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SAZETAK

Dodavanje progesterona tijekom prijenosa svjezih i zamrznutih embrija

Autor: Rahela Safarié¢

Progesteron je klju¢an hormon za prijelaz endometrija iz proliferativne u sekretornu
fazu, Sto je vitalno za implantaciju embrija i odrzavanje trudnoce. Ovaj hormon regulira
menstrualni ciklus, mijenja cervikalnu sluz i sprieCava kontrakcije misica maternice.
Progesteron se sintetizira iz kolesterola u jajnicima, nadbubreznim Zlijezdama i mozgu,
pri ¢emu se kolesterol pretvara u pregnenolon, a potom u progesteron. Medicinski
pomognuta oplodnja (MPO) obuhvaéa metode kao $to su intrauterina inseminacija
(IUl), izvantjelesna oplodnja (IVF), intracitoplazmatska injekcija spermija (ICSl),
embriotransfer prethodno zamrznutih embrija  (FET), donaciju gameta,
predimplantacijsko geneticko testiranje (PGT), pomognuto izlijeganje (AH), oCuvanje
plodnosti i surogatstvo. Embriji se prenose u maternicu s pomoc¢u katetera nakon
kultivacije, a kvaliteta prijenosa moze se poboljsati pravilnim rukovanjem embrijima i
minimiziranjem izloZzenosti nepovoljnim uvjetima. Nakon prijenosa embrija, podrdka
lutealnoj fazi kljuéna je za odrzavanje funkcije Zutog tijela i uspjednu implantaciju, Sto
se postize primjenom progesterona ili ponovljenim injekcijama hCG-a. Dodatak
progesterona znacajno poboljSava ishod trudnoc¢e kod prijenosa svjezih i zamrznutih
embrija. Krioprezervacija embrija ukljuCuje metode poput sporog zamrzavanja i
vitrifikacije, koje sprje€avaju formiranje kristala leda i toksi¢nih koncentracija otopina.
U prirodnim i modificiranim prirodnim ciklusima FET-a (dodavanje progesterona moze
smanijiti kontraktilnost maternice, potaknuti imunoloske prilagodbe i poboljSati uvjete
za implantaciju embrija. Sve ove metode i postupci imaju za cilj poboljSanje stope
uspjeSnosti trudnoée, uz posebnu paznju na pravilno vrijeme i nacin primjene

progesterona kako bi se osigurao optimalan ishod prijenosa embrija.



Klju¢ne rijeCi: progesteron, izvantjelesna oplodnja ( IVF), prijenos embrija



SUMMARY
Addition of progesterone during fresh and frozen embryo transfer
Author: Rahela Safari¢

Progesterone is a key hormone for transitioning the endometrium from the
proliferative to the secretory phase, which is vital for embryo implantation and the
maintenance of pregnancy. This hormone regulates the menstrual cycle, alters the
cervical mucus, and prevents uterine muscle contractions. Progesterone is produced
from cholesterol in the ovaries, adrenal glands, and brain, where cholesterol is
converted into pregnenolone and then into progesterone. Medically assisted
reproduction (MAR) includes methods such as ovulation induction, intrauterine
insemination (IUl), in vitro fertilization (IVF), intracytoplasmic sperm injection (ICSI),
frozen embryo transfer (FET), gamete donation, preimplantation genetic testing
(PGT), assisted hatching (AH), fertility preservation and surrogacy. After the embryos
have been cultivated, they are transferred into the uterus using a catheter. The
quality of the transfer can be enhanced by ensuring proper handling of the embryos
and minimizing exposure to unfavorable conditions. Following the embryo transfer,
it's essential to provide luteal phase support to maintain corpus luteum function and
facilitate successful implantation. This can be achieved through the administration of
progesterone or repeated hCG injections. Progesterone supplementation significantly
improves pregnancy outcomes in both fresh and frozen embryo transfers. Embryo
cryopreservation includes methods like slow freezing and vitrification, which prevent
the formation of ice crystals and toxic concentrations of solutions. In natural and
modified natural cycles of FET adding progesterone can reduce uterine contractility,
promote immunological adaptations, and improve conditions for embryo implantation.
All these methods and procedures aim to improve pregnancy success rates, with

special attention to the proper timing and method of progesterone administration to



ensure optimal embryo transfer outcomes.

Keywords: progesterone, in vitro fertilization (IVF), embryo transfer



1.Uvod

1.1.PROGESTERON

Reproduktivni hormon progesteron je steroidne grade i omogucuje prijelaz endometrija
iz proliferativne faze u sekretornu fazu. Tijekom implantacije olakSava ugnjezdenje
blastociste te nam je vazan pri uspjeSnom odrZzavanju trudnoce(1). Progesteron djeluje
antagonisticki u odnosu na estrogen pa ¢e tako progesteron zaustaviti mitoze u
endometriju, inhibirati aromatazu i sulfotransferazu(2). lako djeluje antagonistiCki u
odnosu na estrogen, u kontroli menstruacijskog ciklusa djeluje sinergisticki s
estrogenom radi poticanja skoka luteiniziraju¢eg hormona (LH) pri kraju folikularne
faze. Poznato je da je progesteron hormon kojeg luci Zuto tijelo (corpus luteum) u
jajniku nakon ovulacije. Medutim, manje koli€ine progesterona mogu se proizvesti i
prije ovulacije, a upravo taj predovulatorni skok moze igrati kljuénu ulogu u pripremi
maternice za mogucu trudnocéu. Predovulatorni skok progesterona ima ulogu u finom
podeSavanju vremena i intenziteta LH skoka, Sto je klju€ao za pokretanje ovulacije.
Dodatno, predovulatorni skok progesterona moze takoder utjecati na razine drugih
hormona ukljucenih u reproduktivni ciklus, poput estrogena, osiguravajuci skladnu
hormonalnu ravnoteZzu potrebnu za uspjeSnu ovulaciju i mogucu trudnocu. lako
predovulatorni skok progesterona nije toliko poznat ili istrazen kao postovulatorni
porast ovog hormona, sve viSe studija ukazuje na njegov znacaj u reproduktivhom
ciklusu. Njegova uloga u finom podeSavanju razliCitih aspekata reproduktivnog sustava
naglasava vaznost hormonske ravnoteze i koordinacije za uspjeSnu plodnost(2).
Izlu€ivanje vece koli€ine progesterona pri kraju folikularne faze dovest ¢e to inhibicije
LH i do povec¢anog lu€enja FSH(3). Uz kontrolu menstruacijskog ciklusa, zadaca
progesterona je mijenjanje cervikalnog faktora i inhibicijski u€inak na kontrakcije
miSica(2). 8 dana nakon preovulatornog skoka LH-a, dolazi do vrhunca lu€enja
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progesterona te se to vrijeme vrhunca poklapa s dvodnevnim prozorom za
implantacijom blastociste u endometrij. Kada dode do implantacije i trudnoce, uloga
progesterona je imunomodulatorna i vazodilatatorna koja je vazna zbog smanjenja
krvnog tlaka tijekom trudnoce i sprjeCavanja nastanka preeklampsije i hipertenzije u
trudnoci. Funkcija progesterona nije samo pripremanje maternice za implatanciju, ve¢
progesteron potiCe i razvoj reznjica i alveola dojke i pospjeSuje sekreciju sluznice u

jajovodu(4).

1.1.2. Sinteza progesterona

Progesteron je steroidni hormon koji se sintetizira u jajnicima, najveci dio iz kolesterola
koji dolazi iz krvi i maniji dio od acetil-koenzima A(4). Osim u jajnicima, progesteron se
sintetizira i u nadbubreznim Zlijezdama i u mozgu(5). Na pocetku sinteze steroidnih
hormona prvo se sintetiziraju progesteron i androgeni ( testosteron, androstendion). U

tijeku luteinske faze ovarijskog ciklusa stvara se znatno viSe progesterona nego $to se

moze razgraditi, pa se dio progesterona lu€i u krvni optok (4). Sama sinteza
progesterona je jednostavan proces koji se sastoji od 2 koraka. Prvi korak je
pretvaranje kolesterola u pregnenolon u mitohondrijima pomodu enzima Kkoji

razgraduje bocCni lanac kolesterola, poznatog i kao P450scc enzim. Drugi korak u

sintezi progesterona je pretvaranje pregnenolona u progesteron putem enzima 3f3-

hidroksisteroid dehidrogenaze (4).(slika 1).
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Slika 1. biosinteza progesterona iz kolesterola. Preuzeto od researchgate.net (6)

Metabolizam progesterona dogada se u jetri, a glavni produkt razgradnje je

pregnandiol te se u tom obliku izlu€i oko 10% izvornog progesterona mokracom(2,4).

