jajnika, istrazuju¢i ucinak klomifen citrata
na stimulaciju ovulacije, no rezultati nisu jednozna¢ni. Ranija istrazivanja su pokazala da

protokoli koji kombiniraju klomifen citrat sa FSH i GnRH antagonistima dovode do smanjenog
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broja trudnoca, manjeg broja oocita i smanjenja debljine endometrija (131) u usporedbi sa
standardnim protokolima sa gonadotropinima i GnRH agonistima. Medutim, podaci iz
sustavnih pregleda i meta-analiza daju drugadije rezultate (132—134). Song i suradnici u meta-
analizi iz 2016. godine analizirali se 4 randomizirana kontrolirana klinicka pokusa koja su
usporedivala broj zivorodene djece 1 broj klinickih trudnoca u postupcima s blagom
stimulacijom i standardnim IVF-om. Rezultati su pokazali da nema znaCajne razlike u
navedenim ishodima kod primjene klomifen citrata (s ili bez gonadotropina i GnRH
antagonista) te konvencionalnog protokola s GnRH agonistima. Takoder, nije bilo znacajne
razlike u broju dobivenih oocita izmedu dvije promatrane skupine (95% CI, 1,75 - 2,37; P =
0,77). (133). Medutim, kvaliteta dokaza o primjeni klomifen citrata kod pacijentica sa
Smanjenom rezervom jajnika je niska, uglavnom zbog heterogenosti izmedu skupina (132,135).
Prema smjernicama Europskog druStva za humanu reprodukciju i embriologiju u pokusaju da
se postigne suglasnost u ovoj kontroverzi, priopéeno je da kod pacijentica sa Smanjenom
rezervom jajnika nema razlika u sigurnosti i ucinkovitosti izmedu samog klomifen citrata,
klomifen citrata u kombinaciji s gonadotropinima ili samo stimulacije gonadotropinima. Stoga,
iako je kvaliteta dokaza niska, ¢ini se da se sam klomifen citrat ili u kombinaciji s
gonadotropinima te samo stimulacija gonadotropinima jednako preporucuju u lijecenju

pacijentica sa slabim odgovorom jajnika (77).

Letrozol se poput klomifen citrata koristi u blagoj indukciji ovulacije. U ranoj
folikularnoj fazi, letrozol smanjuje proizvodnju estrogena blokiraju¢i enzim aromataze, §to
dovodi do smanjenja negativne povratne sprege na hipotalamus 1 poticanja lucenja
gonadotropina (136-138). Njegova uporaba istrazivana je i kod pacijentica s o¢ekivano visokim
i niskim odgovorom na stimulaciju ovulacije (138,139). Unato¢ tome §to je provedeno nekoliko
studija koje su istraZivale ucinkovitost letrozola u poboljSanju rezultata stimulacije kod
pacijentica s ocekivano slabim ovarijskim odgovorom, rezultati 1 dalje nisu jednoznacni (135).
Dodatak letrozola uz gonadotropine rezultirao je jednakim ishodima u usporedbi s visokim
dozama gonadotropina (116). Meta-analiza Bechtejewa i suradnika iz 2017. godine ukazuje da
se broj klinickih trudnoca i broj oocita ne razlikuje pri primjeni letrozola u kombinaciji s FSH-
om i GnRH antagonistima u odnosu na standardni protokol (134). Ipak, zbog nedostatka
dokaza, smjernice ESHRE-a ne preporucuju dodatak letrozola uz gonadotropine u protokolima

stimulacije za lijeCenje pacijentica s losim odgovorom jajnika (77).

Nedavno, dvostruka stimulacija (engl. “dual stimulation *“), pocevsi u lutealnoj fazi istog

ciklusa stimulacije, predlozena je kao moguca opcija u cilju povecanja broj dobivenih oocita,
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te time i broja embrija u jednom stimulacijskom ciklusu u pacijentica sa smanjenim ovarijskim
odgovorom (140,141). Medutim za sada ne postoje dovoljno ¢vrsti dokazi koji bi opravdali

primjenu ove metode u svakodnevnoj praksi (142).

Primjena razli¢itih adjuvantnih terapija ispitivana je u pacijentica sa slabim ovarijskim
odgovorom. Adjuvantni pripravci predlozeni su kako bi se poboljsao ishod postupka ciljajuci
razliCite aspekte, od poboljSanja razvoja folikula i1 zrelosti oocita do poboljSanja kvalitete
embrija i receptivnosti endometrija (135). Medu adjuvantnim terapijama spominju se
dihidroepiandosteron (DHEA), hormon rasta, steroidni hormoni poput estrogena i
progesterona, rekombinantni LH, mioinozitol i koenzim Q10. Unato¢ studijama koje govore o
ucinkovitosti razli¢itih pripravaka, uporaba adjuvanata jo$ nije jednoglasno prihvacena u
lijeCenju pacijentica s slabim odgovorom jajnika zbog njihove nejasne uc¢inkovitosti. Potrebna
su velika 1 dobro dizajnirana randomizirana klinicka ispitivanja kako bi se ustvrdili optimalni
protokoli primjene (143). Dihidroepiandrosteron je derivat androgena koji se Kkoristi u
pacijentica s slabim ovarijskim odgovorom kako bi se poveéao broj i kvaliteta oocita (144).
Njegov ucinak istrazuje se ve¢ duzi niz godina, te iako se to¢an mehanizam djelovanja ne zna,
smatra se da androgeni stimuliraju odgovor jajnika na gonadotropine te tako poticu
folikulogenezu (145). Nekoliko studija izvijestilo je o povecanju broja dobivenih oocita i
poboljsanju kvalitete embrija kod pacijentica koje su primali DHEA (146-148), dok druge

studije nisu zabiljezile znacajne razlike u ishodima postupka s upotrebom DHEA (149).

Unato¢ nedostatku dovoljno snaznih dokaza i randomiziranih studija koje bi opravdale
rutinsku primjenu hormona rasta u svakodnevnoj praksi (135,150), postoje naznake da bi
primjena niskih doza hormona rasta mogla poboljsati ishode postupka (151,152). Smatra se da
hormon rasta potice senzitivnost granuloza stanica na djelovanje gonadotropina putem faktora
rasta slicnog insulinu-1 (IGF-1), $to promovira regrutaciju folikula (153). Studija Harta i
suradnika sugerira da bi suplementacija hormonom rasta mogla rezultirati pove¢anim brojem
aspiriranth oocita 1 mogu¢im skracenjem trajanja ovarijske stimulacije (153). Medutim,
nedavno proveden randomizirani klinicki pokus nije pokazalo statisticki znacajne razlike u
broju aspiriranih oocita izmedu skupine koja je koristila hormon rasta 1 skupine koja je koristila

placebo (5 naspram 4 oocite, 95% CI: 0.95-1-66) (154).

Primjena mio-inozitola, korifolitropina alfa i koenzima Q10 kao adjuvantnih pripravaka
u svakodnevnom radu jo§ ¢ini predmet rasprave i1 buducih istrazivanja. Dostupni podaci jos
uvijek nisu jednoznacni. Mio-inozitol je pokazao poboljSanje u kvaliteti oocita kod Zena s

sindromom policisti¢nih jajnika. Medutim, kod pacijentica s slabim odgovorom jajnika njegov
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uc¢inak do sada nije dokazan (155). U 2018. godini proveden je randomizirani kontrolirani
pokus kojim se pokazalo da prethodno lijeCenje koenzimom Q10 moze poboljsati odgovor

jajnika i kvalitetu embrija kod Zena s loSom prognozom tijekom postupka IVF-a (156).

U posljednje vrijeme sve viSe paznja posvecuje se metodama rejuvenacije jajnika. LoSa
kvaliteta oocita karakterizirana je nuklearnimi citoplazmatskim o$tec¢enjima koja nastaju zbog
disfunkcije ili niskog broja mitohondrija. Ova su stanja povezana s procesom starenja jajnika.
Mutacije mitohondrijske DNA nakupljaju se tijekom vremena, tako da je veca stopa mutacija
prisutna u oocita starijih zena (81). Obogacivanje mitohondrijima koje ukljucuje primjenu
citoplazme bogate mitohondrijima iz mati¢nih stanica pojedinca u tkivo jajnika jedna je od
metoda rejuvenacije. Ova inovativna metoda ima za cilj poboljsati kvalitetu oocita, proces
sazrijevanja, fertilizacije i razvoja embrija. lako se jo$ uvijek radi o eksperimentalnoj metodi,
dosadasnji rezultati su obecavajuéi (157). Koristenje citoplazme bogate mitohondrijima iz
mati¢nih stanica omogucuje unosSenje novih, funkcionalnih mitohondrija u jajne stanice, ¢ime

se poboljsava njihova vitalnost i sposobnost za oplodnju i razvoj.

Plazma bogata trombocitima, PRP (engl. Platelet Rich Plasma) je terapija koja
ukljucuje upotrebu plazme obogacene trombocitima, koja sadrzi citokine i faktore rasta.
Akumulacija trombocita u tkivu potice proliferaciju stanica i regeneraciju tkiva te povecava
sekreciju proteina potaknutih citokinima i faktorima rasta (158,159). Ova metoda prvotno je
bila ispitivana u lijeCenju ponovljenih poremecaja implantacije s ciljem povecanja receptivnosti
endometrija (160,161). S obzirom na mehanizam djelovanja, pretpostavljalo se da bi PRP
mogao imati pozitivan ucinak u pacijentica sa slabim ovarijskim odgovorom ili prijevremenom
ovarijskom insuficijencijom poticu¢i angiogenezu i rast folikula (162,163). U studiji
Aflatoonian i suradnika, intraovarijski PRP je primijenjen na 17 pacijentica s slabim ovarijskim
odgovorom 1 7 pacijentica s prijevremenom ovarijskom insuficijencijom. Medu pacijenticama
sa slabim ovarijskim odgovorom, 8 Zena (47%) je ostvarilo spontanu trudnocu, uz stopu zivo
radenih od 50%. Kod pacijentica s prijevremenom ovarijskom insuficijencijom nije zabiljeZena
trudnoca, ali je doslo do obnove menstruacije kod 22% njih. Razina AMH, FSH, LH i E2 nije
se znacajno promijenila prije i nakon primjene PRP kod obje skupine pacijentica (164).
Medutim, neke studije su prikazale snizenje razine FSH 1 LH uz povecanje razine AMH 1 E2
nakon primjene PRP (165,166). Takoder, iako provedena na malom broju ispitanica, studije su
zabiljezile i povecanje broja aspiriranih oocita nakon primjene PRP-a (167). Daljnja istrazivanja

1 randomizirani klini¢ki pokusi pokazat ¢e stvarnu uc¢inkovitost ove metode.
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U naSem istrazivanju usredotocCili smo se na usporedbu fiksnog i fleksibilnog GnRH
antagonistickog protokola stimulacije ovulacije u pacijentica sa slabim ovarijskim odgovorom.
Glavni cilj istrazivanja bio je usporediti ishode IVF postupaka, jer, prema naSem saznanju,
dosad nije provedeno sli¢no istrazivanje u ovoj skupini pacijentica. Takoder, istrazili smo kako
koncentracija LH, E2 i P4 tijekom folikularne faze stimulacije ovulacije utjeCe na broj i

kvalitetu oocita te ishod postupka.
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2. HIPOTEZA ISTRAZIVANJA

Vrijeme primjene antagonistickog protokola stimulacije ovulacije utjeCe na ishod IVF-a u

Zena sa slabim ovarijskim odgovorom.
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3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

Op¢i cilj

Usporediti ishode IVF postupaka u Zena sa slabim ovarijskim odgovorom koje koriste

fiksni ili fleksibilni GnRH antagonisticki protokol stimulacije ovulacije.

Specificni ciljevi

1. Usporediti kako koncentracija LH, E2 i P4 u ranoj folikularnoj fazi fiksnog i
fleksibilnog GnRH antagonistickog protokola stimulacije ovulacije utjee na broj 1 kvalitetu

oocita i I\VF ishod.

2. Analizirati da li koncentracija estradiola, LH i progesterona u folikularnoj fazi
menstruacijskog ciklusa moze pomo¢i u odabiru vrste GnRH antagonisti¢kog protokola u Zena

sa slabim ovarijskim odgovorom.

3. Odrediti koji je optimalni protokol stimulacije ovulacije za zene sa slabim ovarijskim
odgovorom.
4. Pokazati da ¢e se odabirom optimalnog protokola stimulacije ovulacije za zene sa

slabim ovarijskim odgovorom smanjiti odustajanje, broj koristenih lijekova te povecati broj

trudnoca.
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4. ISPITANICE | METODE

Ovo prospektivno istrazivanje provedeno je na Zavodu za humanu reprodukciju, Klinike za
zenske bolesti 1 porodniStvo Klinickog bolni¢kog centra Zagreb i Zavodu za humanu
reprodukciju i ginekolosku endokrinologiju Klinickog bolnickog centra ,,Sestre milosrdnice™ u
razdoblju od sije¢nja 2019. do prosinca 2022. godine. U istrazivanje su uklju¢ene ukupno 102
pacijentice koje spadaju u skupinu Zena sa slabim ovarijskom odgovorom na stimulaciju
ovulacije definiranima prema Bolonjskim kriterijima. Za stimulaciju ovulacije u svih se
pacijentica koristio antagonisticki GnRH protokol. Nasumi¢nim odabirom pacijentice su
podijeljene u skupinu kod kojih se koristio fiksni ili fleksibilni GnRH antagonisticki protokol

stimulacije ovulacije.
Sve su pacijentice dobrovoljno pristupile istrazivanju te potpisale informirani pristanak.

Ovo istrazivanje provedeno je uz suglasnost Etickog povjerenstva Medicinskog fakulteta
Sveucilista u Zagrebu 1 Etickog povjerenstva Klinike za zenske bolesti i porodnistvo KBC-a
Zagreb te Etickog povjerenstva Klinike za Zenske bolesti i porodnistvo KBC-a Sestre

milosrdnice.

4.1. Ispitanice

Prema kriterijima Europskog druStva za humanu reprodukciju i embriologiju pacijentice
sa slabim ovarijskim odgovorom na stimulaciju ovulacije ¢ine one kod kojih su prisutna dva od

tri navedena Kriterija:
1. Starost: >40 god.

2. Pacijentica koje su u prethodnoj stimulaciji ovulacije standardnim protokolom dobile
manje od ili 3 oocite, ili su u prethodna 2 pokusaja s maksimalnom stimulacijom imale slab

odgovor.

3. Smanjena ovarijska rezerva, koja je definirana kao antralni folikularni broj manji od 7

ili koncentracija anti-Mullerovog hormona manja od 9.3 pmol/L.
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4.2.

Kriteriji iskljucenja

Iz istrazivanja su iskljucene sljedece skupine pacijentica:

- Pacijentice kod kojih se embriotransfer nije izvrSio u istom ciklusu.

- Pacijentice sa sindromom policisti¢nih jajnika.

- Pacijentice s indeksom tjelesne mase (engl. Body Mass Index - BMI) ve¢im od 28
kg/m2.

- Pacijentice s vrijednostima tireoidnog stimuliraju¢eg hormona (TSH) iznad 2.5 mU/L.

- Pacijentice kod kojih postoji anomalija grade maternice.

- Pacijentice koje su podvrgnute jednostranoj ovariektomiji.
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4.3. Parametri i ishodi

Bazalni parametri odredivani prije pocetka stimulacije ovulacije:

- Dob

- Indeks tjelesne mase (BMI)

- Koncetracija prolaktina (PRL), tiroidnog stimuliraju¢eg hormona (TSH)

- Vrijednosti anti-Mullerovog hormona (AMH) - izraZzene u mjernoj jedinici pmol/L

- Koncentracija FSH, LH — izrazene u mjernoj jedinici IU/L

- Koncentracija progesterona — izrazena u mjernoj jedinici nmol/L

- Koncentracija estradiola — izrazena u mjernoj jedinici pmol/L

- Ultrazvuéno odredivanje broja antralnig folikula (broj folikula veli¢ine 2-9 mm na oba

jajnika mjerenih u ranoj folikularnoj fazi ciklusa)
Primarni ishodi:

- Klini¢ki potvrdena trudnoca sa 6-8 tj.gestacije
- Broj pobacaja: spontani/zadrzani/inkompletni/kompletni pobacaj

- Pracenje trudnocée do 12. tjedna gestacije

Sekundarni ishodi:

- DuZina trajanja stimulacije

- Koli¢ina potroSenih lijekova (gonadotropina i GnRH antagonista)
- Ukupan broj dobivenih oocita i broj oocita u metafazi 11

- Broj embrija

- Broj odustajanja
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4.4.  Odabir protokola i pra¢enje ispitanica za vrijeme stimulacije ovulacije

Ispitanice su nasumi¢nim odabirom podijeljene u dvije skupine: fiksni GnRH
antagonisticki protokol i fleksibilni GnRH antagonisticki protokol. Stimulacija ovulacije
zapocela je primjenom rekombinantnog FSH-a ili urinarnog visokoproc¢is¢enog oblika FSH-a i
LH-a (menotropin) drugog dana menstrualnog ciklusa, u dozi od 225-300 IU. Doza je
prilagodena ovisno o dobi pacijentice, procijenjenoj rezervi jajnika i odgovoru jajnika u
prethodnim ciklusima stimulacije ovulacije. Tijekom stimulacije, doza gonadotropina je

prilagodavana prema odgovoru ispitanice, s maksimalnom dozom od 50 IU/L.