1.2. Oplodnja

Oplodnja(fertilizacija) je zavrsni korak u slozenom procesu ulaska spermija u jajnu
stanicu. Kako bi do$lo do uspjeSne oplodnje, u zena se mora desiti ovulacija. Ovulacija
se dogada 36-38h nakon pocCetnog skoka LH. Par minuta nakon ovulacije, zrela jajna
stanica dospijeva u ampulu jajovoda i ostaje u metafazi Il mejoticke diobe sve dok ne
bude oplodena spermijem(2,7). Do oplodnje u jajne stanice moze doc¢i ve¢ nakon 6-8h
nakon ovulacije, dok su spermiji za oplodnju sposobni ¢ak 48-72h(2). Funkcionalno
sazrijevanje ili kapacitacija nuzni su procesi koji se moraju dogoditi prije nego sto
spermiji postanu sposobni za oplodnju(8). Kapacitacija spermija je proces koji ukljuuje
promjene neophodne za omoguéavanje spermijima da oplode jajnu stanicu, a

karakterizira je spremnost za akrosomsku reakciju, sposobnost vezivanja za zonu



pelucidu i povecana pokretljivost spermija(7). Druga promjena koja se mora dogoditi u
spermiju je akrosomska reakcija koja je nuzna za oplodnju i uklju€uje promjene lipida
i glikoproteina u stani€noj membrani spermija, $to dovodi do destabilizacije plazmatske
membrane i akrosomske membrane ispod nje. Kao rezultat, iz akrosoma se
oslobadaju enzimi poput hijaluronidaze, neuraminidaza-slicnog ¢imbenika, kumulus
dispergiraju¢eg enzima i proteaze akrosina(7). Oplodnja jajne stanice dogada se u
ampuli jednog od jajovoda, no kako bi dosSlo do uspjeSne oplodnje spermij mora
prodrijeti kroz coronu radiatu (viSe slojeva stanica granuloze) koja je s vanjske strane
pricvrS¢ena na jajnu stanicu(4). Zona pellucida je glikoproteinska ovojnica koja obavija
jajnu stanicu te ima dvije uloge koje su posebno bithe kod oplodnje. SadrZzava
receptore koji su specifiéni za vrstu i spreCava ulazak viSe spermija u jajnu stanicu
kako bi se sprijecila poliplodija(2). Nakon Sto spermij enzimatski razgradi zonu pelucidu
koja okruzuje samu jajnu stanicu, dolazi do odabira i ulaska samo jednog spermija u
citoplazmu jajne stanice(2,4) (slika 2.). Fuzijom gameta dolazi do nastavka ll.mejoticke
diobe koji se zavrSava za 2-3 sata i aktivaciju metabolizma jajne stanice(2). Tim
procesom nastaje zrela jajna stanica (Zenski pronukelus) i sekundarni polocit koji se
potom izbaci(2,4). Tijekom procesa oplodnje se mijenja se i spermij. Ulaskom u jajnu
stanicu, glava spermija nabubri i postane muski pronukleus te raspadanjem
pronuklearnih membrana nastaje zigota. Posljedniji stadij oplodnje zavrSava spajanjem

kromosoma (singamija) Od fuzije samih gameta do singamije potrebno 18-21 sati(2).
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Slika 2. Proces oplodnje. Preuzeto i prevedeno prema invitra.com (9)

1.2.1. Medicinski pomognuta oplodnja

Medicinski potpomognuta oplodnja (MPO) obuhvaca niz tehnika osmisljenih za pomoc¢
pojedincima i parovima koji imaju problema s neplodnoScu. Ove metode ukljucuju
razliCite razine intervencije i mogu se prilagoditi specificnim uzrocima neplodnosti.(2).
Prije zapoc€injanja MPO treba obraditi moguée uzroke neplodnosti para nizom
dijagnostickih i kliniCkih pretraga. Treba uzeti anamnezu te napraviti fizikalni pregled
Zene i muskarca. U pocetnoj obradi trazi se potvrda ovulacije i normalne anatomije
Zenskog reproduktivnog sustava kod Zene (10). Dijagnosticki testovi dokaza ovulacije
ukljuCuju mjerenje koncentracije LH te progesterona u serumu gdje vrijednosti iznad
4-6 ng/mL u luteinskoj fazi ukazuju na postojanje ovulacije. Radi iskljuCenja smanjene
ovarijske rezerve mjere se razine folikulostimulirajuceg hormona (FSH) i estradiola u
ranoj folikularnoj fazi i analiza AntiMuallerovog hormona (AMH). Za ispitivanje ovarijske
rezerve koristi se i odredivanje broja antralnih folikula ultrazvuénom pretragom (engl.
antral follicle account, AFC). Neplodnost kod musSkaraca procjenjuje se analizom

ejakulata tj. spermiograma, DNA fragmentacijom spermija, hormonskom obradom i



genetickim testiranjem(10). U metode medicinski potpomognute oplodnje ubrajaju se:
1. indukcija ovulacije; 2. Intrauterina inseminacija (1Ul); 3. In vitro fertilizacija (IVF); 4.
Intracitoplazmatska injekcija spermija (ICSl); 5. Donacija spermija ili jajnih stanica; 6.
Preinplantacijsko geneticko testiranje (PGT); 7. Pomognuto izlijeganje (engl. Assisted
hatching, AH); 8. OCuvanje plodnosti i 9. Surogatstvo. Indukcija ovulacije ukljuCuje
uporabu lijekova za poticanje folikulogeneze i u principu se koristi kod anovulatorne
neplodnosti. NajceSce koristeni lijekovi pri indukciji ovulacije su klomifen citrat, letrozol,
riede gonadotropini u niskim dozama. Intrauterina inseminacija odnosi se na postupak
pri kojem se prikupljeni, isprani i koncentrirani spermiji uz pomo¢ katetera ubacuju u
maternicu u vrijeme ovulacije. Naj¢es¢a indikacija za |Ul je nerazjasnjena neplodnost,
cervikalni ¢imbenik neplodnosti te blaza muSka neplodnosti. IVF je najpoznatija i
najrasirenija metoda MPO. U ovom se postupku najéesc¢e koriste gonadotropini radi
stimulacije ovulacije kako bi se u jednom ciklusu potakla videstruka folikulogeneza. U
vrijeme uobiCajeno potaknute ovulacije koristenjem humanog korionskog
gonadotropina (hCG) transvaginalno se pod kontrolom ultrazvuka aspiriraju jajne
stanice. Oplodnja dobivenih jajnih stanica vrsi se izvan tijela u laboratoriju. Dobiveni
embriji kultiviraju se da bi se potom prenijeli u maternicu Zene u postupku koji se naziva
embriotransfer (ET). U dana$nje vrijeme potiCe se ET jednog embrija kako bi se
izbjegao nastanak viSeplodnih trudnoca. Intracitoplazmatska injekcija spermija (ICSI)
poseban je oblik IVF-a koji se prvenstveno koristi za lijecenje teze muske neplodnosti.
U navedenom se postupku jedan spermij direktno ubrizgava u jajnu stanicu kao bi se
olasala oplodnja. Nastali embrij se zatim transferira u maternicu kao kod klasi¢nog IVF-
a. Embriotransfer prethodno zamrznutog embrija (FET) je postupak u kojem se embriji
dobiveni u ,svjezem® ciklusu pohranjuju (krioprezerviraju) za daljnje koristenje.

Donacija gameta — jajnih stanica ili spermija koristi se u slu¢ajevima kada jedan od



partnera ne moze proizvesti odrzive gamete. Donirani spermiji koriste se u kombinaciji
s IUlli IVF-om za postizanje trudnoce, dok se donirane jajne stanice koriste u postupku
IVF-a ili ICSI-a. Predinplantacijsko geneti¢ko testiranje (PGT) koristi se u kombinaciji
s IVF-om za pregled embrija na genetske poremecaje prije embriotransfera. Kod PGT-
a ucini se biopsija nekoliko stanica embrija na kojima se potom provodi genetska
analiza kako bi se identificirale eventualne abnormalnosti embrija. Pomognuto
izlijeganje (AH) je tehnika se ponekad koristi u IVF-u kako bi se pomoglo embriju da
se izlegne iz svoje vanjske ovojnice. OCuvanje plodnosti uklju€uje tehnike za oCuvanje
plodnosti kod osoba koje se podvrgavaju tretmanima koji bi mogli utjecati na njihovu
plodnost (npr. kemoterapija). Surogat maj€instvo je postupak u kojem surogat majka
nosi trudnoc¢u za drugu osobu ili par. Danas se gotovo iskljucivo koristi tzv. gestacijsko
surogatstvo u mojem surogat majka nosi embrij stvoren putem IVF-a koriste¢i gamete
namjeravanih roditelja i nema genetsku povezanost s djetetom. Rjede se koristi tzv.
tradicionalno surogatstvo kod kojeg je surogat majka inseminirana spermijima
namjeravanog oca i genetski je povezana s djetetom. Kao $to je ranije navedeno
naj¢esSc¢e koristena metoda medicinski potpomognute oplodnje je IVF. Dakle, IVF je
metoda gdje se oocite iz prethodno stimuliranih jajnika uzimaju transvaginalno pod
kontrolom ultrazvuka i samim time se zaobilaze jajovodi u kojima se inaCe dogada in
vivo oplodnja(2,8). Prvi korak u ciklusu IVF-a je stimulacije ovulacije. Postoji vise
protokola koji se koriste pri tom koraku. Protokoli stimulacije jajnika za IVF dizajnirani
su da potaknu jajnike na stvaranje vise folikula u jednom menstrualnom ciklusu. Izbor
protokola ovisi o razli¢itim ¢imbenicima, uklju€ujuci dob pacijentice, rezervu jajnika i

odgovor na prethodnu stimulaciju.



Dugi GnRH agonisticki protokol jedan je od naj¢eSc¢e koristenih protokola. Pocinje
fazom supresije u srednjoj lutealnoj fazi prethodnog ciklusa koriStenjem GnRH
agonista kao Sto je primjerice leuprolid acetat kako bi se inhibirali endogeni
gonadotropini hipofize, spreCavajuci prijevremenu ovulaciju. Nakon potvrde supresije,
gonadotropini (FSH ili kombinacija FSH i LH) se primjenjuju u dozama individualno
odredenim za svaku pacijenticu uobiCajeno temeljem vrijednosti AMH ili AFC.
Praéenje rasta folikula vrSi se serijskim ultrazvu¢nim pretragama, ali i odredivanjem
vrijednosti estrogena u serumu. Humani korionski gonadotropin (hCG) ili GnRH
agonist koristi se kada folikuli dosegnu odgovarajucu veli€inu za poticanje konacnog
sazrijevanja oocita. Prikupljanje (aspiracija) oocita provodi se 34-36 sati nakon
poticanja ovulacije. GnRH antagonisticki protokol u danasnje je vrijeme popularniji od
dugog GnRH agonisti¢kog protokola zbog kraceg trajanja i nizeg rizika od nastanka
sindroma hiperstimulacije jajnika (OHSS). Gonadotropini se poc€inju primjenjivati 2. ili
3. dana menstrualnog ciklusa, a GnRH antagonisti poput cetrorelix-a ili ganirelix-a
dodaju se obi¢no oko 6. dana kako bi se sprije€ila prijevremena ovulacija. Kao i kod
dugog GnRH agonisti¢kog protokola folikulogeneza se prati hormonskim i ultrazvucnim
pretragama. hCG ili GnRH agonist koriste se za konano sazrijevanje oocita, a
aspiracija se provodi se 34-36 sati nakon poticanja ovulacije. Mikrodozni flare protokol
Cesto se koristi kod pacijentica s loSim odgovorom jajnika ili smanjenom rezervom
jajnika. Mala doza GnRH agonista pocinje se primjenjivati 2. dana ciklusa kako bi se
potaknulo pocetni skok u oslobadanju gonadotropina iz hipofize. Gonadotropini se
poCinju dodavati ubrzo nakon pocetka primjene GnRH agonista. Pracenje rasta
folikula, konaéno sazrijevanje ako i aspiracija oocita vrSi se na prethodno spomenut
nacin. IVF s prirodnim ciklusom uklju€uje minimalnu ili nikakvu stimulaciju. Prirodni

ciklus pacijentice prati se pomocu ultrazvuka i odredivanjem razine hormona. U nekim



sluCajevima moze se koristiti vrlo mala doza gonadotropina ili oralno primijenjenih
lijekova poput klomifen citrata. hCG se primjenjuje kada vodedi folikul dosegne
odgovarajucu veli€inu, a aspiracija oocita uskladena je s prirodnom ovulacijom, obi¢no
34-36 sati nakon poticaja ovulacije. Blagi protokoli stimulacije koriste nize doze lijekova
za poticanje ovulacije. Koriste se nize doze gonadotropina i ponekad oralno
primijenjeni lijekovi poput klomifen citrata ili letrozola. Stimulacija u lutealnoj fazi manje
je konvencionalan protokol gdje stimulacija poc€inje u lutealnoj fazi menstrualnog
ciklusa. Protokoli se Cesto prilagodavaju pojedinaénim pacijenticama na temelju
njihovih specificnih potreba i odgovora na prethodne tretmane. Svi protokoli nose rizik
od OHSS-3a, iako neki, poput antagonist protokola, imaju niZi rizik. Izbor protokola moze
utjecati na broj i kvalitetu prikupljenih jajasaca, $to zauzvrat utjeCe na uspjesnost IVF-
a. (10,11,12). Kao sto je prethodno navedeno, aspiracija jajnih stanica vrsi se otprilike
34-36 sati nakon pocetka sazrijevanja oocita injekcijom hCG. Kasnjenje izvan ovog
intervala nosi rizik od nastanka rupture folikula, odnosno ovulacije, dok preuranjena
aspiracija moze rezultirati dobivanjem veceg broja nezrelih oocita. Svaki folikul se
punktira pod kontrolom ultrazvuka, a folikularna tekucina se aspirira u zagrijanu sterilnu
epruvetu i odmah prenosi u embrioloski laboratorij. Jajna stanica mora zavrsiti svoju
prvu mejoticku diobu kako bi bila uspje$no oplodena(12,13). Drugi korak u ciklusu IVF-
a nam je sama in vitro oplodnja jajne stanice i spermija. Oplodnja jajne stanice postize
se ubacivanjem spermija kroz membranu jajne stanice izravno u citoplazmu u
postupku ICSI dok se jajna stanica inkubira s koli¢inom tekucine koja sadrZi priblizno
50,000 spermija u postku IVF(12,13). Nakon 24 sata provedenih u kulturi, jajne stanice
se pregledavaju. Ukoliko je doslo do oplodnje biti ¢e vidljiva dva pronukleusa (muski i
Zenski). U takvim se situacijama kultiviranje se nastavlja jo§ 24—48 sati, tijekom kojih

embriji dosezu Cetvorostani¢ni do osmostani¢ni stadij (slika 3.) te se njihova kvaliteta



provjerava mikroskopskom procjenom morfologije. U nekim se ustanovama prije
zadnjeg koraka u ciklusu IVF-a radi preimplantacijsko genetsko testiranje za
aneuploidiju (PGT-A). PGT-A je postupak koji se koristi radi provjere ima li embrij
normalan broj kromosoma prije nego $to se vrati u maternicu. Aneuploidija je stanje u
kojem stanica ima abnormalan broj kromosoma, Sto moZe dovesti do pobacaja,
neuspjele implantacije ili genetskih poremecaja kod potomstva. PGT-A omogucava
odabir embrija s najveé¢im potencijalom za uspjeSnu trudnoc¢u, smanjujuci rizik od
pobacaja i genetskih poremecaja. Ovaj postupak je posebno koristan za Zene starije
dobi, one s povijeScu ponavljajucih pobacaja, ili parove s poznatim kromosomskim
abnormalnostima(12). Zadnji korak u ciklusu IVF-a je transfer embrija. Nakon provjere
kvalitete embrija, obi¢no se odabere 1 ili 2 embrija za prijenos kako bi se sprijecila
mogucénost nastanka multiplih trudnoc¢a, dok se ostali embriji mogu krioprezervirati u
tekucem duSiku za kasniju upotrebu(12). Prijenos embrija izvodi se pomocu
fleksibilnog katetera za prijenos, u koji se embriji stave, suspendirani u 50 pl medija za
kulturu. Transcervikalni prijenos zahtijeva umetanje Cusco spekuluma, ciS¢enje
cerviksa radi uklanjanja viSka sluzi, te njezno umetanje katetera za prijenos do oko 1
cm ispod fundusa. Abdominalni ultrazvuk sve se viSe Koristi za pracenje poloZaja
katetera i moZe rezultirati poboljSanjem stopa trudnoée u usporedbi s kliniCkom
metodom palpacije. Nakon $to je kateter na mjestu, tekucina koja sadrzi embrije
ubrizgava se u materni¢nu Supljinu. Kvaliteta prijenosa embrija moze se poboljsati
.laganim® postupkom prijenosa(12,13). Nakon embriotransfera nuzno je primijeniti
lijekove koji podrzavaju lutealnu fazu. Naime, lutealna faza moze biti insuficijentna u
IVF ciklusima zbog nekoliko razloga povezanih s nacinom stimulacije jajnika i
aspiracijom oocita. Tijekom IVF ciklusa koriste se lijekovi poput agonista ili antagonista