U skupini s fiksnim protokolom, GnRH antagonist cetrorelix (0,25 mg/dan) primjenjivan je od
6. dana stimulacije do dana primjene humanog korionskog gonadotropina (hCG). U skupini s
fleksibilnim protokolom, GnRH antagonist cetrorelix (0,25 mg/dan) uveden je kada je veli¢ina
folikula dosegnula 13-14 mm i nastavljen je do dana primjene hCG-a. U obje skupine
pacijentice su redovito pracene ultrazvukom radi pracenja rasta folikula. Kada je veli¢ina
folikula dosegnula 17-18 mm, primijenjen je rekombinantni hCG (Ovitrelle 250 mcg) za

dozrijevanje oocita.

4.5.  Prikupljanje uzoraka i obrada krvi

U istrazivanju, u skupini pacijentica s fiksnim protokolom, koncentracija estradiola, LH
1 progesterona odredivana je drugog dana menstrualnog ciklusa, Sestog dana stimulacije te na

dan primjene rekombinantnog hCG-a.

U skupini pacijentica s fleksibilnim protokolom, koncentracija LH, estradiola i
progesterona odredivana je drugog dana menstrualnog ciklusa, na dan uvodenja GnRH

antagonista te na dan primjene rekombinantnog hCG-a.

Za analizu serumskih razina LH, estradiola 1 progesterona KkoriStena je
kemiluminescentna metoda imunoloskog ispitivanja mikrocestica (engl. Chemiluminescent
Microparticle Immunoassay - CMIA) metoda. CMIA metoda temelji se na imunokemijskoj
detekciji specificnih tvari u uzorcima tijela. Ova metoda koristi reakciju antigen-antitijelo i
kemiluminiscentnu detekciju za mjerenje rezultata. Za analizu je koriSten analizator Architect

11000 proizvodaca Abbott iz Sjedinjenih Americ¢kih Drzava.
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4.6.  Aspiracija folikula

Trideset i Sest sati nakon injekcije rekombinantnog hCG-a uslijedila je transvaginalno
navodena aspiracija folikula. Oocite su oplodene metodom IVF ili ICSI, ovisno o nalazu
spermiograma. Nakon aspiracije folikula sve ispitanice zapocele su sa lutealnom potporom
progesteronom (mikronizirani progesteron 3x200 mg na dan) do dana odredivanja beta-hCG-a.
Ukoliko je nalaz pozitivan, terapija progesteronom bi se nastavila do prvog ultrazvuénog

pregleda.

4.7. Embrio transfer

Svjezi embriotransfer (ET) izveden je treceg ili petog dana pod kontrolom ultrazvuka.
Maksimalno su prenesena 2 embrija. Koncentracija progesterona mjerena je na dan primjene
hCG-a, te ukoliko bi ona iznosila > 5.1 nmol/L, svjezi embriotransfer je odgoden. Serumski
beta-hCG odreden je 12-14 dana nakon embriotransfera. U slucaju pozitivnog rezultata,
kontrolni beta-hCG odreden je nakon 48 sati. Ultrazvuéni pregled za potvrdu trudnoce obavljen
je 5-6 tjedana nakon embriotransfera.

4.8. Statisticke metode

Prije samog pocetka istrazivanja izracunali smo minimalan potreban broj ispitanica za
dokazivanje statisticki znacajne razlike pomocu analize statisticke snage, koriste¢i G-Power
3.1.9.6 program. Pronasli smo da kod ponovljenih mjerenja uz srednju veli¢inu ucinka {=0,5,
80% snage, 2 skupine, 3 mjerenja, korelaciju r=0,5 izmedu mjerenja te 5% razinu znacajnosti
(a), potreban uzorak iznosi 102 ispitanice. Priprema podataka izvrSena je pomocu racunalnog
tablicnog kalkulatora Microsoft Office Excel. Podaci su prikazani tabli¢no i graficki. U
statistickoj analizi skupine su opisane deskriptivno uz inferencijalne statisticke metode.
Kategorijske varijable prikazane se proporcijama i postotcima dok su kontinuirane varijable
prikazane medijanom i interkvartilnim rasponom (25. i 75. percentila, Q1/Q3) kod nepravilne
distribucije ili pak srednjom vrijednosti i standardnom devijacijom kod pravilne distribucije.
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Pravilnost raspodjele numerickih varijabla testirana je Shapiro Wilkovim testom 1 graficki.
Naknadno su primijenjeni parametrijski ili neparametrijski statisticki testovi, ovisno o
distribuciji. Razlike u razdiobi kategorickih varijabli i proporcija izmedu skupina testirane su
y2-testom. Za testiranje razlika izmedu dviju nezavisnih skupina primijenjen je Mann-Whitney
U-test. Za analizu mjerenja podskupina prema statusu ostvarene trudnoce koristena je Kruskal
Wallis analiza varijance, a za analizu ponovljenih mjerenja kontinuiranih varijabli koristena je
Friedmanova analiza varijance. Za ispitivanje razlika izmedu pojedinih skupina koristena je
post hoc analiza pomoc¢u Wilcoxon t-testa, uz primjenu Bonferonijeve korekcije za visestruke

usporedbe.

U statisti¢koj analizi koriSten je IBM SPSS Statistics 25.0, Armonk, NY, IBM Corp., dok
je za izradu grafickih prikaza koriSten statisticki program R. Za razinu statisticke znacajnosti u

svim je testovima postavljena na vrijednost p < 0.05.
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5. REZULTATI

U istraZivanje su ukljucene 102 ispitanice, od ¢ega su dvije odustale od studije u postupku
ovarijske stimulacije. U daljnjem tijeku istrazivanja potrebna mjerenja te praéenje provedene
su na uzorku od 100 ispitanica, od kojih je u 50 ispitanica primijenjen fiksni GnRH
antagonisticki protokol te u 50 ispitanica fleksibilni GnRH antagonisticki protokol. Tijek
istraZzivanja prikazan je u obliku dijagrama koji je standard za randomizirana istraZivanja (Slika

1).

U Tablici 3 prikazani su anamnesti¢ki podaci svih pacijentica uklju¢enih u istraZivanje.
Analiza ulaznih, nezavisnih varijabli nije pokazala statisticki znacajne razlike izmedu dviju
glavnih promatranih skupina. Pacijentice u obje skupine bile su slicne dobi (medijan 38 i 39
godina) i trajanja steriliteta (medijan 3 godine). U skupini s fiksnim protokolom, 20 ispitanica
je imalo prethodno ostvarenu trudnocu, dok ih je u skupini s fleksibilnim protokolom bilo 17.

Broj ranijih poroda i pobacaja nije se statisticki razlikovao izmedu dviju skupina.

Skupina fiksnog GNRH A Skupina fleksibilnog GNRH

antagonisti¢kog protokola (n=51) antagonistickog protokola (n=51)

*  Odustajanje od studije u tijeku *  Odustajanje od studije u tijeku
postupka stimulacije (n=1) postupka stimulacije (n=1)

Analizirano u skupini s fiksnim GnRH : Analizirano u skupini s fleksibilnim
antagonistic¢kim protokolom GnRH antagonistickim protokolom
(n=50) (0=50)

Slika 1. Tijek istrazivanja (ukljucenje — pocetna raspodjela — pracenje — analiza).
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Tablica 3. Anamnesti¢ki podatci pacijentica ukljuéenih u istrazivanje (N = 100).

Fiksni GnRH antagonisti¢ki  [Fleksibilni GnRH antagonisti¢ki P
protokol protokol
Broj pacijentica, N 50 50
Dob, godina
Prosjek (SD) 38.0(2.9) 38.2(3.7) 0.54*
Medijan (IQR, Q1-Q3) 38 (4.25, 36-40.25) 39 (6, 35-41)
Trajanje neplodnosti, godina
Prosjek (SD) 3.5(2.6) 3.7 (3.3) 0.749*
Medijan (IQR, Q1-Q3) 3(2,2-49) 3(2,2-49)
Sterilitet, n (%0) 0.534**
Primarni 30 (60) 33 (66)
Sekundarni 20 (40) 17 (34)
Broj rodilja, n (%0) 12 (24) 10 (20)
Broj ranijih poroda (paritet),
n
Prosjek (SD) 0.24 (0.43) 0.22 (0.46) 0.673*
Medijan (IQR, Q1-Q3) 0 (0.25, 0-0.25) 0 (0, 0-0)
Broj pacijentica s 11 (22) 8 (16)
pobacajima, n (%)
Broj ranijih pobacaja, n
Prosjek (SD) 0.3 (0.6) 0.2 (0.4) 0.407*
Medijan (IQR, Q1-Q3) 0 (0, 0-0) 0 (0, 0-0)

*Mann-Whitney U-test
** y2-test

P — razina statisticke znacajnosti, P < 0,05

SD - standardna devijacija
N — broj ispitanica
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U Tablici 4 prikazan je muski faktor steriliteta koji je zabiljezen u istrazivanju. Utvrdeno

je da je muski faktor steriliteta bio prisutan kod 40% pacijentica u skupini s fiksnim protokolom

i kod 30% pacijentica u skupini s fleksibilnim protokolom, pri ¢emu nije bilo statisticki

znacajne razlike.

Tablica 4. Muski faktor neplodnosti (N=100).

Fiksni GhRH Fleksibilni GhRH p*
antagonisticki protokol antagonisticki protokol
Spermiogram, n (%) 0.628
Normozoospemija 30 (60) 35 (70)
Azoospermija 0 1(2)
Astenozoospermija 4 (8) 3 (6)
Astenozoonecrospermija 1(2) 0
Oligozoospermija 2(4) 0
Oligoastenozoospermija 6 (12) 6 (12)
Oligoastenoteratospermija 1(2) 1(2)
Teratozoospermija 2(4) 1(2)
TESE 4(8) 3(6)

* x2-test

P — razina statisti¢ke znacajnosti, P < 0,05
SD - standardna devijacija

N — broj ispitanika

TESE - biopsija testisa
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U Tablici 5 prikazani su rezultati broja antralnih folikula, razine anti-Millerovog

hormona, razine prolaktina i tireostimuliraju¢eg hormona prije postupka. Analiza je pokazala

da nema statisticki znacajnih razlika u tim parametrima izmedu dviju glavnih skupina.

Prosjecan broj antralnih folikula iznosio je 4.2 u skupini s fiksnim GnRH antagonisti¢kim

protokolom i 3.8 u skupini s fleksibilnim GnRH antagonistickim protokolom. Takoder, razina

AMH nije pokazala znacajne razlike izmedu skupina, s prosje¢nom vrijednosti od 4.4 pmol/L

u fiksnom protokolu naspram 4.5 pmol/L u fleksibilnom protokolu.

Tablica 5. Ultrazvu¢ni i laboratorijski parametri ispitanica na dan ukljucenja u istrazivanje (N

= 100).

Fiksni GnRH antagonistic¢ki Fleksibilni GnRH antagonisticki P*
protokol protokol

AFC, n

Prosjek (SD) 4.2 (1.8) 3.8(1.5) 0.366

Medijan (IQR, Q1+ 4 (3, 3-6) 4(2,--5)

Q3)

AMH, pmol/L

Prosjek (SD) 4.4 (2.3) 4.5 (2.3) 0.823

Medijan (IQR, Q1- 45 (4.3,2.1-6.4) 3.6 (3.4, 2.95-6.35)

Q3)

PRL, mIU/L

Prosjek (SD) 312.95 (150.5) 250 (95.6) 0.095

Medijan (IQR, Q1 266 (225.75, 197.75-423.5) 249 (125, 182.25-307.25)

Q3)

TSH, mU/L

Prosjek (SD) 1.71 (0.65) 1.76 (0.83) 0.798

Medijan (IQR, Q1- 1.65(0.92, 1.29-2.21) 1.49 (1.16, 1.13-2.3)

Q3)

*Mann-Whitney U-test

P — razina statisticke znacajnosti, P < 0,05
SD - standardna devijacija

N — broj ispitanica
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5.1.  Postupak stimulacije ovulacije

U analizi parametara stimulacije ovulacije, u Tablici 6 prikazani su rezultati za obje
skupine. U skupini ispitanica s fiksnim protokolom GnRH antagonist zapocet je sedmi dan
ciklusa, dok je u skupini s fleksibilnim protokolom primjena GnRH antagonista zapocela prema
ultrazvu¢nom nalazu, kada je veli¢ina folikula iznosila prosje¢no 14 mm, $to je bilo medijan 9.
dan stimuliranog ciklusa. Statisticka analiza pokazala je znacajno duze trajanje primjene GnRH
antagonista u fiksnom protokolu (medijan 5 dana) u usporedbi s fleksibilnim protokolom
(medijan 4 dana) (P = 0,02).

U pracenju djelovanja primijenjenih gonadotropina, analizirani su tip koriStenih
gonadotropina, poc€etna i ukupna doza, trajanje primjene i potreba za prilagodbom doze.
Osamnaest pacijentica u svakoj ispitivanoj skupini primilo je rekombinantni oblik FSH-a.
Urinarni, visokopro¢isc¢eni oblik FSH-a i LH-a (menotropin) primijenjen je u 19 pacijentica u
fiksnom protokolu te u 8 pacijentica u fleksibilnom protokolu. U fiksnom protokolu,
kombinacija rekombinantnog FSH-a i rekombinantnog LH-a primijenjena je u 9 ispitanica, dok
je u fleksibilnom protokolu primijenjena u 7 ispitanica. Kombinacija menotropina sa
rekombinantnim oblicima FSH-a primijenjena je u 3 ispitanice u fiksnom protokolu, dok je u
fleksibilnom protokolu primijenjena u 11 ispitanica. Pacijentice u obje skupine zapocele su
postupak ovarijske stimulacije s istom medijan po¢etnom dozom gonadotropina od 300 L.J., pri
¢emu nisu pronadene statistiCki znacajne razlike izmedu skupina. Medutim, u skupini ispitanica
s fleksibilnim protokolom gonadotropini su zna¢ajno duze primjenjivani (medijan 10,5 dana)
uz ukupnu vecu dozu (medijan 2812,5 1.J.) u usporedbi s pacijenticama u fiksnom protokolu
(medijan 9,5 dana i 2475 1.J.) (P = 0,001 i P = 0,009). Nije bilo statisticki znacajnih razlika

izmedu dviju skupina u potrebi za prilagodbom doze tijekom stimulacije.

Pacijentice u skupini s fleksibilnim protokolom primile su znacajno kasnije
rekombinantni hCG ("Stoperica") u odnosu na pacijentice u skupini s fiksnim protokolom
(fiksni; medijan 11. dan, fleksibilni; medijan 12,5 dana, P < 0,001).
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Tablica 6. Parametri stimulacije ovulacije (N=100).

Fiksni GnRH
antagonistic¢ki protokol

Fleksibilni GnRH
antagonisticki protokol

Tip gonadotropina, n

Gonal F

Bemfola

Ovaleap

Pergoveris

Puregon

Rekovelle

= | (O (o |©

Menopur

Elonva

O [0 | |O|N |0 (NN

Kombinacije

[y
N

Gonal F + Menopur

Gonal F + Pergoveris

Pergoveris + Menopur

Rekovelle + Menopur

Puregon + Elonva

OO0k, |W|~ (O

- |k [~ o |

Pocetna doza gonadotropina, IU

Prosjek (SD)

280.5 (39.5)

278.5 (40.3)

0.77*

Medijan (IQR, Q1-Q3)

300 (0, 300-300)

300 (75, 225-300)

Trajanje primjene
gonadotropina, dan

Prosjek (SD)

9.24 (1.77)

10.76 (2.1)

0.001*

Medijan (IQR, Q1-Q3)

9.5 (3, 8-11)

10.5 (3.25, 9-12.25)

Adaptacija doze gonadotropina, n
(%)

2(4)

2(4)

0.513**

Povecanje doze

0

1(2)

Smanjenje doze

2(4)

1(2)

Ukupna doza gonadotropina, 1U

Prosjek (SD)

2557.5 (586.894)

3004 (787.747)

0.009 *

Medijan (IQR, Q1-Q3)

2475 (900, 2100-3000)

2812.5 (1275, 2400-3675)

Dan primjene GnRH antagonista

Prosjek (SD)

6.9 (0.1)

8.9 (L7)

<0.001 *

Medijan (IQR, Q1-Q3)

7(0,7-7)

9 (2,8-10)

Trajanje primjene GnRH
antagonista, dan

Prosjek (SD)

4.7 (L.7)

3.9 (L7)

0.02*

Medijan (IQR, Q1-Q3)

5 (3, 3-6)

4 (2,3-5)

Rekombinantni hCG , dan ciklusa

Prosjek (SD)

11.1 (1.8)

12.9 (2.2)

J.001*

Medijan (IQR, Q1-Q3)

11 (2, 10-12)

12.5 (4, 11-15)

*Mann-Whitney U-test
** y2-test

P — razina statisticke znacajnosti, P < 0,05

SD - standardna devijacija
N — broj ispitanica
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Analiziraju¢i broj razvijenih folikula, veli¢inu folikula 1 debljinu endometrija,

primijeéene su gotovo jednake vrijednosti parametara izmedu dviju skupina, prikazane u

Tablici 7. Nisu zabiljezene statisticki znacajne razlike u navedenim parametrima. U obje

skupine, prosjecno je dobiveno 4 folikula tijekom postupka, prosjecna debljina endometrija

iznosila je 9,7 mm u fiksnom, odnosno 9,9 mm u fleksibilnom protokolu (P= 0,986).

Tablica 7 Ultrazvuc¢ni pokazatelji tijekom stimulacije ovulacije.

Fiksni GnRH antagonisticki Fleksibilni GnRH antagonisticki p*
protokol protokol
Broj folikula, n
Prosjek (SD) 43(2.2) 4.4 (1.9) 0.737
Medijan (IQR, Q1-Q3) 4 (3,3-6) 4 (2.25, 3-5.25)
Desni jajnik
Prosjek (SD) 2.2 (1.2 2.2 (1.2) 0.915
Medijan (IQR, Q1-Q3) 2(2,1-3 2(2,1-3
Lijevi jajnik
Prosjek (SD) 2.1(1.6) 2.2 (1.5) 0.583
Medijan (IQR, Q1-Q3) 2(2,1-3) 2(2,1-3)
Folikulometrija, mm
Prosjek (SD) 15.9 (2.9) 16.9 (2.8) 0.117
Medijan (IQR, Q1-Q3) 16.4 (2.3, 15-17.3) 16.9 (2.3, 15.6-17.9)
Desni jajnik
Prosjek (SD) 16.5(2.1) 17.0(1.8) 0.269
Medijan (IQR, Q1-Q3) 17 (2.55, 15.45-18) 17.15 (2.13, 16-18.13)
Lijevi jajnik
Prosjek (SD) 16.2 (2.5) 16.2 (2.6) 0.838
Medijan (IQR, Q1-Q3) 16.5 (2.5, 15.5-18) 16.5 (2.8, 15-17.8)
Debljina endometrija,
mm
Prosjek (SD) 9.7 (1.8) 9.9 (2.2) 0.986

Medijan (IQR, Q1-Q3)

10 (3.05, 8.2-11.25)

10 (2.45, 8.55-11)

*Mann-Whitney U-test

P — razina statisticke znacajnosti, P < 0,05

SD - standardna devijacija
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5.2.  Pracenje razine hormona u postupku stimulacije ovulacije

Razine folikulostimuliraju¢eg hormona mjerene su prije pocetka stimulacije ovulacije i

drugog dana stimuliranog ciklusa. Tablica 8 prikazuje vrijednosti hormona u oba ispitivana

protokola, pri ¢emu nije bilo statisticki znacajne razlike izmedu dviju promatranih skupina u

oba mjerenja. Medijan vrijednosti FSH-a drugog dana stimuliranog ciklusa iznosio je 8.6 1U/L

u fiksnom protokolu i 8.9 TU/L u fleksibilnom protokolu. U niti jedne ispitanica nije zabiljeZena

razina FSH iznad 10.5 IU/L na dan pocetka primjene gonadotropina.

Tablica 8. Vrijednosti FSH mjerene prije stimulacije ovulacije te 2. dan stimuliranog ciklusa.

FSH, IU/L

(dan mjerenja)

Prije stimulacijskog protokola

2. dan stimuliranog ciklusa

Fiksni GnRH | Fleksibilni p* Fiksni GnRH Fleksibilni p*
antagonisticki GnRH antagonisticki GnRH
protokol | antagonisticki protokol antagonisticki
protokol protokol
Prosjek (SD) 9.1(4.7) 9.3 0.697 79 3.2) 8.9 (3.3) 0.327
(4.3
Medijan 8.3 8.6 8.2 8.9
(IQR, Q1-Q3)| (3.2,7.1-10.2) | (4.2, 6.8-11) (3.7,6.3-9.9) | (3.7, 6.8-10.5)

*Mann-Whitney U-test
P — razina statisticke znacajnosti, P < 0,05
SD - standardna devijacija
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U istrazivanju su pracene razine luteinizirajueg hormona, estradiola i progesterona u
razli¢itim fazama stimulacije ovulacije te na dan primjene rekombinantnog humanog
korionskog gonadotropina. U fiksnom protokolu, ovi hormoni su odredivani drugog dana
menstrualnog ciklusa, Sestog dana stimulacije i na dan primjene rekombinantnog hCG-a. U
fleksibilnom protokolu, hormoni su odredivani drugog dana menstrualnog ciklusa, na dan
uvodenja GnRH antagonista i na dan primjene rekombinantnog hCG-a. Tablica 9 prikazuje
vrijednosti ovih hormona u razli¢itim vremenskim intervalima mjerenja. Za statisti¢ku analizu
koriSteni su Mann-Whitney U test i Friedmanova neparametrijska analiza varijance

ponavljajuc¢ih mjerenja.

Drugog dana stimuliranog ciklusa zabiljezene su vise razine LH u skupini s fiksnim
protokolom (prosjecno 4.9 IU/L) u usporedbi s fleksibilnim protokolom (prosjecno 3.9 IU/L),
ali bez statisti¢ki znacajnih razlika. Razine LH mjerene tijekom stimuliranog ciklusa te na dan
primjene rekombinantnog hCG-a takoder su bile sli¢ne izmedu skupina (prosje¢no 5.9 IU/L u
fiksnom protokolu, 4.9 IU/L u fleksibilnom protokolu mjerenin na dan primjene

rekombinantnog hCG-a), bez statisti¢ki znacajnih razlika.

Primijecene su viSe vrijednosti estradiola drugi dan stimuliranog ciklusa u skupini s
fiksnim protokolom, te viSe vrijednosti estradiola mjerenih na dan uvodenja antagonista i na
dan primjene hCG-a u fleksibilnom protokolu, ali bez statisti¢ki znacajnih razlika izmedu
skupina. Prosje¢na razina estradiola na dan primjene rekombinantnog hCG-a u skupini
ispitanica s fiksnim protokolom iznosila je 3556 pmol/L, dok je u fleksibilnom protokolu
iznosila 3697 pmol/L (P = 0.823).

Razina progesterona drugog dana ciklusa prosjecno je iznosila 1.2 nmol/L u fiksnom
protokolu i 1.5 nmol/L u fleksibilnom protokolu, bez statisti¢ki znacajnih razlika. Medutim,
promatraju¢i mjerenja na dan uvodenja antagonista (P = 0.031) i na dan primjene
rekombinantnog hCG-a (P = 0.007), utvrdena je zna¢ajno viSa razina progesterona u skupini s

fleksibilnim protokolom.
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Tablica 9. Razine hormona pracene tijekom postupka stimulacije ovulacije.

2. dan stimuliranog ciklusa Dan uvodenja GnRH antagonista Dan primjene rec.-hCG-a
Fiksni Fleksibilni P* | Fiksni GnRH Fleksibilni p* Fiksni | Fleksibilni GnRH| P*
GnRH GnRH ant. ant. protokol GnRH ant. GnRH ant. protokol
ant. protokol protokol ant.
protokol protokol
LH,
1U/L
Prosjek 4.9 3.9(1.6) |0.154 4.62(5.13) 4.74 (3.97) |0.644 5.9 (5.1) 4.9 (3.9) 0.134
(SD) (4.0
Medijan| 4.3 | 3.6(1.9,2.9- 3.4 (2.7,2.62-| 4.1(2.8,2.3- 4,55 4.35(3.2,2.3-
(IQR, (2.7, 4.8) 5-32) 5.1) (2.8, 5.5)
Q1Q3) |3.0-5.8) 3.5-6.3)
E2,
pmol/L
Prosjek | 225.4 195.1 0.508 1707.9 1977.2 0.857| 3556.6 | 3697.2 (3026.9) |0.823
(SD) (162.5) (110.5) (1054.8) (1911.6) (2322.3)
Medijan| 180 | 178 (122.75, 1689 1451 (1708.3, 3310 | 3124.5(3211.5,
(IQR, (117.5,| 126.5249.25) (1252.75, |873.252581.5) (3390.5,| 1590.254801.75)
Q1Q3) | 137.5- 915.52168.25) 1676-
255) 5066.5)
P4
nmol/L
Prosjek 1.2 1.5(2.3) |0.399 1.2 (0.8) 1.5(0.9) 1]0.031{1.8(1.3) 3.0(3.5) 0.007
(SD) (0.6)
Medijan| 1 (0.6, 1.1 (0.7, 1 (0.65, 1.25(0.9, 0.9- 1.5(0.95,) 1.9 (1.27, 1.42-
(IQR, 0.7- 0.87-1.6) 0.731.38) 1.85) 1.1-2.05) 2.7)
Q1Q3) 1.3)

*Mann-Whitney U-test
P — razina statisticke znacajnosti
P < 0,05 SD - standardna devijacija
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Slika 2. Vrijednosti LH 2. dana stimulacije ovulacije u ukupnom uzorku.
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LH 7. DC tijekom fiksnog GnRH-a protokola SO
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Slika 3. Vrijednosti LH 7. dana stimulacije ovulacije u skupini pacijentica s fiksnim GnRH

antagonistickim protokolom.
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LH tijekom fleksibilnog GnRH-a protokola SO
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Slika 4. Vrijednosti LH na dan uvodenja GnRH antagonista u skupini pacijentica s fleksibilnim

GnRH antagonistickim protokolom.
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Slika 5. Vrijednosti LH na dan uvodenja GnRH antagonista u fiksnom i fleksibilnom GnRH

antagonistickom protokolu.
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LH na dan injekcija hCG-a
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Slika 6. Vrijednosti LH na dan primjene rekombinantnog hCG-a u ukupnom uzorku.
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E2 2. DC SO u ukupnom uzorku
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Slika 7. Vrijednosti estradiola 2. dan stimulacije ovulacije u ukupnom uzorku.
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E2 7. DC tijekom fiksnog GnRH-a protokola SO

Mean = 1623.08
Std. Dev. = 1102425
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Slika 8. Vrijednosti estradiola 7. dan stimulacije ovulacije u fiksnom GnRH antagonist¢kom

protokolu.
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E2 tijekom fleksibilnog GnRH-a protokola SO

Mean = 1960.31
Std. Dev. = 1854 689
N =48
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Slika 9. Vrijednosti estradiola na dan uvodenja antagonista u fleksibilnom GnRH

antagonistckom protokolu.
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E2 tijekom ciklusa ovisno o protokolu SO
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Slika 10. Vrijednosti estradiola na dan uvodenja GnRH antagonista u fiksnom i fleksibilnom

GnRH antagonistickom protokolu.
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E2 tijekom postupka neovisno o tipu SO
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Slika 11. Vrijednosti estradiola na dan uvodenja GnRH antagonista u ukupnom uzorku.
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E2 na dan injekcije hCG-a u ukupnom uzorku
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Slika 12. Vrijednosti estradiola na dan primjene rekombinantnog hCG-a u ukupnom uzorku.
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Za analizu vrijednosti hormona LH, E2 1 P4 u tri razli¢ite tocke tijekom stimulacije
ovulacije, primijenili smo Friedmanovu analizu varijance za ponovljena mjerenja kako bismo
istrazili postoji li razlika izmedu razli¢itih to¢aka mjerenja (tablica 10). Prikazane su statisticki
znaCajne razlike izmedu razli¢itih mjerenja hormona u obje skupine pacijentica. Post hoc
Wilcoxonova testiranja su otkrila izmedu kojih mjerenja postoji navedena statisticki znacajna
razlika. Kada je rije¢ o LH, primijecena je stvarna razlika u skupini s fiksnim protokolom
izmedu mjerenja na dan uvodenja GnRH antagonista i na dan primjene rekombinantnog hCG-
a, kao i izmedu drugog dana ciklusa i dana primjene rekombinantnog hCG-a. Sto se ti¢e E2,
stvarne razlike postoje izmedu svih mjerenja u obje skupine pacijentica. U pogledu P4, stvarne
razlike su vidljive u obje skupine pacijentica izmedu mjerenja na dan uvodenja GnRH
antagonista i na dan primjene rekombinantnog hCG-a, kao i izmedu drugog dana ciklusa i dana

primjene rekombinantnog hCG-a (tablica 11).
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Tablica 10. Razlike u razinama hormona mjerenih u razli¢itim fazama stimuliranog ciklusa u

fiksnom i fleksibilnom GnRH antagonistiCkom protokolu.

hCG-a

Fiksni GnRH p* Fleksibilni GnRH antagonisticki p*
antagonisticki protokol
protokol
LH, IU/L
2.dan ciklusa 4.3 (3.0-5.8) 0.002 3.6 (2.9-4.8) 0.049
Dan uvodenja 3.4 (2.62-5-32) 4.1(2.3-5.1)
antagonista
Dan primjene rec- 4.55 (3.5-6.3) 4.35 (2.3-5.5)
hCG-a
E2, pmol/L
2.dan ciklusa 180 (137.5-255) <0.001 178 (126.5-249.25) <0.001
Dan uvodenja 1689 (915.5- 1451 (873.25-2581.5)
antagonista 2168.25)
Dan primjene rec{ 3310 (1676-5066.5) 3124.5 (1590.25-4801.75)
hCG-a
P4, nmol/L <0.001 <0.001
2.dan ciklusa 1(0.7-1.3) 1.1 (0.87-1.6)
Dan uvodenja 1(0.73-1.38) 1.25 (0.9-1.85)
antagonista
Dan primjene rec- 1.5(1.1-2.05) 1.9 (1.42-2.7)

*Fridmanov test

P — razina statisticke znacajnosti, P < 0,05
SD - standardna devijacija
Rec.-hCG - rekombinantni hCG

N — broj ispitanica
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Tablica 11. Post hoc Wilcoxon test ponovljenih mjerenja vrijednosti hormona.

Interval mjerenja Fiksni GnRH p* Fleksibilni GnRH p*
antagonisticki protokol antagonisticki protokol
Test statistic P Test statistic P
LH
2. dan ciklusa — dan uvodenja 0.919 0.358 -0.361 0.718
GnRH antagonista
Dan uvodenja GnRH -3.368 0.002 -1.908 0.169
antagonista —
Dan primjene rec.-hCG
2. dan ciklusa — dan primjene -2.449 0.043 -2.269 0.070
rec.-hCG
E2
2. dan ciklusa — dan uvodenja -5.103 <0.001 -4.899 <0.001
GnRH antagonista
Dan uvodenja GnRH -4.185 <0.001 -9.334 <0.001
antagonista —
Dan primjene rec.-hCG
2. dan ciklusa — dan primjene -9.288 <0.001 -4.435 <0.001
rec.-hCG
P4
2. dan ciklusa — dan uvodenja 0.612 0.540 -0.782 0.434
GnRH antagonista
Dan uvodenja GnRH -4.287 <0.001 -5.161 <0.001
antagonista —
Dan primjene rec.-hCG
2. dan ciklusa — dan primjene -3.674 <0.001 -4.379 <0.001
rec.-hCG

* Wilcoxonov post hoc test

P — razina statisticke znacajnosti, P < 0,05

SD - standardna devijacija
Rec.-hCG - rekombinantni hCG
N — broj ispitanica
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5.3.  Ishodi postupka MPO

Od ukupno 100 pacijentica ukljucenih u istrazivanje, Cetrnaest ispitanica je postiglo
klini¢ku trudno¢u, koja je potvrdena ultrazvu¢no nakon Sest tjedana amenoreje. U jedne
pacijentice u fiksnom protokolu i jedne pacijentice u fleksibilnom protokolu pozitivan nalaz
beta hCG-a mjerenog 14 dana nakon embriotransfera jest zavrSio biokemijskom trudno¢om.
Postotak klinicki ostvarene trudnoée u istrazivanju stoga iznosi 14%. Od 14 trudnoc¢a, osam je
zabiljeZzeno u skupini koja je primila fiksni protokol (8/50 = 16%), dok je Sest trudnoca
zabiljezeno u skupini koja je primila fleksibilni protokol (6/50 =12%). Medutim, rezultati nisu
pokazali statisticki znac¢ajnu razliku izmedu dviju skupina (P=0.564). U tri ispitanice koje su
primile fiksni protokol te u 2 ispitanice koje su primile fleksibilni protokol, doslo je do
zadrzanog pobacaja prije 12. tjedna amenoreje. Analizom rezultata nisu utvrdene statisticki
znacajne razlike u broju oocita i broju oocita u metafazi Il izmedu dvaju protokola. Prosje¢an
broj dobivenih zrelih oocita u skupini pacijentica s fiksnim protokolom iznosio je 2.7, dok je u
fleksibilnom protokolu taj broj iznosio 1.2 (P = 0.708). Takoder, nije bilo statisticki znacajnih

razlika u broju dobivenih embrija izmedu dviju skupina.

Prosjecno je 1 embrij vraéen u maternicu u obje skupine pacijentica treéi ili peti dan

nakon aspiracije folikula.
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Tablica 12. Ishodi IVF postupka (N=100).