GnRH kako bi se sprije€ila prijevremena ovulacija. Ovi lijekovi potiskuju prirodno
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izluCivanje LH, koji je klju€an za odrzavanje funkcije zutog tijela u lutealnoj fazi. Bez
dovoljno LH, Zuto tijelo stvara nedovoljno progesterona. Dodatno, u IVF ciklusu,
ovulacija je inducirana injekcijom hCG, Sto ne moze potpuno replicirati kompleksnu
hormonalnu podrSku prirodne ovulacije. Nadalje, sam postupak aspiracije jajnih
stanica dovodi do oSstecenja folkula $to moZe utjecati na sposobnost Zutog tijela da
proizvodi dovoljno progesterona. Svemu navedenom treba pribrojiti da stimulacija
jajnika Cesto dovodi do razvoja viSestrukih folikula koji proizvode visoke razine
estrogena. Ovaj povecani estrogen moze imati negativan povratni u€inak na hipofizu,
smanjujuci izlucivanje LH, Sto opet moze rezultirati insuficijentnom lutealnom fazom.
Neke Zene mogu imati inherentne probleme s funkcijom Zutog tijela, Sto moze biti
pogorsano lijekovima i postupcima koristenim u IVF ciklusu. Zbog ovih razloga,
podrska zutom tijelu potrebna je u IVF ciklusima. To se obi¢no postiZze dodavanjem
egzogenog progesterona (u obliku intramuskularnih ili subkutanih injekcija, vaginalnih
supozitorija ili oralnih tableta) nakon aspiracije oocita kako bi se osigurala adekvatna
razina progesterona i podrzala implantacija embrija te odrzavanje rane trudnoce.
Podrska Zutom tijelu moze se pruZziti i primjenom hCG-a, no takav pristup iako ne
pokazuje razliku u stopi trudnoéa u odnosu na primjenu progesterona, nosi veci rizik

nastanaka ovarijskog hiperstimulacijskog sindroma (OHSS)(12).
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Slika 3. 8-stani¢ni embrij. Preuzeto od Atlas.eshre.eu (14)

1.2.2.LIJEKOVI KOJI SE KORISTE ZA INDUKCIJU I STIMULACIJU OVULACIJE
1.2.2.1.Klomifen citrat

Lijek prvog izbora kod indukcije ovulacije je klomifen citrat, strukturno sliCan estrogenu
te djeluje na razini hipotalamickih estrogenskih receptora tako da smanjuje negativnu
povratnu spregu endogenih estrogena na luCenje  gonadotropin-oslobadajuéeg
hormona (GnRH) , a posljedi¢no time i na lu€enje gonadotropina LH | FSH koje ¢e biti
pojacano. Klomifen citrat se uobiajeno daje od 3. do 7. odnosno 5.do 9.dana ciklusa
u dozama od 50-100mg dnevno s ocekivanom ovulacijom od 6.do 9. dana nakon
posliedne doze klomifen citrata(2). Kod nekih Zena se moze javiti rezistencija na
klomifen citrat, no uz kombiniranu terapiju klomifen citrata s metforminom, egzogenim
humanim korionskim gonadotropinom (hCG) ili glukokortikoidima moze se postici

indukcija ovulacije. KoriStenje kombinirane terapije opravdava se u slu€aju nekoliko
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neuspjesnih ciklusa indukcije ovulacije s klomifen citratom ili na temelju anamneze i

laboratorijskih testova zene(11).

1.2.2.2. Inhibitori aromataze

U novije vrijeme, lijekovi anastrozol i letrozol, inhibitori aromataze, iako su registrirani
kao lijekovi za lijeCenje raka dojke u postmenopauzalnih Zena, sve se viSe Kkoriste i za
indukciju ovulacije na temelju njihovog poznatog mehanizma djelovanja. Inhibiranjem
enzima aromataze dolazi do smanjene sinteze estrogena $to potiCe negativnu
povratnu spregu i povecanu sekreciju GnRH Sto posljedi¢no uzrokuje i poveéanu
sekreciju LH | FSH. lako klomifen citrat i inhibitori aromataze dovode do povecane
sekrecije GnRH, zbog razli€itih mehanizama djelovanja dolazi i do razliCite kliniCke
vaznosti tih lijekova. Prednost inhibitora aromataze naspram klomifen citrata je da se
nakon prekida uzimanja inhibitora aromataze razine estrogena odmah povecaju i
dolazi do ve¢eg smanjenja FSH te to smanijuje vjerojatnost nastanka multiplih trudnoca

(16).

1.2.2.3. Egzogeni gonadotropini

Gonadotropini se ve¢ dugi niz godina Siroko koriste diliem svijeta za indukciju i
stimulaciju ovulacije. Za tu svrhu se primjenjuju tri glavna egzogena gonadotropina:
folikulostimuliraju¢i hormon (FSH), luteinizirajuéi hormon (LH) i humani korionski
gonadotropin (hCG). Trenutacno su ovi gonadotropini dostupni u formama dobivenim
iz urina (osim LH-a) i rekombinantnim formama. FSH (uz ili bez LH-a) koristi se za
poticanje rasta folikula, dok se hCG koristi za poticanje ovulacije zrelih folikula. Izbor

rezima lijeCenja gonadotropinima temelji se na vrsti ovulatorne disfunkcije kod

13



pacijentice i cilju lijeCenja. Indukcija i stimulacija jajnika primjenom gonadotropina
obi¢no se primjenjuje kod tri razli€ite skupine pacijentica: zene s anovulacijom iz WHO
grupe Il (pretezno kod sindroma policisticnih jajnika (PCOS)), Zene s
hipogonadotropnim hipogonadizmom (WHO grupa 1) i ovulatorne Zene koje se
podvrgavaju IVF-u. Optimalno bi bilo odabrati gonadotropin za poticanje ovulacije kod
Zena s PCOS-om koji ne sadrzi LH zbog poviSenih razina prirodnog LH-a kod tih Zena.
Ipak, i humani menopauzalni gonadotropin (hMG) i Cisti FSH pripravci su se pokazali
ucinkovitima u indukciji ovulacije kod ovih Zena. Gonadotropini se kod pacijentica sa
PCOS koriste u niskim dozama kako bi se smanjio rizik OHSS-a. Zene s
hipogonadotropnim hipogonadizmom (WHO grupa 1) imaju izrazito niske razine
endogenih gonadotropina te im za optimalan razvoj folikula i steroidogenezu trebaju
egzogeni FSH i LH. lako samo FSH moze izazvati razvoj folikula, navedeno je
povezano sa postizanjem suboptimalnim vrijednosti estragiola u cirkulacije i
posljedicnom nizom stopom trudnoca. Za uspjesnu rast i razvoj folikula potrebna je
mala koli¢ina ezgogenom LH-a, stoga se kod pacijentica s hipogonadotropnim
hipogonadizmom  preferira  dodavanje malih  koli€éina LH  primjenjenom

rekombinantnom FSH (17).