Fiksni GnRH antagonisti¢ki Fleksibilni GnRH p*
protokol antagonisticki protokol
Broj pozitivnih aspiracija, n (%) 45 (86) 46 (92)
Broj dobivenih oocita
Prosjek (SD) 3.6 (2.99) 3.2(2.48) 0.614
Medijan (raspon) 3 (3, 2-5) 3(3,1-4)
Broj MII oocita
Prosjek (SD) 2.7 (2.5) 1.2 (1.0) 0.708
Medijan (raspon) 2(2,1-3) 1(2,0-2)
Broj dobivenih embrija
Prosjek (SD) 1.3(1.1) 1.2 (1.0) 0.698
Medijan (raspon) 1(2,0-2) 1(2,0-2)
Broj transferiranih embrija po
ciklusu
Prosjek (SD) 1.0 (0.8) 0.8 (0.8) 0.101
Medijan (raspon) 1(2,0-2) 1(2,0-2)
Dan ET
Prosjek (SD) 2.7 (1.9) 1.9 (2.0) 0.058
Medijan (raspon) 3 (5, 0-5) 1.5(3,0-3)
Trudnoca ultrazvuéno potvrdena , n 8 (16) 6 (12) 0.564
Pobacaj, n 3 2
Uzrok pobacaja, n
Blighted ovum 0 0
ZadrZani pobacaj 3 2

* Mann-Whitney test

P — razina statisticke znacajnosti, P < 0,05
SD - standardna devijacija

N — broj ispitanica

MII — oocita u metafazi Il

ET — embriotransfer
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U jedne pacijentice u fiksnom protokolu od postupka stimulacije ovulacije se odustalo

zbog izostanka folikulogeneze (2%).

Broj negativnih aspiracija u skupini pacijentica s fiksnim protokolom iznosio je 5, u
usporedbi s 4 pacijentice u skupini s fleksibilnim protokolom. U fiksnom protokolu, od
postupka se odustalo u dvije pacijentice zbog neadekvatih oocita, u fleksibilnom u jedne
pacijentice. Dodatno, u 13 pacijentica nije doslo do oplodnje nakon IVF/ICSI postupka. U
istrazivanju, dakle u 26% pacijentica nije u€injen embriotransfer (u fiksnom protokolu 26%

ispitanica, u fleksibilnom protokolu 26% ispitanica).

Tablica 13. Odustajanje od postupka stimulacije i razlog odustajanja.

Fiksni GnRH antagonisticki % | Fleksibilni GnRH antagonisti¢ki %
protocol (N=50) protocol (N=50)
Izostanak 1 2 0 0
folikulogeneze, n
Negativna aspiracija, 5 10 4 8
n
Nezrele oocite, n 2 4 1 2
Izostanak oplodnje, n 5 10 8 16
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5.4.  Analiza podskupina prema vrsti GnRH antagonisti¢kog protokola i statusa ostvarene

trudnoce

Razlike izmedu promatranih skupina u fiksnom i fleksibilnom protokolu sa i bez
ostvarene trudnoce prikazane su u narednim tablicama. Izmedu navedenih skupina deskriptivno
su opisane nezavisne varijable (tablica 14), dok su univarijantnom analizom varijance
pronadene statisticki znacajne razlike varijabli izmedu navedenih skupina (tablica 15, 16, 17,

18). U daljnjem tekstu varijable su prijavljene medijanom.

Prema dobi, primje¢uje se da su pacijentice u skupini fleksibilnog protokola s
postignutom trudnocom bile najstarije (medijan 40 godina), zatim slijede pacijentice u skupini
fleksibilnog protokola bez ostvarene trudnoée (medijan 39 godina), fiksnog protokola s
postignutom trudnoc¢om (medijan 38 godina), dok su pacijentice u skupini fiksnog protokola
bez ostvarene trudnoce bile najmlade (medijan 37 godina). Medutim, nije bilo statisticki

znacajnih razlika u dobi izmedu navedenih skupina.

Prema medijanu broja antralnih folikula, primjeéuje se slicna raspodjela vrijednosti
izmedu skupina. Medutim, prema aritmetickoj sredini, primjecuje se razlika izmedu skupina, s
najviSom srednjom vrijednosti u skupini fiksnog protokola s postignutom trudnocom (prosjecno
4.9), zatim fiksnog protokola bez ostvarene trudnoce (prosjecno 4.1), fleksibilnog protokola s
postignutom trudnoCom (prosjecno 4.1), te najnizom srednjom vrijednosti u skupini
fleksibilnog protokola bez ostvarene trudnoce (prosje¢no 3.8). Ipak, nije bilo statisticki

znacajnih razlika u broju antralnih folikula izmedu navedenih skupina.

U pogledu anti-Miillerovog hormona, prikazane su razlike medu skupinama, s vi§im
razinama AMH-a u skupinama s postignutom trudno¢om (fiksni protokol; medijan 5.7 pmol/L,
fleksibilni protokol; medijan 4.8 pmol/L) u usporedbi sa skupinama bez ostvarene trudnoce
(fiksni protokol; medijan 4.35, fleksibilni protokol; medijan 3.6). Medutim, nije bilo statisticki

znacajnih razlika u razinama AMH-a izmedu skupina.

Prema bazalnim vrijednostima prolaktina, primjecuje se nesto visa vrijednost PRL-a u
skupinama s fiksnim protokolom (bez ostvarene trudnoc¢e; medijan 266 mIU/L, s ostvarenom
trudno¢om; medijan 262 mIU/L) u usporedbi sa skupinama s fleksibilnim protokolom (bez
ostvarene trudnoce; medijan 256, s ostvarenom trudno¢om; medijan 168). Navedene razlike u

vrijednostima PRL-a izmedu skupina nisu bile statisti¢ki zna¢ajne.
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U pogledu bazalnih vrijednosti tiroidnog stimulirajuéeg hormona nisu pronadene

statisticki znacajne razlike izmedu skupina.

Tablica 14. Bazalni parametri po podskupinama prema statusu ostvarene trudnoce.

Varijabla | Fiksni protokol Fiksni protokol s Fleksibilni Fleksibilni protokol s P

bez ostvarene ostvarenom protokol bez ostvarenom

trudnoée (N=42) | trudno¢om (N=8) ostvarene trudnoée | trudno¢om (N=6)

(N=44)

Dob
Mean 38.1(3.1) 37.6 (1.9) 38.2 (3.6) 38.5 (4.0 0.789
(SD)
Median 38 (36-41) 37 (36.2-39.5) 39 (35-41) 40 (33.7-42)
(25.-75.)
AFC
Mean 4.1 (1.7) 4.9 (2.2) 3.8 (1.5) 4.1(1.3) 0.627
(SD)
Median 4 (3-5.25) 4 (3-7) 4 (3-5) 4 (3.5-5.25)
(25.-75.)
AMH
Mean 4.2 (2.2) 5.7 (2.1) 4.4 (2.4) 4.8(2.2) 0.334
(SD)
Median 4.35 (2-6.4) 5.7 (3.7-7.6) 3.6 (2.8-5.9) 4.8 (2.7-7.0)
(25.-75.)
PRL
Mean 318.66 (156.76) 283 (115.86) 259.61 (95.0) 179.5 (71.4) 0.092
(SD)
Median 266 (196.75- 262 (210.5-399.7) 256.5 (191.25- 168.5 (125.2229.7)
(25.-75.) 430.5) 318.5)
TSH
Mean 1.77 (0.64) 1.41 (0.69) 1.69 (0.73) 2.22 (1.32) 0.507
(SD)
Median 1.65 (1.38-2.28) 1.58 (0.81-1.94) 1.48 (1.1-2.3) 1.96 (1.17-3.23)
(25.-75.)

P — razina statisticke znacajnosti, P < 0,05
SD - standardna devijacija
N — broj ispitanica
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Promatrajuci pocetni dana primjene GnRH antagonista, prikazane su statisti¢ki znacajne
razlike izmedu skupina (P < 0.001) (tablica 15), koje prate rezultate analize glavnih skupina.
Daljnje post hoc testiranje (Tablica 16) otkrilo je dodatne statisticki znacajne razlike izmedu
parova skupina: fiksnog i fleksibilnog protokola bez ostvarene trudnoce te fiksnog protokola s

ostvarenom trudnoc¢om 1 fleksibilnog protokola bez ostvarene trudnoce.

lako je analiza glavnih skupina pokazala da su pacijentice u skupini fiksnog protokola zna¢ajno
dulje primjenjivale GnRH antagonist, analiza podskupina je pokazala da su pacijentice u
skupini fleksibilnog protokola s ostvarenom trudno¢om najdulje koristile GnRH antagonist
(medijan 7 dana, P = 0.001). Nadalje, post hoc testiranje je otkrilo stvarne statisticki znacajne
razlike izmedu parova skupina: fiksni protokol s ostvarenom trudnoc¢om i fleksibilni protokol

bez ostvarene trudnoce te izmedu skupina fleksibilnog protokola s i bez ostvarene trudnoce.

Prema pocetnoj dozi primijenjenih gonadotropina, rezultati analize podskupina slijede
rezultate analize glavnih skupina, gdje nije bilo statisticki znaCajnih razlika izmedu cetiri
skupine. Medutim, prikazane su statisti¢ki znacajne razlike izmedu skupina u trajanju primjene
I ukupnoj dozi gonadotropina. Ovi rezultati sugeriraju da su skupine pacijentica s ostvarenom
trudnoom duZe primjenjivale gonadotropine u odnosu na skupine istog protokola bez
ostvarene trudnoce. Post hoc testiranje je otkrilo statisticki znacajne razlike izmedu parova
skupina: fiksni i fleksibilni protokol bez ostvarene trudnoc¢e (medijani 11 i 10 dana) te skupina
fiksnog protokola bez ostvarene trudnoce 1 fleksibilnog protokola s ostvarenom trudnoom
(medijani 11 i 13 dana). Nadalje, u pogledu ukupne primijenjene doze FSH-a, primije¢ene su
stvarne razlike izmedu skupina fiksnog 1 fleksibilnog protokola bez ostvarene trudnoce, s

ve¢om primljenom dozom gonadotropina u skupini fleksibilnog protokola.
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Tablica 15. Analiza parametara stimulacije ovulacije u podskupinama prema statusu

ostvarene trudnoce i Kruskal-Wallis analiza varijance.

Varijabla Fiksni protokol | Fiksni protokol s Fleksibilni Fleksibilni p*
bez ostvarene ostvarenom protokol bez protokol s
trudnoce trudnocom ostvarene ostvarenom
(N=42) (N=8) trudnoc¢e (N=44) | trudnocom (N=6)
Dan uvodenja
GnRH antagonista
Mean (SD) 7(0) 7(0) 9.05 (1.76) 8.17 (1.3) <0.00
1
Median (25.-75.) 7(7-7) 7(7-7) 9 (8-10) 8 (7.5-9.2)
Ukupno dana
primjene GnRH
antagonista
Mean (SD) 4.55 (1.72) 5.38(1.2) 3.64 (1.52) 6.17 (1.7) 0.001
Median (25.-75.) 4 (3-6) 5.5 (5-6) 3(2.25-4) 7 (4-7.25)
Pocetna doza
gonadotropina (1U)
Mean (SD) 278.5 (41.5) 290.6 (26.5) 278.9 (37.6) 275 (61.2) 0.887
Median (25.-75.) 300 (281.25- 300 (300-300) 300 (225-300) 300 (262.5-300)
300)
Trajanje primjene
gonadotropina
(dan)
9.0(1.8) 10.4 (1.3) 10.52 (1.99) 12.5(2.1) 0.001
Mean (SD)
Median (25.-75.) 9 (7.75-10) 11 (9.2-11) 10 (9-12) 13 (10.5-14.2)
Ukupna doza
primijenjenih
gonadotropina (1U)
Mean (SD) 2482.14 2953.13 (469.15) | 2946.59 (754.8) 3425 (969.4) | 0.008
(581.14)
Median (25.-75.) 2400 (2100- 3000 (2493.7- 2700 (2400-3300)| 3600 (2512.5-
3000) 3300) 4275)

*Kruskal-Wallisov test

P — razina statisticke znacajnosti, P < 0,05
SD - standardna devijacija

N — broj ispitanica
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Tablica 16. Razlike izmedu parova podskupina prema ostvarenoj trudno¢i - post hoc test s
Bonferroni korekcijom kao dodatak Kruskal-Wallis analizi varijance.

Varijabla Test statistic P
Dan uvodenja GnRH antagonista

1-3 -7.851 <0.001
2-3 -4.347 <0.001
Ukupno primijenjenog GnRH antagonista

3-2 2.755 0.035
3-4 -3.212 0.008
Ukupna doza primijenjenih gonadotropina

1-3 -2.697 0.042
Trajanje primjene gonadotropina

1-3 -3.076 0.013
1-4 -3.390 0.004
P4 na dan uvodenja antagonista

2-4 -2.786 0.032

* post-hoc Bonferroni test

P — razina statisticke znacajnosti, P < 0,05

SD — standardna devijacija

N — broj ispitanica

1. Fiksni protokol bez ostvarene trudnoce

2. Fiksni protokol s ostvarenom trudno¢om

3. Fleksibilni protokol bez ostvarene trudnoce
4. Fleksibilni protokol s ostvarenom trudno¢om
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Prema vrijednostima FSH promatrane unutar cetiri skupine, prikazane su sli¢ne razine

hormona bez statisticki znacajne razlike medu skupinama.

Kada pogledamo kretanje razina LH-a, nisu prikazane statisticki znacajne razlike

izmedu skupina u svim tockama mjerenja. Medutim, vide se nesto viSe razine LH mjerenog

drugog dana menstrualnog ciklusa u skupinama fiksnog protokola, dok se na razinama hormona

mjerenih tijekom ciklusa i na dan primjene rekombinantnog hCG-a vide viSe razine u

skupinama fleksibilnog protokola.

Tablica17. Analiza FSH i LH tijekom stimulacije ovulacije u podskupinama prema ostvarenoj

trudnoci.
Varijabla Fiksni protokol | Fiksni protokol s Fleksibilni Fleksibilni p*
bez ostvarene ostvarenom protokol bez protokol s
trudnoce (N=42) | trudnoc¢om (N=8) ostvarene ostvarenom
trudnoce (N=44) trudnocom (N=06)
FSH 2. dan
stimulacije
Mean (SD) 7.78 (3.19) 8.8(3.1) 8.8 (2.7) 9.9 (6.2 0.589
Median (25.- 8.1(6.4-9.8) 9.55 (5.5-11.6) 8.9 (6.9-10.6) 8.4 (6-12.7)
75.)
LH 2. dan
stimulacije
Mean (SD) 4.97 (4.29) 4.82 (2.03) 3.99 (1.64) 3.7(0.7) 0.501
Median (25.- 4.25 (2.7-6.2) 4.25 (3.35-5.4) 3.65 (2.82-4.97) 3.7 (2.9-4.5)
75.)
LH na dan
uvodenja
antagonista
Mean (SD) 4.89 (5.49) 3.04 (0.91) 4.69 (4.06) 4.6 (1.2) 0.401
Median (25.- 3.4 (2.75-6) 3.05 (2.2-3.85) 4.1 (2.3-5.025) 4.5 (3.4-5.8)
75.)
LH na dan
primjene rec.-
hCG-a
Mean (SD) 6.32 (5.5) 3.88 (1.16) 4.86 (4.22) 5.3(1.1) 0.061
Median (25.- 5(4.1-6.5) 3.55 (3-4.45) 4.05 (2.15-5.42) 5.6 (4.6-6.2)
75.)

*Kruskal-Wallisov test
P — razina statisticke znacajnosti, P < 0,05
SD - standardna devijacija

N — broj ispitanica
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Prikazana je statisticki znacajna razlika izmedu skupina u vrijednostima estradiola
mjerenih na dan primjene rekombinantnog hCG-a (P = 0.030). Prethodna mjerenja, premda
bez statistiCke znaCajnosti, pokazala su vise razine E2 u skupinama fiksnog protokola bez
ostvarene trudnoce te fleksibilnog protokola s ostvarenom trudno¢om. Medutim, post hoc
analiza nije pokazala stvarne razlike izmedu parova skupina u vidu znacajnih razlika razina

hormona na dan primjene r-hCG-a.

Takoder, pronadena je statisticki znaCajna razlika u vrijednostima progesterona
mjerenih tijekom ciklusa (P= 0.024). Naknadnom post hoc analizom moze se vidjeti stvarna
razlika izmedu skupina fiksnog i fleksibilnog protokola s ostvarenom trudnoc¢om (P = 0.032),
gdje je izmjerena visa razina P4 u skupini fleksibilnog u odnosu na fiksni protokol (medijan 1.6

nmol/L prema medijanu 0.75 nmol/L).
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Tablica 18. Analiza estradiola i progesterona tijekom stimulacije ovulacije u podskupinama

prema ostvarenoj trudnoci.

Varijabla Fiksni protokol Fiksni protokol s Fleksibilni Fleksibilni p*
bez ostvarene ostvarenom protokol bez protokol s
trudnoc¢e (N=42) | trudnocom (N=8) ostvarene ostvarenom

trudnoce (N=44) trudnocom (N=6)

E2 2. dan

stimulacije

Mean (SD) 238.7 (173.2) 157.5 (59.4) 181.4 (94.1) 295.3 (172.1) 0.070

Median (25.- 188 (146-260) 149.5 (105.5- 166.5 (125.5-246) | 277 (170.2-410.25)

75.) 179.5)

P4 2.dan

stimulacije

Mean (SD) 1.19 (0.63) 0.95 (0.35) 1.6 (2.4) 1.05 (0.41) 0.614

Median (25.- 1.05(0.77-1.35) | 0.8 (0.6-1.4) 1.1 (0.8-1.6) 1(0.7-1.45)

75.)

E2 na dan

uvodenja

antagonista

Mean (SD) 1714.32 1561.62 (649.18) 1810.28 (1698.7) | 3010.5 (2675.8) 0.366
(1117.97)

Median (25.- 1777 (851- 1473.5 (929- 1400 (754.25- 2337.5 (1270.5-

75.) 2166.5) 2248.7) 2192.25) 4153.5)

P4 na dan

uvodenja

antagonista

Mean (SD) 1.27 (0.88) 0.85 (0.32) 1.46 (0.90) 1.5(0.3) 0.024

Median (25.- | 1.1 (0.9-1.4) 0.75 (0.62-1.37) 1.2 (0.9-1.85) 1.6 (1.3-1.7)

75.)

E2 na dan

primjene rec.-

hCG-a

Mean (SD) 3346.61 4632.5 (1669.7) 3394.33(2942.9) | 5817.1(2990.5) 0.030
(2388.91)

Median (25.- 3182 (1494-4614)| 4160.5 (3435.5- 2690 (1545.7- 5279.5 (3383.7-

75.) 5518) 4035.7) 9122.2)

P4 na dan

primjene rec.-

hCG-a

Mean (SD) 1.79 (1.37) 1.8 (0.8) 3.15(3.6) 2.03 (0.85) 0.058

Median (25.- 1.5 (0.95-2.15) 1.55(1.2-2) 1.9 (1.4-2.9) 1.7 (1.4-2.8)

75.)

*Kruskal-Wallisov test
P — razina statisti¢ke znacajnosti, P < 0,05 SD — standardna devijacija N — broj ispitanica
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Premda je analizom varijance pronadena statisticka znacajnost, za broj MII oocita post

hoc testom ne vidi se stvarna razlika izmedu skupina.

Tablica 19. Broj oocita metafaze II (MII) u podskupinama prema ostvarenoj trudno¢i.
Varijabla | Fiksni protokol Fiksni protokol s Fleksibilni protokol | Fleksibilni protokol p*
bez ostvarene ostvarenom bez ostvarene s ostvarenom

trudnoée (N=42) trudno¢om (N=8) trudnoée (N=44) trudno¢om (N=6)
M1 oocite
Mean (SD)| 2.4 (2.5) 3.7(1.8) 2.2(1.8) 4.2 (2.6) 0.03
8
Median 2(1-3) 3.5(2.2-5.7) 2(1-4) 4 (2.5-5.2)
(25.-75.)

*Kruskal-Wallisov test
P — razina statisticke znacajnosti, P < 0,05
SD - standardna devijacija
N — broj ispitanica

MII — oocite u metafazi Il
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Linearnim regresijskim modelom pokusSalo se uociti postoji li utjecaj koncentracija LH,
E2, P4 na dan uvodenja antagonista na broj MII oocita, ovisno o vrsti koriStenog GnRH-a
protokola (Tablica 20). Uocena je statisticka zna¢ajnost prediktornog modela (P < 0.001), ali s
slabim efektom skupa prediktora na broj dobivenih MII oocita (R2 = 0.179), s§to bi znacilo da
se 17.9% varijance broja MII oocita moZe objasniti ovim skupom prediktora. Shodno tome,
mozemo reci da vrsta koristenog GnRH-a protokola, te hormoni E2, LH, P4 na dan uvodenja

antagonista imaju slab efekt na broj dobivenih M1 oocita (P < 0.001).

Prema B koeficijentima mozemo vidjeti prirodu odnosa prediktora na mjerenu varijablu.
Iz modela je vidljivo da najveéi utjecaj imaju vrijednosti E2 na dan uvodenja antagonista (P <
0.001), sto je pokazano kao statisticki znaCajna povezanost. Dakle, za svako jedini¢no
povecanje vrijednosti E2, vidimo smanjenje broja MII oocita za 0.440 (95% CI -0.172, 0.517,
P <0.001).

Tablica 20. Linearni regresijski model utjecaja koncentracije LH, E2, P4 na dan uvodenja
GnRH antagonista na broj MlII oocita.

Prediktorna varijabla B koeficijent P 95% ClI
Vrsta GnRH antagonistickog -0.327 0.444 -1.172, 0.517
protokola
E2 -0.440 <0.001 -0.164, 0.371
LH -0.127 0.180 -0.161, 0.031
P4 -0.172 0.102 -1.045, 0.095

*ANOVA (F =5.192, P < 0.001); R2 = 0.179.
P — razina statisticke znacajnosti, P < 0,05
Cl interval pouzdanosti
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Logistickim regresijskim modelom pokusalo se predvidjeti utjecaj bazalnih vrijednosti
E2, LH, FSH, PRL, TSH, AFC, AMH i dobi na izbor antagonisti¢kog protokola (Tablica 21).
Premda model nije pokazao statisticku znacajnost (P = 0.184), iz modela se moze vidjeti utjecaj
vrijednosti prolaktina prije pocetka stimuliranog ciklusa na izbor antagonistickog protokola.
Naime, iz modela je vidljivo da za svako jedini¢no povecanje vrijednosti prolaktina vidimo
smanjenje izgleda od 0.4% za izbor fleksibilnog protokola, odnosno suprotno povecanje izgleda
za izbor fiksnog antagonistickog protokola (95% CI 0.992, 1.000; P = 0.032).

Tablica 21. Logisticki regresijski model utjecaja bazalnih parametara na izbor GnRH

antagonistickog protokola.

Prediktorna varijabla B koeficijent OR P 95% CI
Dob 0.017 1.017 0.804 0.890, 1.162
AFC -0.252 0.777 0.087 0.583, 1.037
AMH 0.077 1.080 0.452 0.883, 1.321
PRL -0.004 0.996 0.032 0.992, 1.000
TSH -0.053 0.948 0.855 0.534, 1.682
FSH prije ciklusa 0.036 1.037 0.546 0.923, 1.165
E2 prije ciklusa -0.002 0.998 0.304 0.994, 1.002
LH prije ciklusa -0.118 0.889 0.289 0.714,1.105

Nagelkerke R2 =0.143; P = 0.184

Fleksibilni antagonisticki protokol oznacen kao ,,ishod 1.
P — razina statisticke znacajnosti, P < 0,05

Cl interval pouzdanosti
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6. RASPRAVA

U Zena sa slabim ovarijskim odgovorom postupak stimulacije ovulacije rezultira manjim
brojem dobivenih kvalitetnih oocita te smanjenim brojem kvalitetnih embrija primjerenih za
embriotransfer zbog ¢ega je vjerojatnost postizanja uspjesne trudnoce i radanja zdravog djeteta
manja (168). U usporedbi sa zenama s normalnim ovarijskim odgovorom, postotak trudnoce u
ovoj skupini pacijentica iznosi prosjecno 14,8%, dok je uspjesnost postupka in vitro oplodnje
kod Zena s normalnim odgovorom 34,5% (87). U naSem istrazivanju postotak ostvarene

trudnoce iznosio je 14%, $to je u skladu s dosad poznatim podatcima (168-175).

Pravilno postupanje u pacijentica sa smanjenom ovarijskom rezervom predstavlja veliki
izazov u klini¢koj praksi. U protekla dva desetljeca, razlicite metode lijecenja i protokoli
stimulacije ovulacije bili su evaluirani u pacijentica sa slabim odgovorom na stimulaciju
ovulacije. Medutim, jo$ uvijek nema konsenzusa o najucinkovitijem protokolu te nijedan
protokol do sada nije pokazao superiornost u odnosu na druge (176) te konvencionalni IVF

ostaje zlatni standard u lijecenju ove skupine pacijentica.

Tijekom ovarijske stimulacije, GnRH analozi — GnRH antagonisti i agonisti koriste se za
supresiju hipofize i prevenciju prijevremene luteinizacije blokiraju¢i lu¢enje endogenog LH.

Prijevremeni porast LH javlja se u 20% gonadotropinima stimuliranih ciklusa (177).

Primjena GnRH agonista tijekom ovarijske stimulacije moguca je u nekoliko protokola, od
kojih su najc¢eS¢e upotrebljavani dugi i kratki protokol. U kratkom GnRH agonisti¢kom
protokolu inicijalno poticanje hipofize na sekreciju gonadotropina (engl. flare-up effect) koristi
se za poticanje rasta folikula u folikularnoj fazi. GnRH agonisti zajedno s egzogenim
gonadotropinima koriste se od drugog dana menstrualnog ciklusa do apliciranja hCG-a. U
dugom protokolu, primjena GnRH agonista zapocinje ranije, pocevsi od 21. dana prethodnog
menstrualnog ciklusa, s ciljem postizanja supresije hipofize (,,down regulacije®) prije primjene
egzogenih gonadotropina. Nakon supresije hipofize zapocinje se egzogenom primjenom
gonadotropina zajedno sa GnH agonistima koji se apliciraju do dana primjene hCG-a. U opcoj
populaciji Zena podvrgnutima postupcima MPO, dugi protokol pokazao se efikasniji od kratkog
protokola i zbog toga se ¢esce upotrebljava (178). lako su prvobitna istrazivanja pokazivala
obecavajuce rezultate kod primjene dugog protokola u pacijentica sa slabim odgovorom na
stimulaciju ovulacije (179-182), uskoro su novije studije tu ¢injenicu demantirale (183). U

velikom broju slucajeva supresija jajnika primjenom GnRH agonista dovela je do neadekvatnog

65



odgovora i do refrakternosti jajnika na egzogenu primjenu gonadotropina (184-186). S druge
strane, primjena GnRH agonista na pocetku folikularne faze u kratkom protokolu, koja dovodi
do porasta endogenih gonadotropina (,,flare-up*), smatrala se boljom opcijom u ovoj skupini
pacijentica (187,188). Medutim, istrazivanja su pokazala da zbog djelovanja endogenih
gonadotropina dolazi do prekomjernog lucenja androgena, poviSene razine progesterona te
posljedicno pada broja folikula i kvalitete oocita (189,190). U "micro-dose" protokolu,
primjenjuju se nize doze GnRH agonista od uobicajenog kratkog protokola, koje su dovoljne
da potaknu lucenje endogenih gonadotropina, ali pritom smanjuju moguénost pojacanog
luCenja progesterona i androgena kakvo je zabiljeZzeno u tradicionalnim kratkim protokolima.
Iako najniza doza GnRH agonista koja moze potaknuti oslobadanje gonadotropina kod ljudi
nije sigurno odredena, doze od 20 do 40 pg leuprorelin acetata dva puta dnevno, s ili bez
suplementacije hormonom rasta, uspjesno su koriStene u tu svrhu (191-193). Temeljem
navedenih saznanja, Weissman u svojoj studiji usporeduje dva protokola, modificirani kratki
protokol i modificirani dugi agonisticki protokol s niskim dozama GnRH agonista. Rezultati
ovog istrazivanja ukazuju na veéu uspjesnost dugog protokola koji ukljucuje primjenu 100 pg
GnRH agonista od 21. dana ciklusa do poéetka menstruacije i postizanja down-regulacije
hipofize. Nakon toga slijedi primjena 50 pg uz dodatak gonadotropina od 3. dana menstrualnog
ciklusa. Ovaj protokol je pokazao bolje rezultate u usporedbi s modificiranim kratkim
protokolom koji ukljucuje primjenu 500 pg triptorelina od 2. dana menstrualnog ciklusa tijekom
4 dana, a zatim 100 pg do injekcije hCG-a, uz primjenu gonadotropina od 3. dana menstrualnog
ciklusa (94). lako se broj oocita dobivenih u modificiranom dugom protokolu s niskim dozama
GnRH agonista pokazao statisticki znacajno vec¢im, zbog malog uzorka, razlika u broju

postignutih trudnoca nije se pokazala statisti¢ki zna¢ajnom.

Cochranova meta analiza iz 2016., koje je uklju€ivala 73 randomizirana kontrolirana pokusa
1 obuhvacala 12,212 ispitanica u postupcima in vitro oplodnje, potvrduje ranije opazanja da se
broj Zivorodenih po postupku ne razlikuje kod primjene GnRH agonistickog i antagonistickog
protokola, dok je u GnRH antagonisti¢kom protokolu zabiljeZena znacajno manja incidencija
pojave ovarijskog hiperstimulacijog sidroma (14). Stoga, autori baziraju¢i se na poznatim
rezultatima zaklju¢uju da je GnRH antagonisticki protokol u ukupnoj populaciji koja je u
postupcima in vitro oplodnje, jednako u¢inkovit kao 1 dugi GnRH agonisticki protokol, uz vecu

sigurnost i bolju suradljivost pacijentica (14).
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Istrazivanjem koje je provedeno jo§ 2014. godine pokazalo se da ne postoji razlika u broju
trudno¢a izmedu dva standardna protokola stimulacije jajnika, GnRH agonistickog i GnRH

antagonistickog, u pacijentica s slabim odgovorom jajnika (92).

U dva randomizirana kontrolirana pokusa koja su ukljucivala 90 i 440 pacijentica sa slabim
odgovorom jajnika, usporeden je ucinak kratkog GnRH agonistickog protokola s niskom
dozom agonista i GnRH antagonistickog protokola (194,195). Demirol i suradnici nisu pronasli
razlike u broju klini¢kih trudnoca (28,6%, 12 trudnoc¢a od 42 ispitanice) prema 15% (6 trudnoca
od 40 ispitanica), iako je znacajno manji broj dobivenih zrelih oocita zabiljezen u
antagonistickom protokolu (4,3+2,1 prema 3,1£1,1) (194). Merviel i suradnici nisu pronasli
znacajne razlike u broju klinic¢kih trudnoca (14,6% u odnosu na 14,2%) niti u broju aspiriranih

jajnih stanica (6,0 £ 4,1 naspram 6,2 £ 4,9) (195).

U sklopu meta analize provedene 2017. godine koja je ukljucivala skupinu pacijentica sa
normalnim, prenaglasenim i slabim ovarijskim odgovorom potvrdeni su ovi rezultati. U skupini
pacijentica sa slabim ovarijskim odgovorom pronadena su Sest randomizirana kontrolirana
pokusa u kojih se usporedivao uc¢inak GnRH agonistickog sa fiksnim ili fleksibilnim GnRH
antagonistickim protokolom. Na ukupnom broju od 780 ispitanica, nisu pronadene razlike u
broju trudnoca nakon 12. tjedna amenoreje (RR 0.87, 95% CI 0.65—1.17), broju Zivorodenih
(RR 0.89, 95% CI 0.56-1.41, n=544), broju klinickih trudnoc¢a (RR 0.85, 95% CI 0.66-1.10,
n=780) kao ni u broju dobivenih oocita (93). Iako su neka istrazivanja pokazala da je broj zrelih
oocita vec¢i nakon primjene dugog GnRH agonistickog protokola, razlika se nije pokazala
statistiCki znaCajnom i1 ovaj protokol se nije pokazao superiornijim u odnosu na GnRH

antagonisticki protokol (95).

U Zena sa smanjenim ovarijskom odgovorom ne postoji rizik od razvoja OHSS-a kao ni
razlika u efikasnosti izmedu dugog GnRH agonistickog i GnRH antagonistickog protokola,
medutim kod primjene antagonisti¢kog protokola potrebna je kraca stimulacija zbog Cega je 1
suradljivost pacijentica veca (80). Stoga se, prema smjernicama Europskog drustva za humanu
reprodukciju i embriologiju za pacijentice s o¢ekivanim slabim ovarijskim odgovorom jednako

preporuca primjena GnRH agonista kao 1 GnRH antagonista (77).

Dvije vrste GnRH antagonistickog protokola koriste se tijekom ovarijske stimulacije u
postupcima medicinski potpomognute oplodnje. Razlikujemo fiksni protokol kod kojeg se
antagonist uvodi Sesti dan stimulacije te fleksibilni protokol (196). Najces¢e koriSten nacin je

fiksno uvodenje GnRH antagonista kako bi se izbjegao rizik od prijevremene sekrecije LH 1

67



pojednostavio protokol stimulacije. Budu¢i da postoje individualne varijacije u odgovoru
pacijentica na stimulaciju ovulacije, poc¢etak terapije s GnRH antagonistom prema veli¢ini
folikula i razini hormona (fleksibilni protokol) moze biti od koristi. Kod fleksibilnog protokola,
uvodenje antagonista najée$¢e ovisi o ultrazvu¢nom nalazu, kada najveéi folikul dosegne
odredenu veli¢inu, izmedu 12 1 14 mm 1/ ili kada razina hormona dosegne odredenu
koncentraciju (196). Najcesce navedeni kriteriji prema hormonskom statusu su razina estradiola
po folikulu ve¢a od 150 ili ve¢a od 200 pg/mL 1i/ili razina LH veéa ili jednaka 10 IU/L
(22,23,197-201). Prema istrazivanju Al-Inany i suradnika, uvodenje GnRH antagonista u
fleksibilnom protokolu trebalo bi se temeljiti isklju¢ivo na veli¢ini folikula (202), obzirom na
¢injenicu da su razine estradiola u postupcima s GnRH antagonistima nize u usporedbi s GnRH
agonistima (203). Prema ovim autorima, vrijeme primjene humanog korionskog gonadotropina
treba odabrati na temelju veli¢ine vodeceg folikula, a ne na temelju koncentracije estradiola. S
obzirom na nedosljednost kriterija uvodenja antagonista u fleksibilnom protokolu, jasno

definiranje i usporedba rezultata jest otezana (23).