1.2.2.4. Stimulacije ovulacije pulsirajuéim GnRH

Primjena pulsiraju¢eg GnRH-a putem infuzijske pumpe ili subkutano, u dozama od 15
do 20 mg ili intravenski u dozama od 5 do 10 mg s intervalom od 60 do 90 minuta,
dokazala se kao sigurna, jednostavna i uc€inkovita terapija s mnogim prednostima u
usporedbi s terapijom gonadotropinima. Osobito je korisna za pacijente s idiopatskim
hipogonadotropnim hipogonadizmom i amenorejom povezanom s gubitkom tjelesne

teZine. Pulsirajuc¢i GnRH potic¢e prirodno oslobadanje FSH-a, Sto rezultira dogadajima
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karakteristicnim za normalni ovulacijski ciklus. Nakon ovulacije, primjena pumpe moze
se nastaviti tijekom lutealne faze ili prekinuti, uz pruzanje podrske lutealnoj fazi.
Usporedba s terapijom gonadotropinima pokazuje da terapija pulsiraju¢cim GnRH-om
zahtijeva manje pracenja, a rezultira znacajno ve¢om stopom monoovulacije. Stoga su
stope viSestrukih trudnoca vrlo niske, a teSki OHSS gotovo se ne javlja(18). Praéenje
terapije i prilagodba doze temelji se na redovitim mjerenjem FSH, LH, estradiola i
progesterona, te uz redovitu intravaginalnu ultrazvuénu pretragu. Ovulacija se
definirana rupturom dominantnog folikula uz kontinuirano povecanje razine
progesterona u serumu. Nakon utvrdene ovulacije uklanja se pumpa, a pacijenticama
se zapocinje s primjenom terapije za podrsku lutealnoj fazi(19). Nuspojave povezane
s GnRH pumpom su obi¢no minimalne i uglavhom se odnose na lokalnu iritaciju na
mjestu uboda igle. Rjede se vida tromboflebitis nakon intravenske primjene.
Pulsiraju¢a GnRH terapija danas se rijetko koristi zbog manje praktiCnosti temeljene
na potrebi za nosSenjem infuzijske pumpe i redovitih medicinskih pregleda za
prilagodbu terapije. Takoder, terapija moze biti skuplja i zahtijeva strogo medicinsko
nadziranje kako bi se osigurala ispravna primjena i pracenje odgovora na lijecenje (18).
lako je ova metoda poticanja ovulacije vrlo uspjeSan u lijeCenju hipotalamicke
anovulatorne neplodnosti, jedinstvena sposobnost pulsirajuéeg GnRH-a da obi¢no
dovodi do razvoja samo jednog dominantnog folikula €ini ga neadekvatnim za

koriStenje u postupcima in vitro fertilizacije(20).

1.2.2.5. GnRH analozi

GnRH analozi koji se koriste u indukciji ovulacije su GnRH agonisti i GhRH antagonisti.
Klju¢an dio stimulacije ovulacije u postupku IVF/ICSI uklju€uje primjenu dodatnih

lijekova kako bi se sprijeCila prijevremena luteinizacija. Dva pristupa ovom problemu
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su smanjenje osjetljivosti hipofize dugotrajpom svakodnevnom primjenom agonista

GnRH ili trenutna blokada sekrecije LH hipofize pomocu antagonista GnRH-a (21) .

GnRH agonisti djeluju tako Sto inicijalno stimuliraju izlu€ivanje gonadotropina (LH i
FSH) iz hipofize, ali nakon nekoliko dana kontinuirane primjene, dovode do
desenzitizacije receptora na GnRH u hipofizi. To rezultira smanjenjem izlu€ivanja LH i
FSH, ¢ime se kontrolira prirodni ovulacijski ciklus.U IVF protokolima, GnRH agonisti
se koriste na dva glavna nacina u tzv. u dugom ili kratkom protokolu. U dugom
protokolu GnRH agonist se zapoc€inje koristiti u lutealnoj fazi prethodnog ciklusa
(otprilike 7-10 dana prije oCekivane menstruacije) i nastavlja se do pocetka stimulacije
jajnika gonadotropinima. Ovaj pristup omogucuje potpunu supresiju prirodnog ciklusa,
C¢ime se osigurava bolja kontrola stimulacije jajnika. U kratkom protokolu, GnRH
agonist se zapocinje koristiti na poCetku menstrualnog ciklusa i koristi se zajedno s
gonadotropinima za stimulaciju jajnika. Ovaj pristup smanjuje ukupno trajanje lije€enja
i moZze biti korisniji za Zene s odredenim indikacijama, poput onih sa niskom ovarijskom
rezervom. GnRH antagonisti djeluju tako §to odmah blokiraju GnRH receptore u
hipofizi, Cime se brzo smanijuje izlu€ivanje LH i FSH. Ovo omogucéuje brzu kontrolu nad
hormonskim ciklusom bez po&etnog povecéanja gonadotropina koje se javlja kod GnRH
agonista. U antagonisticCkom protokolu stimulacija jajnika zapocinje gonadotropinima,
a GnRH antagonist se dodaje nekoliko dana kasnije (obi¢no na 5. ili 6. dan stimulacije)
kako bi se sprijeCio preuranjeni LH skok i ovulacija. Ovaj protokol ima nekoliko
prednosti poput kraceg trajanja lijeCenja i manjeg rizika OHSS-a te vece fleksibilnosti
u lijecenju. Odabir izmedu GnRH agonista i antagonista u IVF protokolu ovisi o
individualnim karakteristikama pacijentice, povijesti lijje€enja, odgovoru na prethodne
stimulacije, te preferencijama lije€nika i pacijentice. Oba pristupa imaju svoje prednosti

i mogu biti u€inkoviti u postizanju uspjeSne trudnoce (22).
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2.D0DAVANJE PROGESTERONA TIJEKOM PRIJENOSA SVJEZIH |

ZAMRZNUTIH EMBRIJA

2.1. Prijenos embirija

Nakon pocetnih uspjeha u postizanju trudnoc¢a putem IVF-a prije gotovo tri desetljeca,
mnoge sastavnice ovog procesa su evoluirale, dok je tehnika prijenosa embrija ostala
gotovo nepromijenjena. lako je kljuCna za uspjeh IVF-a, tehnika prijenosa embrija
Cesto je bila zapostavljena. Danas je jasno prepoznato da loSa kvaliteta embrija ili
nepovoljni uvjeti maternice mogu utjecati na uspjeh implantacije, Sto Cini tehniku
prijenosa od vitalne vaznosti za uspjeh postupka. Glavni cilj uspjeSnog prijenosa
embrija je precizno smjeStanje u maternicu na mijesto gdje je implantacija
najvjerojatnija. Potencijalni uzroci neuspjelog prijenosa ukljuéuju oStecenje
endometrija tijekom uvodenja katetera, poticanje kontrakcija maternice, nepravilno
polijeganje embrija te prisutnost krvi, sluzi ili bakterijske kontaminacije na vrhu
katetera, kao i izostanak otpustanja embrija(23,24). lako je subjektivna, "tezina"
prijenosa embrija Cesto se koristi kako bi opisala prijenose koji su dugotrajni,
zahtijevaju upotrebu ¢&vrS¢eg katetera, uzrokuju nelagodu ili ukljuCuju dodatne
instrumente poput tenakula. Glavni razlozi za teSke prijenose ukljuCuju stenozu
cerviksa ili znaCajne promjene u polozaju maternice. Odredeni pristupi, poput
izvodenja probnog prijenosa, koriStenja ultrazvuc¢nog vodenja ili upotrebe mekanog
katetera, mogu olak$ati prijenos embrija(23). Prije poletka postupka IVF-a, mogu se
izvesti probni prijenosi kako bi se provjerila prikladnost maternicne Supljine i
cervikalnog kanala za sam prijenos embrija. Ovi probni prijenosi mogu se obaviti prije
poCetka stimulacije jajnika ili neposredno prije samog prijenosa embrija. U nekim IVF
centrima, probni se prijenosi mogu obaviti u oba ova trenutka. Rezultati probnog

prijenosa mogu pruziti korisne informacije koje mogu potaknuti klini¢ara na dodatne
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mjere opreza prije samog prijenosa embrija. Primjerice, ukoliko probni prijenos pokaze
da je cerviks previSe suzen za prolazak katetera, mozZe se planirati dilatacija cerviksa
prije samog prijenosa embrija. Dokazi sugeriraju da takva dilatacija, provedena
nekoliko tjedana prije prijenosa embrija, moze poboljSati Sanse za uspjeSnu
implantaciju embrija. Stoga se preporucuje redovito provodenje probnih prijenosa 1 do
2 mjeseca prije pocCetka ciklusa IVF-a. U proslosti se za vodenje postavljanja
transfernog katetera koristio "kliniCki dodir", gdje se kateter postavlja na udaljenost od
oko ~10 mm od fundusa maternice prije ubrizgavanja embrija. Ova metoda oslanja se
na taktiCka osjetila kliniCara kako bi procijenio ispravan polozaj katetera. Danas se
uveliko koristi postavljanje katetera pod kontrolom ultrazvuka ¢ime se olakSava
identifikacija provodenja istog kroz cervikalni kanal i endometrijsku Supljinu, Sto dovodi
do smanjenja trauma endometrija i omogucuje preciznija polijeganje embrija u Supljinu
maternice. Ultrazvuk je posebno koristan u sluajevima deformacija maternice
uzrokovane miomima ili u slu€ajevima postojanja ozZiljaka od prethodnih carskih
rezova, gdje se kateter mozZe zapeti ili biti pogreSno usmjeren. Direktna vizualizacija
katetera u cervikouterinom kutu olak§ava umetanje, omogudujudi lije€niku postavljanje
odgovarajuce zakrivljenosti, Sto je osobito korisno u izrazito savijenim maternicama
(slika 4). Takoder, puni mjehur, potreban za pregled abdominalnim ultrazvukom,
pomaze ispravljanju cervikouterinog kuta i olakSava ulazak katetera, posebice kod
maternica koje leze u izraZzenoj ante ili retroverziji(23,24). UobiCajeno je postaviti vrh
katetera 5—-10 mm udaljeno od fundusa maternice, no nedavna istraZivanja ukazuju na
postizanje veée stope trudnocéa ukoliko se vrh katetera postavi na vecu udaljenost od
fundusa (15-20 mm). Neki struénjaci predlazu da bi idealno mjesto za postavljanje
embrija trebalo uzeti u obzir duljinu materni¢ne Supljine umjesto fiksne udaljenosti od