U oba antagonisticka protokola, primjena oralnih hormonskih kontraceptiva (OHK),
progestina ili estradiola prije pocetka terapije moze se koristiti kako bi se postigla sinkronizacija
razvoja folikula, sprijec¢io spontani porast LH, smanjio rizik od nastanka cista te olakSalo
planiranje IVF ciklusa u korist klini¢ara 1 pacijenata (204). Medutim, istraZivanja su pokazala
da primjena OHK prije stimulacije moZe rezultirati smanjenom stopom trudnoce u usporedbi s
protokolima bez pred tretmana oralnim hormonskim kontraceptivima (205). Nadalje, smjernice
ESHRE-a iz 2020. godine navode da prethodna terapija estrogenom ili progestinima prije
koristenja protokola s GnRH antagonistom "vjerojatno nije preporucljiva" radi poboljSanja
uc¢inkovitosti i sigurnosti, te da prethodna terapija OHK-om u trajanju od 12-28 dana nije

preporuéljiva u protokolu s GnRH antagonistom zbog smanjenog ucinka (77).

Tek nekoliko studija usporeduje ucinkovitost fiksnog 1 fleksibilnog GnRH antagonistickog
protokola. U sustavnom pregledu literature i meta analizi objavljenoj 2023., Venetis i suradnici
istrazuju efikasnost ovih protokola s ciljem pronalaZenja optimalnijeg protokola po broju
postignutih trudnoc¢a (206). Pronadeno je 7 kontroliranih randomiziranih pokusa koji su
usporedivali broj trudno¢a do 12. tjedna amenoreje dok ni jedna nije usporedivala broj
zivorodenih. Od 7 studija, u njih 6 u fiksnom protokolu antagonist je uveden Sesti dan
stimulacije ovulacije (22,23,197-200) dok je u jedne GnRH antagonist uveden 5. dan
stimulacije ovulacije (201). Statisticki znaCajno manji broj trudnoca zabiljeZen je u

fleksibilnom protokolu (RR 0.76, 95% CI 0.62-0.94, 12 =0%; n=907 sudionica; dokazi niske
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kvalitete). Medutim analizom pouzdanosti, nakon iskljucenja studija s nejasnim metodama
randomizacije, nisu nadene znacajne razlike izmedu dva promatrana protokola (RR 0,73, 95%
C10,55do 0,97, 12 = 0%; 4 RCT studije; n = 663 sudionika) (23,198-200). Nije bilo statisticke
znacajnosti u broju oocita izmedu dva protokola (2.12 oocite, 95% CI —0.58-4.83; n=961
sudionica; 12 = 93.8%; dokazi niske kvalitete) (9,10,176—180). Ova meta analiza ukljucivala je
uglavnom pacijentice s normalnim odgovorom na stimulaciju ovulacije ili nespecificirane
subpopulacije pacijentica te autor naglasava kako nema dovoljno dokaza za davanje preporuka

u pacijentica sa slabim ovarijskim odgovorom (206).

U fleksibilnom protokolu, kasno uvodenje GnRH antagonista moze rezultirati preuranjenim
porastom estradiola $to je povezano sa smanjenim brojem trudno¢a u postupcima sa svjezim
embrio transferom zbog poremecene receptivnosti endometrija i neadekvatne zrelosti oocita
(207). S druge strane, prerano uvodenje terapije GnRH antagonistima, kada su koncentracije
estradiola manje od 300 pg/mL, moze poremetiti mitotsko programiranje stanica ukljucenih u
folikulogenezu (14) ili negativno utjecati na pripremu endometrija i implantaciju (207).
Uvodenje antagonista u fleksibilnom protokolu moZe se primijeniti prije Sestog dana
stimulacije. U pacijentica kod kojih se rast folikula dogada rano u ciklusu, pri fiksnom uvodenju
antagonista moglo bi do¢i do prijevremenog porasta LH i prijevremene luteinizacije
(22,198,208-211). Ukoliko je prisutan sporiji odgovor jajnika na primjenu gonadotropina
(212,213) kakav se moze vidjeti u pacijentica sa sindromom policisti¢nih jajnika ili kod
pacijentica sa slabim ovarijskim odgovorom, antagonist moZe biti primijenjen prerano u

fiksnom protokolu (197).

Iako su istrazivanja pokuSala odgovoriti na pitanje kada je pravo vrijeme za primjenu GnRH
antagonista u postupcima MPO u opc¢oj populaciji Zena koje su podvrgnute ovarijskoj
stimulaciji (22,23,196,197,201,214,215), do sada, koliko nam je poznato, takva istrazivanja
nisu provedena u pacijentica sa slabim odgovorom jajnika. Glavni cilj naSeg istrazivanja bio je
pruZiti odgovor na pitanje o efikasnosti antagonistickog protokola u ovoj skupini pacijentica,
pretpostavljajuci da vrijeme primjene antagonista utjeCe na ishod postupka. Razlike u broju
postignutih trudno¢a u nasem istrazivanju nisu se pokazale statisticki zna¢ajnima. Ovo moze
biti posljedica ¢injenice da je uspjesSnost postupka u ovoj skupini pacijentica niska, oko 14%

(87), pa bi za postizanje znacajnih rezultata bilo potrebno ukljuciti mnogo veci uzorak.

Prema ranije navedenim dokazima, uvodenje GnRH antagonista u nasem istraZivanju
ponajviSe se temeljilo na ultrazvu¢no izmjerenoj veli€ini folikula (202). GnRH antagonist u

fleksibilnom protokolu uveden je kada su jedan ili dva folikula dosegnula veli¢inu od 13-14
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mm. Ranije navedeni dokazi potvrduju kako nije bilo statisticki znacajne razlike u broju
trudnoca izmedu fiksnog i fleksibilnog protokola kada se u fleksibilnom protokolu za pocetak
primjene GnRH antagonista koristio samo ultrazvucni kriterij veli¢ine folikula (RR 0.68, 95%
CI10.36 do 1.32; 12=0%; 3 RCT studije; n =344 sudionika) (22,198,199) ili kada se koristila
kombinacija ultrazvu¢nog nalaza i vrijednosti hormona (RR 0.81, 95% CI 0.58 do 1.14;
12 =0%; 3 RCT studije; n =563 sudionika) (23,200,201).

U nasem istrazivanju pokazali smo da primjena GnRH antagonista u fleksibilnom protokolu
zapocinje kasnije u odnosu na fiksni protokol, $to se pokazalo statisticki znacajnim (9. dan u
odnosu na 6. dan stimulacije ovulacije, P<0.001). Ova ¢injenica potvrduje ranija opazanja da
se u pacijentica sa slabim ovarijskim odgovorom biljezi kasniji porast folikula i, sukladno tome,

kasnija potreba za uvodenjem GnRH antagonista (197).

Individualiziranim pristupom kod svake pacijentice klinicar odlucuje o dozi
primjenjivanih gonadotropina. Vodeni koncentracijama hormona, prvenstveno AMH i1 FSH,
zatim ultrazvu¢nim nalazom i ranijim odgovorom na stimulaciju ovulacije odabire se optimalna
koncentracija lijekova u svakom postupku. U pacijentica sa slabim odgovorom jajnika, moze
se pretpostaviti da ¢e biti potrebne veée doze gonadotropina kako bi se postigao veci broj jajnih
stanica. Medutim, istrazivanja su pokazala da genotip FSH receptora moZe imati utjecaj na
intenzitet odgovora jajnika. Mayorga 1 suradnici su istrazivali utjecaj dvije varijante FSH
receptora, Thr307/Asn680 i Ala307/Ser680, na odgovor jajnika na egzogeno primijenjeni FSH
(216) 1 uocili znacajne razlike u potrebnoj dozi lijekova za uspjeSnu stimulaciju ovulacije. U
istrazivanju polimorfizma gena FSH receptora, Loutradis 1 suradnici su zakljucili da postoji
razlika u varijantama alela kod Zena s slabim odgovorom jajnika te da se kod pacijentica s
normalnim odgovorom nalazi veéa koncentracija Asn/Ser varijante, koja je povezana s vecom
senzitivnoS¢u na FSH 1 ve¢im brojem folikula 1 oocita. Nasuprot tome, pacijentice sa slabim
odgovorom jajnika ¢eS¢e imaju Ser/Ser varijantu genotipa, koja zahtijeva znacajno ve¢u dozu
primijenjenih gonadotropina (217). U veéini standardnih IVF protokola za pacijentice sa slabim
ovarijskim odgovorom, uobicajena je doza gonadotropina od najmanje 300 IU/L dnevno. Iako
su u pojedinim istrazivanjima upotrebljavala doza iznad 450 IU/L kako bi se dobilo viSe jajnih
stanica, pokazalo se da to ne dovodi do povecanja broja oocita (37,116). Danas je dokazano da
je u ovoj skupini pacijentica manji broj folikula prikladan za sazrijevanje i rast, te da
gonadotropini, neovisno o primijenjenoj dozi, poti¢u na rast samo kohortu folikula senzitivnu
na stimulaciju. U sklopu multicentricne OPTIMIST studije, provedene na 1515 ispitanica, od

kojih je njih 511 svrstano u grupu s predvidenim slabim odgovorom na stimulaciju ovulacije
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prema nalazu broja antalnih folikula (AFC manji od 8), nije utvrdena statisti¢ki znac¢ajna razlika
u broju zivorodenih izmedu pacijentica koje su primile dozu FSH od 150 IU/dan i pacijentica
koje su primile dozu od 450 IU/dan (218). lako je studija bila multicentri¢na, kasnije su se
pojavile zabrinutosti drugih autora u vezi s interpretacijom podataka i na¢inom prikupljanja
istrazivaCke populacije, Sto je dovelo u pitanje primjenu ovih preporuka u svakodnevnoj
klinickoj praksi (219-221). Nakon navedene studije, Lensen i suradnici publicirali su
Cochranovu meta analizu takoder usporedujuci doze gonadotropina u pacijentica sa slabim
ovarijskim odgovorom (222). Studija je ukljucivala pet randomizirana kontrolirana pokusa, a
usporedivane su 3 skupine; 150 IU naspram 300/450 IU, 300 IU naspram 400/450 IU, i 450 1U
naspram 600 IU. Kao i u OPTIMIST studiji, nisu zabiljezene statisticki znacajne razlike u broju
postignutih trudnoca, medutim kod primjene doze vece od 150 IU zabiljezen je veci broj oocita.
U meta analizi objavljenoj 2021. nije dokazana statisticki znacajna razlika u broju postignutih
trudnoca 1 broja zivorodenih izmedu blage i standardne stimulacije ovulacije (128). Boudry
ipak naglasava kako jo§ nema dovoljno dokaza za odabir optimalne vrste i doze gonadotropina.
Odluka o vrsti upotrjebljenog gonadotropina, stoga je najéesSée temeljena na iskustvu klini¢ara,
dostupnosti i cijeni lijeka (223). Prema ESHRE smjernicama, ne postoji dovoljno dokaza kako
bi se doze vece od 300 U opravdale u svakodnevnom radu (77). Sukladno standardnoj klinickoj
praksi, u nasem istrazivanju koristili smo pocetnu dozu gonadotropina od 300 IU za pacijentice
sa slabim odgovorom jajnika. Dok je u vecine ispitanica ista doza primjenjivana tijekom cijelog
postupka stimulacije ovulacije, u njih 4% u svakoj skupini doza je prilagodavana do 50 TU/L.
Pacijentice u skupini fleksibilnog protokola znacajno su duze stimulirane gonadotropinima
(10.5 dana vs. 9.5 dana, P=0.001). S obzirom na duZu primjenu gonadotropina, u ovoj skupini
pacijentica i injekcija rekombinantnog hCG za zavr$no sazrijevanje oocita primijenjena kasnije
(11. dan stimulacije ovulacije naspram 12.5 dan stimulacije ovulacije, P<0.001). Broj i veli¢ina
dobivenih folikula nisu se razlikovale u obje skupine. Analizom podskupina primijecena je
statistiCki znacajna razlika u trajanju primjene 1 ukupne doze koriStenih gonadotropina.
StatistiCki znaCajna razlika zabiljezena je u skupini pacijentica s ostvarenom trudnocom,
neovisno o protokolu. Post hoc analizom statisticki znacajna razlika zabiljeZena je u podskupini
fiksnog protokola bez ostvarene trudnoce i fleksibilnog protokola sa ostvarenom trudno¢om (11
naspram 13 dana). Dakle, u skupini pacijentica s postignutom trudno¢om, fleksibilni protokol
je zahtijevao najduzu primjenu gonadotropina (medijan 13 dana). Dodatnom analizom
podskupina pokazano je da je skupina pacijentica s fleksibilnim protokolom i postignutom

trudno¢om najduze koristila GnRH antagonist (medijan 7 dana, P=0.001).
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Dob Zene smatra se naj znacajnim prediktorom postizanja trudnoce, kako u prirodnom
menstrualnom ciklusu, tako i u postupcima medicinski potpomognute oplodnje (55,224-226).
Starenjem jajnika, zbog kromosomskih abnormalnosti i disfunkcije mitohondrija dolazi do
smanjenja kvalitete oocita (227,228). U Zene starije dobi raste broj aneuploidnih embrija i
nekvalitetnih blastocista koji nisu prikladni za embriotransfer (229). Nedavna retrospektivna
studija Morin i suradnika pokazala je da, kada se usporede pacijentice s normalnim i slabim
ovarijskim odgovorom iste dobi, postoji jednaka vjerojatnost razvoja kvalitetne blastociste i
euploidnog embrija. Zakljuceno je da jajne stanice zena s loSim odgovorom nisu losije kvalitete
u usporedbi s pacijenticama iste dobi s normalnim ovarijskim odgovorom (230). U suprotnosti
s istrazivanjem Lebovitz i suradnika, koje je pokazalo znacajno veéi broj zivorodenih u skupini
pacijentica mladih od 40 godina (7% u usporedbi s 2% zivorodenih) (231), naSe istrazivanje
nije potvrdilo ove rezultate. lako bez statisticki znacajne razlike izmedu Cetiri promatrane
skupine, najmlade ispitanice (medijan 37 godina) zabiljeZene su u skupini fiksnog protokola
bez ostvarene trudnoc¢e. Osim toga, najvisi prosjek godina (medijan 40 godina) zabiljezen je u

skupini fleksibilnog protokola s ostvarenom trudno¢om.

Broj oocita predstavlja drugi najznacajniji prediktorski faktor za postizanje trudnoce u
postupcima medicinski potpomognute oplodnje. Istrazivanja provedena na pacijenticama sa
slabim odgovorom jajnika ukazuju na znacajno veci broj oocita dobivenih u postupcima koji su
rezultirali trudno¢om u usporedbi s onima koji nisu. U istrazivanju Lebovitz i suradnika, jedini
statistiCki znacajan faktor povezan s postizanjem trudnoce, uz dob pacijentice, bio je prosjecan
broj sakupljenih oocita (OR 1,95; 95% CI 1,20-3,16; P = 0,007). Ova istrazivanja podupiru
prethodno poznate rezultate koji su pokazali pozitivnu korelaciju izmedu broja dobivenih oocita

i broja trudnoca u pacijentica sa slabim odgovorom jajnika (224,232).

U viSe istrazivanja tijekom kojih se pratio broj 1 kvaliteta oocita usporedujuci 2 vrste
antagonistickog protokola u pacijentica sa normalnim ovarijskim odgovorom statisticke razlike
nisu nadene (22,23,197-201). S obzirom da navedene studije nisu provedene u skupini
pacijentica sa slabim odgovorom jajnika ne postoje ranije reference za ovu skupinu pacijentica.
U naSem istraZivanju, nisu zabiljeZene statisti¢ki znacajne razlike izmedu dviju glavnih skupina
po broju ukupno dobivenih oocita (prosjek 3.6 u fiksnom, naspram 3.2 u fleksibilnom
protokolu), te broju oocita u metafazi 11 (2.7 MII oocite u fiksnom naspram 1.2 MII oocite u
fleksibilnom protokolu). Medutim analizom varijance izmedu broja zrelih oocita (MII)
pronadena je statistiCki znacajna razlika izmedu skupina s ostvarenom trudnoc¢om (najveci broj

oocita zabiljezen je u fleksibilnom protokolu s ostvarenom trudno¢om, prosjek 4.2 oocite,

72



P=0.038) Broj dobivenih oocita u nasem, ne razlikuje se znacajno prema broju oocita dobivenih
u drugim istrazivanjima, u kojima se usporedivao uc¢inak GnRH agonistickog s fleksibilnim
GnRH antagonistickim protokolom. U studiji Sunkara i suradnika, broj dobivenih oocita u
fleksibilnom protokolu iznosio je 3.30 + 2.91 oocite (95).