fundusa. Takoder, vazno je minimizirati vremenski interval izmedu smjesStanja embrija
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u kateter i njihovog polaganja u maternicu jer embriji mogu biti osjetljivi na promjene
temperature, svjetlost ili druge Cimbenike u kateteru. Dulji vremenski interval moze

smanijiti uspjeSnost implantacije, a interval viSe od 120 sekundi moze rezultirati loSom

prognozom(23,25).

Slika 4. Slikovni prikaz prijenosa embrija. Preuzeto od Gyne-invitro.ch(26)

2.2. Krioprezervacija embrija

Krioprezervacija embrija postaje neophodna u slu€ajevima kada se planirani prijenos
embrija otkaze zbog razliCitih rizika kao Sto su hiperstimulacija jajnika, krvarenje
endometrija ili poviSene razine serumskog progesterona na dan okidanja ovulacije
(27). Osnovni princip krioprezervacije je odrzavanje vitalnosti stanica u stanju
mirovanja putem povecanja viskoznosti kako unutar tako i izvan stanica, na razini gdje
su svi difuzijski i kemijski procesi suspendirani. Glavni izazov u krioprezervaciji embrija
je sprijeciti formiranje kristala leda i toksi¢nih koncentracija otopina, koji su glavni uzroci

propadanja stanica tijekom procesa zamrzavanja, uz odrzavanje funkcionalnosti

19



unutarstanicnih organela i oCuvanje vitalnosti embrija. KoriStenje krioprotektivnih tvari
olakSava dehidraciju stanica. Krioprotektivne tvari se mogu podijeliti u dvije glavne
kategorije: 1) permeabilne krioprotektivne tvari (propilen glikol, dimetil sulfoksid,
glicerol i etilen glikol) i 2) nepermeabilne krioprotektivne tvari (saharoza, trehaloza,
glukoza, amid, fikol, proteini i lipoproteini). Permeabilne krioprotektivne tvari
djelomiéno zamjenjuju vodu unutar stanica putem osmotskog gradijenta, dok
nepropusne krioprotektivne tvari povecavaju osmolarnost izvan stanica, stvarajuci
osmotski gradijent preko membrane koji podrzava dehidraciju stanica prije
zamrzavanja(27,28). Metode koje se koriste tijekom krioprezervacije su metoda sporog
zamrzavanja i vitrifikacija. Sporo zamrzivanje do nedavno je bio naj¢es¢i nacin
krioprezervacije embrija, no danas je metoda vitrifikacije preuzela primat(28). Prije
postupka  sporog zamrzavanja, embriji se dehidriraju koristenjem mjeSavine
permeabilnih i nepermeabilnih krioprotektivnih tvari tijekom 10 minuta(27). PoCetna
otopina za zamrzavanje embrija hladi se s sobne temperature brzinom od 1-3 °C/min
do blago pothladenog stanja izmedu -5 i -7 °C. Nakon toga, embriji se hlade na -180
°C brzinom od 40 °C/min prije uranjanja u tekuéi duSik. Neki protokoli preskacu
konaénu fazu hladenja i embriji se odmah uranjaju u teku¢i dusik ¢im dosegnu
temperature ispod -30 °C(29). Druga metoda krioprezervacije embrija je vitrifikacija.
Sliéno sporom zamrzavanju, dehidracija stanica postiZze se pomoc¢u permeabilnih
krioprotektivnih tvari. Medutim, za razliku od sporog hladenja, vitrifikacija ne pokusava
odrzavati ravnotezu s obje strane stanicne membrane. Vrijeme za dehidraciju je kratko,
koncentracija krioprotektivnih tvari je visa, a brzina hladenja znatno ve¢a. Kod metode
vitrifikacije primjenjuje se ultrabrzo hladenje kako bi se tekucina transformirala u
staklasto stanje povecanjem viskoznosti, Sto smanjuje vrijeme izloZzenosti uzorka

temperaturama koje mogu uzrokovati o$tecenja i stvaranje ledenih kristala. Protokoli
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za vitrifikaciju embrija su jednostavniji od onih za sporo zamrzavanje i ne zahtijevaju
zamrziva¢ s kontroliranom brzinom hladenja ili drugu skupu opremu. Permeabilne
krioprotektivne tvari primjenjuju se u dva koraka: najprije se embriji izlazu 50% konac¢ne
koncentracije krioprotektivnih tvari tijekom 5 do 15 minuta, Sto omogucuje izlazak
unutarstanicne vode i ulazak krioprotektivnih tvari te uspostavljanje ravnoteze. Nakon
toga, embriji se izlaZzu kona¢noj 30 do 40% otopini krioprotektivnih tvari na minimalno
vrijeme (manje od 60 sekundi) potrebno za smanjenje volumena stanice. Embriji se
zatim uranjaju u tekuci dusik i, ovisno o nosacu, volumenu uzorka i sastavu otopine,
hlade se brzinom od 2,5 do 30 x 10 °C/min(30). Vitrifikacija je sve popularnija u odnosu
na sporo zamrzavanje jer stanice bolje preZivljavaju nakon odmrzavanja. Osnovni
eksperimenti pokazuju manje oStecenja stanica tijekom vitrifikacije te ova tehnika
donosi znacajno poboljSanje stopa prezivljavanja, oplodnje, razvoja embrija te
postizanja klini¢kih trudno¢a u usporedbi sa sporijim postupkom zamrzavanja i
odmrzavanja(31). lako je vitrifikacija op¢enito sigurna i ucinkovita, postoje odredeni
rizici i izazovi povezani s ovim postupkom. Jedan od rizika je osteéenje embrija tijekom
procesa zamrzavanja i odmrzavanja. lako su moderni postupci vitrifikacije smanijili ovaj
rizik, moguénost ostecenja stanica embrija i dalje postoji. Takoder, neki embriji mozda
nece prezivjeti proces zamrzavanja i odmrzavanja, $to mozZe smanijiti broj dostupnih
embrija za transfer. Postoji i moguénost formiranja ledenih kristala, koji mogu oStetiti
stani¢ne strukture embrija ako proces zamrzavanja nije pravilno izveden. lako je rizik
minimalan, postoji mogucénost kontaminacije tijekom procesa vitrifikacije ili skladistenja
u tekuéem dusiku. UspjesSnost vitrifikacije moze varirati ovisno o iskustvu i struénosti
osoblja te kvaliteti laboratorijske opreme i protokola. Tro$kovi vitrifikacije i skladiStenja
embrija takoder mogu biti zna€ajni za pacijente. lako rijetko, mogu se pojaviti genetske

ili epigenetske promjene kao rezultat procesa zamrzavanja i odmrzavanja. Unato¢
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ovim rizicima, vitrifikacija embrija smatra se vrlo sigurnom i uspjeSnom metodom za
oCuvanje plodnosti i povecanje Sansi za trudnoc¢u u buducnosti. KoriStenje moderne
tehnologije i paZljivo pracenje postupaka mozZe minimizirati vecinu potencijalnih

rizika(32).