Sve veca paznja posvecuje se odredivanju hormonskog profila tijekom stimulacije
ovulacije. Istrazivanja ukazuju na potencijalni utjecaj koncentracije estrogena na ishod
postupka medicinski potpomognute oplodnje (27,233,234) $to predstavlja novo podruéje
vrijedno istrazivanja (26,27). U studiji Lyttle Schumacher i suradnika, istraZzen je utjecaj
koncentracije estradiola i veli¢ine folikula na postotak ostvarenih trudnoca. Utvrdeno je da
koncentracija estradiola ispod 300 pg/mL ili iznad 1100 pg/mL na dan primjene antagonista
smanjuje Sansu za trudnocu za 40% (OR 0,60, 95% CI 0,5-0,7). Zapocinjanje s antagonistom
kod veli¢ine folikula iznad 16 mm rezultiralo je smanjenjem broja trudnoca za 25% (OR 0,76,
95% CI 0.69, 0.84). Post hoc analizom, koncentracije estradiola mjerene na dan uvodenja
antagonista podijeljene su u tri kategorije: E2 < 300 pg/mL, E2 300-1100 pg/mL i E2 > 1100
pg/mL. Utvrden je znacajno manji broj dobivenih oocita kod koncentracija E2 < 300 pg/mL (8
prema 14) u usporedbi s pacijenticama s optimalnom koncentracijom E2 300-1100 pg/mL
(P<0,001). Takoder, najveéi broj oplodenih oocita bio je u skupini pacijentica s razinom
estradiola od 300-1100 pg/mL. U navedenoj studiji, od svih parametara koji su praceni pri
uvodenju antagonista (dan ciklusa, veli¢ina folikula i razina E2), najznac¢ajnijim prediktorom
postizanja trudnoce pokazala se razina estradiola. U skupini pacijentica s razinom estradiola
iznad 1100 pg/mL, zabiljeZeno je najkrace vrijeme terapije GnRH antagonistima. Najvisa stopa
trudnoce zabiljezena je kod E2 500-599 pg/mL, dok je najniza bila kod E2 <300 pg/mL. Ako
je primjena antagonista zapocela kod koncentracije estradiola nize od 300 pg/mL ili ve¢e od
1100 pg/mL, stopa ostvarenih trudnoca bila je smanjena za 40% (25). Ovo istrazivanje je
obuhvatilo 34.862 ciklusa s GnRH antagonisti¢kim protokolom, ukljuc¢uju¢i najvec¢i broj
pacijentica s normalnim odgovorom jajnika. S obzirom na raznolikost varijabli kao $to su
trajanje steriliteta, debljina endometrija na dan transfera i broj prenesenih embrija, postavlja se
pitanje mogucnosti sistematske pogreske u interpretaciji rezultata (235). Jedna od mogucih
objasnjenja utjecaja razine estradiola na ishod postupka, prema Al Innayu jest da smanjena
koncentracija estradiola moze utjecati na programiranje mitoze stanica uklju¢enih u
folikulogenezu (236). Drugo moguce objasnjenje stoji u Cinjenici da promijenjene
koncentracije estradiola smanjuju receptivnost endometrija i implantaciju (207). U studiji Wang

1 suradnika objavljenoj 2022., prvi puta je dokazana jasna nelinearna povezanost izmedu razine
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estradiola na dan zapocinjanja GnRH antagonista i1 broja klinickih trudnoca u ciklusima sa
svjezim embriotransferom (235). Najveci broj trudnoca zabiljezen je kod razine estradiola od
498 pg/mL. Ukoliko je antagonist uveden kod koncentracija manjih od 498 pg/mL, broj
trudnoca je bio za 5% veci za svakih 100 pg/mL porasta E2. Kod koncentracija iznad 498 pg/mL
broj trudnoca se smanjio za 3% sa svakih 100 pg/mL povecanja E2. Kod razine iznad 894.4

pg/mL, broj trudnoc¢a smanjen je ¢ak za 40%.

Prema dvostani¢noj dvogonadotropinskoj teoriji (engl. ,,two-cell, two-gonadotropin
theory), teka stanice posjeduju enzim P450c17, potreban za sintezu androgena. U granuloza
stanicama taj enzim nedostaje, stoga su one ovisne o sintetiziranim androgenima iz teka stanica.
Aromatizacijom androgena u granuloza stanicama nastaje estradiol. Supresija endogenog LH
GnRH antagonistima, dovodi do smanjenje aktivnosti teka stanica, a time i smanjenog stvaranja
androgenih supstrata te posljedicno i estradiola. Zapocinjanje GnRH antagonista rano u ciklusu,
kada je razina E2 niska, moglo bi dovesti do smanjenog stvaranja estradiola za vrijeme
stimulacije ovulacije (235). Jedna randomizirana kontrolirana studija potvrdila je ovu teoriju
biljezeci razine estradiola slicne onima u prirodnom ciklusu kada je antagonist uveden drugi

dan ciklusa u odnosu na 6. dan stimuliranog ciklusa (237).

Za ocekivati je da su u skupini pacijentica sa smanjenim ovarijskim odgovorom zbog manjeg

broja folikula i razine estradiola niZe.

U naSem istrazivanju nisu zabiljeZene statisticke znaCajne razlike u razini estradiola
mjerenih 2. dan stimuliranog ciklusa, kao ni na dan uvodenja GnRH antagonista i na dan
primjene rekombinantnog hCG-a izmedu glavnih skupina. Iako se zamjecuju vi$e koncentracije
estradiola mjerenih na dan uvodenja antagonista i na dan primjene hCG-a u skupini S
fleksibilnim protokolom (1977.2 pmol/L u odnosu na 1707.9 pmol/L na dan uvodenja
antagonista te 3697.2 pmol/L prema 3556.6 pmol/L na dan primjene rekombinantnog hCG-a),
razlika nije statisti¢ki znacajna. Analizom podskupina zabiljeZena je statisticki znacajna razlika
estradiola mjerenog na dan primjene rekombinantnog hCG-a izmedu skupina fiksnog protokola
bez ostvarene trudnoce i fleksibilnog protokola s ostvarenom trudnoc¢om (P=0.03). Najvise
razine estradiola zabiljeZene su u skupini pacijentica s fleksibilnim protokolom i ostvarenom
trudno¢om (prosjek 5817.1 pmol/L), zatim u skupini s fiksnim protokolom i ostvarenom
trudno¢om (prosjek 4632.5 pmol/L). Takoder viSe razine estradiola mjerene na dan uvodenja
antagonista zabiljezene su u fleksibilnom protokolu s ostvarenom trudno¢om (3010.5 pmol/L).
Najniza razina estradiola na dan uvodenja antagonista zabiljezena je u podskupini pacijentica s

fiksnim protokolom s ostvarenom trudno¢om (prosjek 1561.6 pmol/L). Ukoliko ove vrijednosti
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izrazimo u standardnim jedinicama pg/mL, zamjefujemo da je u skupini pacijentica s
fleksibilnim protokolom i ostvarenom trudno¢om vrijednost estradiola na dan uvodenja
antagonista iznosila prosje¢no 820 pg/mL, odnosno 425 pg/mL u skupini pacijentica s fiksnim
protokol i ostvarenom trudno¢om S§to je u skladu s provedenim istrazivanjima u skupini

pacijentica s normalnim ovarijskim odgovorom (25).

Ucinak progesterona na ishod postupka u odredivanog u razli¢itim fazama stimuliranog
ciklusa ve¢ je duze vrijeme predmet istrazivanja. U menstrualnom ciklusu, do implantacije
dolazi 6. dan nakon oplodnje. Tijekom lutealne faze u zutom tijelu dolazi do morfoloskih i
biokemijskih promjena koje nazivamo luteinizacija. Najveéi utjecaj na luteinizaciju ima LH,
koji poti¢e granuloza stanice na sekreciju progesterona. Progesteron djeluje na endometrij
uzrokujud¢i njegovu sekretornu transformaciju ¢ime ga priprema za implantaciju (204). Tijekom
ovarijske stimulacije fiziologija sekrecije progesterona je promijenjena. Egzogena primjena
gonadotropina dovodi do porasta progesterona ranije u ciklusu, ve¢ tijekom folikularne faze.
Rast razine progesterona za vrijeme kasne folikularne faze moze se pripisati poja¢anom
odgovoru granuloza stanica prisutnih u multiplim folikulima na LH $to se naziva
prijevremenom luteinizacijom (238). Kako je ranije naglaSeno, GnRH analozi, agonisti 1
antagonisti, uzrokujuci ,,down regulaciju® receptora hipofize, koriste se kako bi se sprijecila
ova pojava (239-241). Medutim, rast koncentracije progesterona tijekom folikularne faze nije
uvijek u potpunosti eliminirana GnRH analozima (242,243). Zbog razlicitog patofozioloskog
mehanizma nastanka ove dvije pojave, Adda-Herzog i suradnici predlazu preimenovanje
fenomena porasta progesterona zamijecenog u folikularnoj fazi stimuliranog ciklusa u
prijevremeni porast progesterona, umjesto termina prijevremene luteinizacije (244). Ipak u
raznim studijama porast progesterona u folikularnoj fazi i dalje se naziva prijevremenom
luteinizacijom, zbog Cega je pretrazivanje literature otezano (245). Prema dosada poznatim
podatcima, prijevremeni porast progesterona javlja se u 5-38% postupaka stimulacije ovulacije
(246-248). Najvjerojatnija teorija nastanka ove pojave povezana je s brojem folikula. Svaki
folikul izlucuje malu koli¢inu progesterona, pa veci broj folikula rezultira pove¢anom razinom
progesterona, Sto su i1 pokazala istrazivanja (246,249,250). Visoke doze primijenjenih
gonadotropina povecavaju rizik od prijevremenog porasta progesterona (245,247,251), dok
dodatak LH smanjuje ovaj rizik (252). Naime, luteiniziraju¢i hormon dovodi do "up-regulacije”
enzima 17-hidroksilaze prisutnog u teka stanicama koji poti¢e konverziju progesterona u
androgene. Androgeni se potom aromatizacijom pretvaraju u estrogene (252). Ove ¢injenice

podrzavaju prethodno spomenutu teoriju da prijevremeni porast progesterona u standardnom
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IVF postupku nije rezultat LH-inducirane luteinizacije, ve¢ proizvodnje progesterona potaknute
velikim brojem folikula. Prema istrazivanjima Venetisa i Boscha, broj oocita €ini se najvaznijim
faktorom u predvidanju poveéanja razine progesterona iznad 1.5 ng/mL i postizanju trudnoce
(246,253). Papaleo i suradnici potvrdili su da i drugi poznati ¢imbenici, poput ukupne doze
primijenjenog FSH, koncentracije estradiola u vrijeme aplikacije hCG-a i visoke vrijednosti
progesterona na pocetku stimulacije (0.45ng/mL), ¢ine znacajan rizi¢ni faktor za pojavu
prijevremenog rasta progesterona u kasnoj folikularnoj fazi (254). Tijekom proteklih godina
predlozene grani¢ne vrijednosti progesterona na dan primjene hCG-a kre¢u se od 0.8 do 3
ng/mL (2.5- 9.5 nmol/L). Prema meta analizi, vrijednosti ve¢ iznad 0.8 ng/mL (2.5 nmol/L)
povezane su sa znacajnom redukcijom stopa trudnoée (255). Danas najcesée upotrebljavana
grani¢na vrijednosti iznosi 1.5 ng/mL (4.7nmol/L) i ova se vrijednost ¢ini krucijalnom u
promjeni genske ekspresije endometrija (110,256). Stoga, u slu¢ajevima kada je koncentracija
progesterona iznad 1.5 ng/mL na dan primjene hCG-a, embriotransfer se Cesto odgada,

uglavnom radi smanjenja rizika od neuspjesne implantacije.

U naSem istrazivanju, embriotransfer nije odgoden ni jedne ispitanice zbog povisene
razine progesterona iznad navedene granice. Najnize koncentracije progesterona biljeze se za
vrijeme menstruacije zbog regresije zutog tijela. U slucaju nepotpune luteolize, koncentracija
progesterona moze ostati poviSena cak i u ranim fazama novog menstrualnog ciklusa. Bazalne
koncentracije progesterona, koje se mjere tijekom prvih 3 dana stimulacije, pokazale su se kao
najvazniji faktor u predvidanju porasta progesterona na dan primjene hCG-a (257). Ostali
parametri poput LH, FSH, AMH, E2 1 AFC imali su manji utjecaj (254). PoviSene bazalne
razine progesterona zabiljeZene su i u GnRH agonistickim (258,259) i GnRH antagonisti¢kim
protokolima (260-262). Ucestalost poviSene koncentracije progesterona drugog dana
stimulacije u GnRH antagonisti¢kom protokolu varira od 4.9% do 13.3% stimuliranih ciklusa
(260-262). Odgoda primjene gonadotropina mogla bi dovesti do normalizacije vrijednosti
progesterona. Kolibianakis i suradnici prvi su uspjeli dokazati negativan utjecaj povisenih
bazalnih vrijednosti progesterona na postizanje trudnoée (262). Ova studija je pokazala da
koncentracije progesterona iznad 1.6 ng/mL (5.08 nmol/L) mjerenog drugog dana stimuliranog
ciklusa moze smanjiti Sanse za postizanje trudnofe kod pacijentica koje se lijece
rekombinantnim FSH-om i GnRH antagonistima. Sli¢ne rezultate su zabiljezili i Hamdine
isuradnici (261) zakljuujuéi da postoji negativan ucinak na postizanje trudnoce kod
koncentracija progesterona iznad 1.5 ng/mL (4.77 nmol/L). lako su provedena razna

istrazivanja, jedinstvena vrijednost progesterona kod koje je uspjeSnost postupka sniZzena nije
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pronadena. U studiji Mutlu i1 suradnica, utvrdena je ucestalija pojava vrijednosti progesterona
iznad 1.5 ng/mL, mjerenog na dan primjene hCG-a, kada je koncentracija progesterona drugog
dana ciklusa bila iznad 0.65 ng/mL (263). S druge strane, Faulisi i suradnici nisu dokazali
klinicku znacajnost bazalno povisenog progesterona (264). Tang i1 suradnici mjerili su
koncentracije progesterona 4. dana stimulacije i utvrdili da su vrijednosti iznad 3 ng/mL bile
povezane sa znac¢ajnim smanjenjem broja trudnoca (259). Studije Santos-Riberro i suradnika te
Arvis 1 suradnika, potvrdile su smanjen postotak trudnoéa kod vrijednosti progesterona,

mjerenih na dan injekcije hCG iznad 1.5 ng/mL (4,7 nmol/L) (265,266).

Navedena istrazivanja uglavnom se odnose na opcéenitu skupinu pacijentica lijecenih
postupcima medicinski potpomognute oplodnje te kako smo do sada vidjeli ni u njih grani¢ne
vrijednosti, kako bazalnog tako ni progesterona na dan injekcije hCG-a, nisu etablirane.
Istrazivanja koja bi se odnosila na pacijentice sa slabim ovarijskim odgovorom jo$ su rjeda pa

je time interpretacija rezultata otezana.

U naSem istrazivanju, ni kod jedne od 100 promatranih ispitanica, vrijednosti bazalnog
progesterona nisu iznosile iznad 2.9 nmol/L. Srednje vrijednosti progesterona drugog dana
stimulacije iznosile su 1.2 nmol/L u fiksnom protokolu i 1.5 nmol/L u fleksibilnom protokolu,
Sto je bez statisticki znacajne razlike. Primije¢ene su statisti¢ki znacajne razlike u kretanju
progesterona izmedu razlicitih faza fiksnog 1 fleksibilnog protokola, sa statisticki znacajno
viS§im koncentracijama progesterona u fleksibilnom u odnosu na fiksni protokol (prosje¢no 3.0
nmol/L nasuprot 1.8 nmol/L). lako se u objavljenim studijama poviSene razine progesterona na
dan primjene hCG-a javljaju u 5-38% stimulacija (246-248), u nasem istrazivanju vrijednost
progesterona iznad 4.7 nmol/L zabiljeZena je u 8 ispitanica (8%). Od toga dvije poviSene
vrijednosti zabiljeZzene su u fiksnom protokolu — 1% (dobivene 0 i 3 MII oocite, bez oplodnje),
naspram ostalih 6 zabiljezeno u fleksibilnom protokolu — 4% (dobiveno 1 MII oocita- bez
oplodnje, 1 MII oocita — bez oplodnje. O MII oocita, 5 MII oocita -3 embrija, O MII oocite, 4
MII oocite — 3 embrija). Post- hoc analizom nadena je stvarna razlika izmedu skupina fiksnog
1 fleksibilnog protokola s ostvarenom trudnoc¢om (P=0.032), pri ¢emu je izmjerena visa razina
progesterona u skupini fleksibilnog u odnosu na fiksni protokol (medijan 1.6 nmol/L u odnosu
na medijan 0.75 nmol/L). Iz navedenog mozemo zakljuciti da postoji i grani¢na vrijednost ispod
koje je trudnoca manje vjerojatna, u nasem slucaju ta vrijednost za pacijentice sa slabim

ovarijskim odgovorom iznosi 1.6 nmol/L.

Prema teoriji kojom ve¢i broj folikula dovodi do poveéanja razine progesterona, bilo bi

logicno zakljuciti da pacijentice sa smanjenom ovarijskom rezervom, zbog manjeg broja
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folikula i oocita, nemaju opasnost od prekomjernog lucenja progesterona. Medutim, u naSem
istrazivanju pokazali smo da su najviSe koncentracije progesterona na dan primjene
rekombinantnog hCG-a izmjerene kod ispitanica kod kojih je broj oocita bio jedan ili nula (5
od 8 ispitanica). Postoji nekoliko objaSnjenja koja bi mogla objasniti ovaj fenomen. Studija
Beckers i suradnika isti¢e moguénost pojave visih vrijednosti progesterona u prirodnom ciklusu
kod Zena s smanjenom ovarijskom rezervom, §to je uzrokovano kontinuiranom sekrecijom
progesterona iz zutog tijela (267). Drugo objasnjenje moze biti tendencija davanja veéih doza
gonadotropina tijekom stimulacije u ovoj skupini pacijentica. Odredeni istrazivaci naglasavaju
vaznost uzimanja u obzir jaCine odgovora jajnika pri tumacenju poviSenih vrijednosti
progesterona (268). U studiji Adda-Herzog i suradnika autori su naglasili da se broj klini¢kih
trudnoca ne razlikuje u grupi pacijentica sa jakim (30% prema 34%) i normalnim (31% prema
30%) odgovorom stimulacije ovulacije, dok je u pacijentica sa smanjenim ovarijskim
odgovorom progesteron iznad 0.9 ng/mL (2.8 nmol/L) rezultirao smanjenim postotkom
trudnoc¢a (3.2% naspram 23%) (244). Ovo se moze objasniti ¢injenicom da embriji slabije
kvalitete u ovih pacijentica nisu dovoljni da kompenziraju promijene receptivnosti endometrija
uzrokovane visim raznima progesterona. S druge strane, u retrospektivnoj opservacijskoj studiji
koja je analizirala 5447 IVF ciklusa, zaklju€eno je da se kod pacijentica s loSim odgovorom
jajnika povisene razine progesterona na dan primjene humanog korionskog gonadotropina
mogu zanemariti kako bi se izbjegla nepotrebna otkazivanja ili zamrzavanje embrija. Ova
studija pokazala je da kod pacijentica sa slabim odgovorom jajnika, koje su imale tri ili manje
oocita, utjecaj povisenog progesterona na ishod postupka ostaje minimalan, za razliku od vrlo
niskih vrijednosti progesterona, posebno ispod 0,5 ng/mL, kada se postotak zivorodene djece
znacajno smanjuje (266). Ovo zapazanje u skladu je s drugim studijama koje su takoder
pokazale da je krioprezervacija embrija korisna kod pacijentica s prenaglasenim odgovorom
jajnika, ali ne i kod pacijentica s lo§im odgovorom jajnika (269). Prema istrazivanju Xu i
suradnika, u skupini pacijentica sa slabim ovarijskim odgovorom, grani¢na vrijednost
progesterona na pocetku ciklusa kod koje je ishod postupka losiji iznosi 1,5 ng/mL (4,77
nmol/L). U pacijentica s normalnim ovarijskim odgovorom ta vrijednost je iznad 1,75 ng/mL,
dok je u pacijentica s prenaglasenim odgovorom jajnika grani¢na vrijednost 2,25 ng/mL (268).
Ipak, jasno znaenje poviSenih razina progesterona na pocetku i u kasnoj folikularnoj fazi
ciklusa na ishode postupka u pacijentica sa slabim odgovorom jajnika jo§ uvijek nije u
potpunosti razjaSnjena. Smjernice Europskog drustva za humanu reprodukciju i embriologiju
(ESHRE) ne preporucuju rutinsko odredivanje razine progesterona na pocetku ciklusa kod

pacijentica starijih od 39 godina. (77).
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U naSem istrazivanju pokusali smo, primjenom regresijskih modela, odgovoriti na
pitanje postoji li, ovisno o vrsti GnRH antagonisti¢kog protokola, utjecaj koncentracija LH, E2,
P4 na dan uvodenja antagonista, na ishod postupka stimulacije ovulacije. Uo¢ena je statisticka
znacajnost prediktornog modela (P < 0.001), ali s slabim efektom skupa prediktora na broj
dobivenih MII oocita (R2 = 0.179), $to bi znacilo da se 17.9% varijance broja MII oocita moze
objasniti ovim skupom prediktora. U skladu s time, rezultati ovog istrazivanja ukazuju da vrsta
koriStenog GnRH antagonistickog protokola, te hormoni E2, LH, P4 na dan uvodenja

antagonista imaju slab efekt na broj dobivenih MII oocita (P < 0.001).

lako je glavni cilj svakog klini¢ara postizanje trudno¢e primjenom najoptimalnijeg
protokola s najve¢om vjerojatnosti uspjeha za svaki pojedini par, danas je vazno uzeti u obzir i
isplativost postupka (engl. cost effectiveness). Rezultati istrazivanja nisu jednoznaéni, i dok su
pojedine studije pokazale manju koli¢inu ukupno primijenjenih lijekova, kako gonadotropina
tako i GnRH antagonista u fleksibilnom antagonistickom protokolu (201,202,214,215), druge
studije nisu to potvrdile, te je zabiljezena veca doza primijenjenih lijekova u fleksibilnom
protokolu (23). S obzirom da su u navedena istrazivanja uklju¢ene pacijentice s normalnim ili
prenaglasenim ovarijskim odgovorom, u nasSem istraZzivanju proveli smo analizu na skupini
pacijentica sa slabim ovarijskim odgovorom. Nasi rezultati ukazuju da je u fiksnom protokolu
zabiljeZzena znacajno duZa primjena antagonista u odnosu na fleksibilni protokol (5 u odnosu
na 4 dana, P=0.02). Ispitanice koje su bile u fleksibilnom protokolu bile su duze stimulirane
gonadotropinima (medijan 10.5 dana u fleksibilnom protokolu u odnosu na 9.5 dana u fiksnom
protokolu) 1 primile su ukupno vecu dozu gonadotropina s medijanom od 2812.5 1.J, u
usporedbi s 2475 1.J. u fiksnom protokolu (P=0.009). Analizom podskupina zabiljeZena je
najduza primjena GnRH antagonista u trajanju od medijan 7 dana u skupini fleksibilnim
protokolom 1 ostvarenom trudnoc¢om. U oba protokola s ostvarenom trudno¢om gonadotropini

su duZe primjenjivani.

Nacionalni institut za zdravlje i njegu Velike Britanije (engl. National Institute for
Health and Care Excellence - NICE) preporucuje definiranje odustajanja od IVF ciklusa kao
ciklusa u kojem, zbog izostanka folikulogeneze, nije proveden postupak sakupljanja jajnih
stanica (270). Medutim, u raznim studijama pod tim se terminom ¢esto ukljucuju i postupci
otkazani zbog negativne aspiracije, izostanka oplodnje ili zastoja u razvoju embrija (271). U
pacijentica sa slabim odgovorom na ovarijsku stimulaciju, primijeen je vecéi postotak
otkazanih ciklusa u usporedbi s pacijenticama sa normalnim ovarijskim odgovorom (272,273).
U studiji Lamazou i suradnika, postotak otkazanih postupaka bio je 37,8% u pacijentica sa
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slabim ovarijskim odgovorom, u usporedbi s 13,3% u pacijentica s normalnim ovarijskim
odgovorom (274). U istrazivanju koje je obuhvatilo 134 ispitanice, od kojih je u 77 primijenjen
kratki GnRH agonistic¢ki protokol, a u 57 GnRH antagonisticki protokol, nije zabiljezeno
nijedno otkazivanje ciklusa u antagonisticCkom protokolu, dok je u agonistickom protokolu
zabiljezeno 4 otkazivanja, $to odgovara 7% ispitanica (272). U pacijentica starijih od 40 godina,
broj otkazanih ciklusa je i veéi. U studiji Sugimoto i suradnika, od 364 stimulirana ciklusa s
GnRH agonistima ili antagonistima, 42 ciklusa (11,5%) otkazana su zbog nedostatka razvoja
folikula, dok je 120 ciklusa (33%) otkazano zbog negativne aspiracije, nedostatka oplodnje ili

loSe kvalitete embrija (271).

U naSem istrazivanju, od ukupnog broja od 50 ispitanica u kojih je primijenjen fiksni
GnRH antagonisticki protokol, otkazan je jedan postupak zbog izostanka razvoja folikula, Sto
¢ini 1% u ukupnom uzorku. U fleksibilnom protokolu ni jedan postupak nije otkazan zbog
izostanka razvoja folikula. U skupini pacijentica s fiksnim protokolom, zabiljezeno je pet
sluc¢ajeva negativne aspiracije u usporedbi s Cetiri sluc¢aja u skupini s fleksibilnim protokolom.
Odustajanje od embriotransfera zbog nedostatka oplodnje nakon IVF/ICSI postupka ili zastoja
u razvoju embrija zabiljezeno je kod Cetrnaest ispitanica. Dakle, u naSem istrazivanju, postotak
otkazivanja stimuliranog ciklusa zbog izostanka odgovora jajnika na primijenjenu terapiju
iznosi 1%, dok se od postupka zbog negativne aspiracije, nedostatka oplodnje ili neadekvatnih

embrija odustalo u 25% pacijentica (24% u fiksnom protokolu, 26% u fleksibilnom protokolu).
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7. ZAKLJUCAK

Pacijentice sa slabim odgovorom jajnika na stimulaciju ovulacije ¢ine otprilike 20%
svih pacijentica koje se podvrgavaju metodama medicinski potpomognute oplodnje. U
usporedbi s pacijenticama s normalnim odgovorom jajnika, ova skupina ima nizi postotak
uspjesnosti IVF postupka. Iako su istrazene razli¢ite metode lijecenja i protokoli stimulacije

ovulacije, do danas nije zabiljeZeno znacajno poboljsanje u broju ostvarenih trudnoca.

U naSem istrazivanju, u skladu s rezultatima drugih studija, postotak uspje$nosti
stimulacije ovulacije iznosio je 14%. Vrijeme primjene antagonista nije pokazalo statisticki
znaCajnu povezanost s postizanjem trudnoce u ovoj skupini pacijentica. Ipak, primijetili smo
ve¢i broj dobivenih oocita u protokolu s fleksibilnim uvodenjem antagonista. U skupini
pacijentica s ostvarenom trudno¢om, najveci broj oocita zabiljezen je u fleksibilnom protokolu.
U ovoj skupini pacijentica primjena gonadotropina trajala je najduze, a pocetak primjene
antagonista bio je najkasniji. To nas upucuje na zakljucak da je u pacijentica s loSim odgovorom
jajnika, najvjerojatnije zbog smanjenog odgovora jajnika na egzogeni FSH, potrebna duza

primjena gonadotropina.

Takoder, u skupini s fleksibilnim protokolom, primijetili smo zna¢ajno manju upotrebu
lijekova, gonadotropina i antagonista. lako ta razlika nije tako izraZena kao u postupcima kod
Zena s normalnim odgovorom jajnika, ona se moze objasniti vecom ukupnom potrebom doze
primijenjenih gonadotropina i duljom stimulacijom nego u skupinama pacijentica s normalnim

ili prenaglasenim odgovorom.

Individualizacijom primjene lijekova, broj odustajanja bio je manji, a u skupini
pacijentica s fleksibilnim protokolom nije zabiljeZen nijedan sluc¢aj odustajanja zbog izostanka

razvoja folikula, dok je u skupini s fiksnim protokolom postotak odustajanja iznosio 2%.

Primijecena je statisticki znacajna razlika u razini progesterona izmedu razli¢itih faza
fiksnog 1 fleksibilnog protokola, sa statisticki znacajno vis§im koncentracijama progesterona u
fleksibilnom u odnosu na fiksni protokol. Post- hoc analizom nadena je stvarna razlika izmedu
skupina fiksnog i fleksibilnog protokola s ostvarenom trudnoc¢om, pri ¢emu je izmjerena visa
razina progesterona u skupini fleksibilnog u odnosu na fiksni protokol. 1z navedenog mozemo
zakljuciti da postoji i grani¢na vrijednost ispod koje je trudno¢a manje vjerojatna, u nasem

slucaju ta vrijednost za pacijentice sa slabim ovarijskim odgovorom iznosi 1.6 nmol/L.

81



Uocena je statisticka znacajnost prediktornog modela koncentracija LH, E2, P4 na dan
uvodenja antagonista na ishod postupka stimulacije ovulacije, ali sa slabim efektom skupa
prediktora na broj dobivenih MII oocita. U skladu s time, rezultati ovog istrazivanja ukazuju
da vrsta koriStenog GnRH antagonistickog protokola, te hormoni E2, LH, P4 na dan uvodenja

antagonista imaju slab efekt na broj dobivenih MII oocita.

Rezultati naseg istrazivanja daju znaCajan doprinos u odabiru optimalnog protokola
stimulacije ovulacije za pacijentice sa slabim ovarijskim odgovorom. Ovi rezultati potvrduju
opravdanost mjerenja serumske razine navedenih hormona u folikularnoj fazi ciklusa u skupini
pacijentica sa slabim ovarijskim odgovorom s ciljem poboljSanja ishoda postupka, smanjenja

koli¢ine upotrebljenih lijekova te smanjenje odustajanja.
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8. SAZETAK

Pacijentice sa slabim odgovorom jajnika na stimulaciju ovulacije predstavljaju poseban
izazov u postupcima in vitro oplodnje jer je njihov uspjeh znacajno smanjen. S obzirom na sve
vecu Zelju za reprodukcijom u kasnijoj dobi, broj Zena sa slabim ovarijskim odgovorom raste.
U skupini ovih pacijentica koristeni su razni protokoli stimulacije ovulacije s ciljem poboljSanja
ishoda IVF postupka, ali ni jedan se nije pokazao superiornim u odnosu na druge. NajceSc¢e su
koriSteni  standardni protokoli stimulacije s GnRH agonistima ili GnRH antagonistima.
Trenutno ne postoji objavljeno randomizirano klini¢ko istrazivanje koje usporeduje ishode IVF
postupka kod primjene fiksnog i fleksibilnog GnRH antagonistickog protokola. U nasem
istrazivanju pretpostavili smo da vrijeme primjene GnRH antagonista ima utjecaj na ishod IVF
postupka, te da ¢e uvodenjem GnRH antagonista u terapiju u pravo vrijeme doci do poboljsanja
ishoda postupka te smanjenja odustajanja i koli¢ine potroSenih lijekova. Istrazili smo kako
koncentracija LH, E2 i P4 mjerenih u folikularnoj fazi ciklusa utjece na broj i kvalitetu jajnih
stanica te na ishod postupka. U istrazivanju je sudjelovalo 100 ispitanica, randomizirane u
skupinu kojoj je primijenjen fiksni ili fleksibilni GnRH antagonisticki protokol. Vrijeme
primjene antagonista nije pokazalo statisticki znaCajnu povezanost s postizanjem trudnoce u
0voj skupini pacijentica. Primijetili smo ve¢i broj dobivenih oocita u protokolu s fleksibilnim
uvodenjem antagonista. U skupini pacijentica s ostvarenom trudnoom, najveci broj oocita
zabiljezen je u fleksibilnom protokolu. U ovoj skupini pacijentica primjena gonadotropina
trajala je najduze, a pocCetak primjene antagonista bio je najkasniji. U skupini s fleksibilnim
protokolom primijetili smo zna¢ajno manju koli¢inu potroSenih lijekova. Ovim istraZivanjem
pokazali smo da odabir optimalnog protokola stimulacije ovulacije u pacijentica s niskim
odgovorom jajnika smanjuje broj odustajanja i koli¢inu lijekova. Uocena je statisticka
znacajnost prediktivnog modela koncentracija LH, E2, P4 na dan uvodenja antagonista na ishod
postupka stimulacije ovulacije, ali s slabim efektom skupa prediktora na broj dobivenih MlI

oocita.

KLJUCNE RIJECI: slab ovarijski odgovor na stimulaciju ovulacije, GnRH antagonisti¢ki

protokol, IVF, stimulacija ovulacije
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9. SUMMARY

The comparison of fixed and flexible antagonist protocol and IVF outcome in poor
responders

Iva Pitner, 2023.

Patients with poor ovarian response to ovarian stimulation are a special challenge for in
vitro fertilization procedures, as their success rates are significantly reduced. Various protocols
for ovarian stimulation have been tested in this group of patients in order to improve treatment
outcomes, but none have shown superiority over the others. Currently, there is no published
randomized clinical trial comparing the outcomes of IVF procedures using a fixed versus
flexible GnRH antagonist protocol. In our study, we hypothesized that the timing of GnRH
antagonist administration would impact the outcome of IVF procedures, and that introducing
GnRH antagonists at the specific time would lead to improved treatment outcomes, reduced
cancellation rates and decreased medication consumption. We investigated how the
concentrations of LH, E2, and P4 measured in the follicular phase of the stimulated cycle affect
the number and quality of oocytes, as well as the treatment outcome. The study included 100
participants randomized into a group receiving either a fixed or flexible GnRH antagonist
protocol. The timing of antagonist administration did not show a statistically significant
association with achieving pregnancy in this group of patients. We observed a higher number
of retrieved oocytes in the protocol with flexible antagonist introduction. Among the patients
who achieved pregnancy, the highest number of oocytes was recorded in the flexible protocol.
In this group, the administration of gonadotropins lasted the longest, and the initiation of
antagonist administration was the latest. This study demonstrated that selecting an optimal
stimulation protocol in patients with poor ovarian response reduces cancellation rate and
medication consumption. We observed statistical significance in the predictive model of LH,
E2, and P4 concentrations on the day of antagonist administration regarding the outcome of
ovulation stimulation procedures, although with a weak effect of the predictor set on the number

of obtained MII oocytes.

KEY WORDS: poor responder, GnRH antagonist, I\VVF, ovarian stimulation
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