2.3. Potpora lutealne faze

U prirodnom ciklusu, dominantni folikul proizvodi sve vece koliCine estradiola, sto
pokrece porast LH. Prije nego Sto LH dosegne svoj vrhunac, povecava se amplituda i
uCestalost njegovog pulsiranja, $to naposljetku vodi do LH porasta koji uzrokuje
nastavak mejoze oocita, luteinizaciju granuloznih stanica, ovulaciju i poCetak razvoja
Zutog tijela. Granulozne stanice i teka stanice tada proizvode do 40 mg progesterona
dnevno, zajedno sa znacajnim koli¢inama androgena i estradiola. Progesteron inducira
sekretornu transformaciju endometrija, c¢ine¢i ga spremnim za implantaciju.
Endometrijska receptivhost ovisi o trajanju izloZzenosti progesteronu nakon $to
odgovarajuce izloZzenosti estadiolu, $to je kljuéno za interakciju trofoblasta i
endometrija. Za razliku od prirodnog ciklusa, gdje obi¢no postoji jedan dominantni
folikul, cilj stimulacije jajnika u postupcima pomognute oplodnje je razvoj visSe folikula
kako bi se povecale Sanse za trudnocu. ViSestruki rast folikula postize se primjenom
egzogenih gonadotropina, Sto dovodi do vrlo visokih razina estradiola i progesterona,
ne samo u folikularnoj fazi, ve¢ i u ranoj lutealnoj fazi. PoviSene razine hormona
inhibiraju lu€enje LH iz hipofize putem negativhe povratne sprege, Sto rezultira
nedovoljno funkcionalnom lutealnom fazom kod gotovo svih pacijentica. Za
kompenzaciju nedostatka lutealne faze nakon stimulacije jajnika i odrzavanje

sekretornog endometrija, klju¢no je osigurati odgovarajucu potporu lutealne faze, sto
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je nuzno nakon stimulacije jajnika(33). 1ako su i dodatna primjena progesterona i hCG-
a doveli do slicnih stopa klinickih trudnoca, primjena hCG-a povezana je s veéim
rizikom nastanka OHSS-a. Stoga se za potporu lutealne faze uglavnom Kkoristi
primjena progesterona. Prediktor za defekt lutealne faze je razina serumskog
progesterona. Ukoliko je razina serumskog progesterona u sredini lutealne faze ispod
10 ng/mL, to ukazuje na moguéi defekt lutealne faze(34). Pokazano je da se
odgovarajuca podrSka lutealnoj fazi moze posti¢i i koristenjem intramuskularnih
injekcija progesterona od 100 mg dnevno i primjenom vaginalnog mikroniziranog
progesterona u dozama od 300 do 600 mg dnevno. lako su vaginalni pripravci i
intramuskularne injekcije progesterona jednako ucinkoviti u podrsci lutealne faze,
preferira se upotreba vaginalnih pripravaka zbog ozbiljnih nuspojava povezanih s
intramuskularnim  injekcijama  progesteronom.  Medutim, oralna primjena
mikroniziranog progesterona nije pokazala efikasnost u izazivanju sekretornih

promjena na endometriju(35).

2.4. Prijenos zamrznutih embrija

Nakon Sto su embriji krioprezervirani, slijedi transfer zamrznutih embrija (engl. frozen
embryo transfer-FET). Vitrifikacija embrija uz kasnije odmrzavanje u ciklusu FET-a
donosi niz prednosti, ukljuCujuci postizanje prirodnijeg okruzenja na razini endometrija
bez utjecaja prekomjernih razina steroidnih hormona sto je vidljivo u ,svjezem® ciklusu.
Odredivanje optimalnog vremena za FET kao i koriStenje optimalne metode pripreme
endometrija i podrSke lutealnoj fazi smatraju se kljuénim aspektima za postizanje
uspjeha, odnosno trudnoce. Klju€na je prisutnost zutog tijela u trenutku FET-a, jer

osigurava pulsirajucu proizvodnju progesterona i pruza lu€enje odredenih endogenih
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molekula, kao Sto je relaksin. U programiranim ciklusima FET-a, gdje Zuto tijelo
nedostaje, oCekuje se drugacija hormonalna i endometrijska dinamika, $to zahtijeva
specificnu podrSku steroidima kako bi se osigurao uspjeSan proces implantacije. Stoga
je vazno pravilno pripremiti endometrij i osigurati optimalnu podrsku lutealne faze kako
bi se postigao uspjeh u ciklusima FET-a. Trenutni protokoli pripreme endometrija mogu
se podijeliti na prirodne i modificirane prirodne cikluse FET-a, gdje je prisutno

endogeno Zuto tijelo, te programirane cikluse, gdje endogeno Zuto tijelo nedostaje(36).

2.4.1. Prirodni i modificirani prirodni ciklus FET-a

Odredivanje vremena odmrzavanija i transfera embrija obi¢no se temelji na prirodnom
porastu LH ili poticanju ovulacije. Ovaj pristup pripreme endometrija primjenjuje se
samo kod osoba s redovitim ovulacijskim ciklusima. Glavni cilj pravog prirodnog ciklusa
je postici preciznu sinkronizaciju endometrija i embrija za implantaciju putem prirodnog
razvoja folikula, bez upotrebe hormonske terapije, te obaviti transfer embrija unutar
fizioloSkog prozora za implantaciju. Unutar prirodnog ciklusa, vazno je pratiti prirodni
porast LH tijekom razvoja folikula i redovito kontrolirati razine LH i progesterona. Kada
folikul dosegne veli€inu od 17 mm ili viSe, potrebno je ¢eS¢e pratiti znakove ovulacije.
Nakon zabiljeZzenog porasta LH, vrijeme transfera embrija prilagodava se embiriju,
uzimajuéi u obzir moguénost ovulacije unutar 24 do 56 sati, obi¢no unutar 24 sata
nakon porasta LH. Ukratko, ako je debljina endometrija ve¢a od 7 mm, a promjer
dominantnog folikula prelazi 17 mm, nakon prirodnog porasta LH moguce je izvesti
transfer embrija treCeg dana za embrije u ranom stadiju razvoja, ili petog dana za
embrije u stadiju blastociste(36). U prirodnim ciklusima ovulacije, postoji uvjerenje da
Zuto tijelo koje se razvija prirodno podrzava proces implantacije embrija, dok je pravi

nedostatak lutealne faze izuzetno rijedak. Medutim, podrska lutealnoj fazi u prirodnim
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ciklusima zamrznutih embrija Cesta je praksa u mnogim klinikama diljem svijeta(37).
Dok se nedostatak lutealne faze prijavljuje u oko 8% prirodnih ciklusa, neki istrazivaci
navode vele stope ZzZivorodenja kod pacijenata koji primaju vaginalne kapsule
progesterona nakon prirodnog porasta LH, dok drugi ne vide korist od lutealne podrske
u prirodnim ciklusima. Nove studije su pokazale da postoji znatna varijabilnost u
trajanju menstrualnog ciklusa, ukljuCujuéi i nepravilnosti u duljini lutealne faze.
Navedeno moze imati utjecaj na preciznost dijagnoze ovulacije i planiranje trenutka
prijenosa embrija. Podrska lutealnoj fazi moze biti korisna u slu¢ajevima kada postoji
asinkronija embrija i endometrija, bilo zbog prirodnih varijacija ili zbog netoCnih
interpretacija laboratorijskih rezultata(37). Glavna razlika u modificiranom prirodnom
ciklusu je stimulacija ovulacije LH-om ili hCG-om, uz uvjete debljine endometrija,
promjera dominantnog folikula i razine progesterona u serumu. Planiranje transfera
embrija pretpostavlja potaknutu ovulaciju unutar 36 do 48 sati nakon stimulacije.
Dugotrajni u€inak hCG-a koji se koristi za poticanje ovulacije Cini se da pruza odredenu
podrsku lutealnoj fazi, zbog ¢ega postoji konsenzus da dodatna podrska lutealnoj fazi

nije potrebna u modificiranim prirodnim ciklusima(36).

2.4.2. Dodavanje progesterona tijekom prirodnog i modificiranog prirodnog FET

ciklusa

Dodatna korist podrSke lutealnoj fazi prije prijenosa embrija moze biti smanjenje
kontraktilnosti maternice. Poveana ucestalost subendometrijskih kontrakcija tijekom
prijenosa embrija, bez obzira jesu li spontane ili izazvane traumati¢nim ili teSkim
embriotransferom, povezana je s manjom stopom trudnocée. Progesteron djeluje na
smanjenje kontraktilnosti maternice i valne aktivhosti subendometrija. Stoga,

pojaCavanje izloZenosti progesteronu u nacelu moze poboljSati ishod postupka.
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Konacno, progesteron posreduje u nizu imunoloskih prilagodbi koje potiCu odrzavanje
trudnoce. PotiCe Th2-dominantno citokinsko okruzenje istovremeno suzbijajuci upalne
imunoloSke odgovore, Sto se dogada i na sistemskoj i lokalnoj razini.
Imunomodulatorni ucinci progesterona na endometrij sugerirani su kao podrsSka
implantaciji embrija i odrzavanju trudnoée poglavito kod pacijentica sa ponovljenoim
gubitkom trudnoce. Preporuc€eni poCetak primjene podrske lutealnoj fazi varira ovisno
o vrsti FET ciklusa. Za "prave® prirodne cikluse, neki stru€njaci sugeriraju poCetak
podrske lutealnoj fazi prvog dana nakon detekcije porasta LH, dok drugi preporucuju
poCetak primjene drugi ili treCi dan nakon LH porasta, ili €ak nakon samog prijenosa
embrija. Modificirani prirodni FET ciklus predstavlja naprednu tehniku koja je
prilagodenija pacijentima. U odnosu na prirodni FET ciklus modificirani prirodni FET
ciklus je fleksibilniji i traZi rjiedu primjenu ultrazvucnih i endokrinoloskih pretraga(38).U
modificiranim prirodnim FET ciklusima, uobi€ajeno je zapo€eti s primjenom podrske
lutealnoj fazi dva dana nakon primjene hCG-a. Navedene smjernice nisu temeljene na
usporedbama, ve¢ na pretpostavci da endometrij zahtijeva odredeno razdoblje
progesterona nakon ovulacije kako bi omogudio uspjeSnu implantaciju embrija.
Medutim, ne postoje sluzbene smjernice o primjeni podrske lutealnoj fazi u prirodnim
FET ciklusima objavljenih od strane Americkog drustva za reproduktivhu medicinu
(ASRM) ili Europskog drustva za humanu reprodukciju i embriologiju(ESHRE) te se
praksa primjene podrske lutealnoj fazi razlikuje medu klinikama (37). lako kod prirodnih
ciklusa FET-a postoji raznolikost misljenja medu klini¢arima oko opravdanosti primjene
podrske lutealnoj fazi, postoji viSe razloga koji objasnjavaju prednosti primjene
progesterona tijekom prirodnih FET ciklusa. Jedno od tih mogucih objasnjenja je da
odredeni broj neplodnih Zena ima insuficijenciju lutealne faze te bi mogle imati koristi

od primjene podrske lutealne faze, ¢ak i u prirodnim FET ciklusima. Takoder, primjena

26



hCG-a za poticanje ovulacije nakon Sto je ve¢ zapocCeo porast LH-a moze imati
negativan utjecaj na ishod ciklusa zbog pomicanja endometrijskog implantacijskog
prozora. Primjena progesterona kod podrSke lutealnoj fazi moze pomoci u
prevladavanju takvih izazova. Kada se usporeduju farmakodinamika progesterona u
nadomjesnim ciklusima i prirodnim ciklusima, primjetna razlika je u gubitku pulsacije i
postizanju relativno stabilnih visokih razina progesterona uz podrsku lutealne faze(39).
lako nema statistiCki znaCajne razlike u stopi trudnoce izmedu razli€itih metoda
primjene progesterona, vaginalna primjena se Ccini najprikladnijom metodom za
podrsku lutealnoj fazi. Pri vaginalnoj primjeni progesterona, osigurava se stabilna
koncentracija progesterona na razini endometrija Cak i kada su serumske razine
progesterona niske, C€ime se smanjuje rizik od sistemskih nuspojava(40).
Nadomjestanje progesteronom tijekom lutealne faze pokazuje korisne ucinke na ishod
trudnoce nakon transfera zametaka u modificiranim prirodnim ciklusima. Otkriveno je
da takva suplementacija znacajno smanjuje stopu pobacaja i povecava stopu
Zivorodenja u modificiranim prirodnim ciklusima, iako nije bilo znacajnih razlika u stopi
uspjednih trudnoéa ili stopi implantacije embrija izmedu skupine koja je primila
suplementaciju progesteronom i skupine koja nije. Ovo ukazuje na mogucéu
povezanost modificiranih prirodnih ciklusa transfera zametaka s nedostatkom lutealne
faze, pri Cemu nedostatak lutealne faze moZe doprinijeti nastanku vecée stope
pobacaja. U istrazivanju provedenom od strane Bjurestena i suradnika, primije¢eno je
znacajno povecanje stope zivorodenja nakon transfera zametaka u prirodnim
ciklusima uz suplementaciju progesteronom. lako je zabiljezena niza klinicka stopa
pobacaja u skupini koja je primila mikronizirani vaginalni progesteron u dozi od 400 mg

dva puta dnevno od dana transfera embrija, razlika nije bila statisticki znacajna(41).
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2.4.3. Programirani ciklus FET-a

Osnovna karakteristika programiranih ciklusa zamrznutog prijenosa embrija je imitacija
folikularne faze menstrualnog ciklusa koriStenjem estradiola, a potom progesterona
umjetno, bez stvaranja zutog tijela. Ova strategija korisna je za osobe s anovulatornim
ciklusima(36). Estrogen se prvo primjenjuje kako bi se potaknuo rast endometrija, a
zatim se dodaje progesteron za pripremu endometrija za prijenos embrija. U usporedbi
s drugim protokolima, programirani FET ciklus je prakti¢niji i fleksibilniji za pacijente i
lijeCnike jer omogucuje lakSe planiranje prijenosa embrija uz nizu stopu otkazivanja
ciklusa. Ipak, programirani FET ciklus moZe imati neke negativne strane, poput
potencijalnih Stetnih u€inaka zbog primjene egzogenog estrogena i nedostatka zutog
tijela. Estrogen se obi¢no zapocCinje primjenjivati unutar prva tri dana menstrualnog
ciklusa kako bi se pripremio endometrij. Estradiol se mozZe davati u fiksnoj dozi ili
prema rezimu postupnog povecavanja. Fiksna doza sprjeCava rast folikula i ovulaciju,
dok rezimi postupnog povecavanja omogucuju fizioloSki porast razine estradiola.
Fiksna doza iznosi 6 mg dnevno, pocCevsi od prvog, drugog ili treCeg dana ciklusa. U
rezimu postupnog povecavanja, doza estradiola najceSce zapocinje s 2 mg dnevno
tijekom prvog tjedna, zatim se povecava na 4 mg dnevno tijekom sljedecih pet dana,
te se na kraju povecava na 6 mg dnevno do dana prijenosa embrija. Bitno je pravilno
odabrati trenutak za primjenu progesterona kako bi se osiguralo odgovarajuce
pripremanje endometrija i uskladivanje s prijenosom embrija u programiranom FET
ciklusu. Koristenjem razliCitih tehnika za procjenu receptivnosti endometrija, mogu se
odrediti pokazatelji koji ukazuju na prikladno razdoblje za implantaciju. Transvaginalni
ultrazvuk se Cesto koristi kao neinvazivha metoda za procjenu receptivnosti
endometrija. Kada se potvrde odgovaraju¢a debljina endometrija, zapocCinje se s

primjenom progesterona, a termin za prijenos embrija planira se sukladno tome. Kod
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pacijenata koji prolaze kroz programirani FET ciklus, pravilna primjena nadomjesne
terapije progesteronom kljucna je za postizanje uspjeSne trudnoce. Postoje razliciti
putovi primjene progesterona, kao $to su oralna, intramuskularna i vaginalna primjena
(supozitoriji ili gelovi). Svaki put ima svoje prednosti i nedostatke, ukljuCujuci
prakti¢nost, udobnost pacijenta i brzinu apsorpcije. Takoder, dostupni su razli€iti oblici
primjene progesterona, poput mikroniziranih kapsula, tableta, supozitorija i bio-ljepljivih
gelova, koji mogu podrzati receptivhost endometrija. Medu razliitim putovima
primjene progesterona, vaginalna primjena je najceS¢a(38). Vazno je zapoceti
suplementaciju progesteronom tek kada je debljina endometrija veéa od 7 mm, a
razina progesterona u serumu manja od 1,5 ng/ml. Buduéi da sekretorne promjene
nastupaju nakon ovog koraka, vrijeme odmrzavanja i prijenosa zamrznutog embrija bit
¢e odredeno prema trenutku primjene progesterona. Programirani ciklusi zamrznutog
prijenosa embrija pokazuju slicne stope trudnoce i spontanih pobacaja kao i prirodni ili

modificirani prirodni ciklusi zamrznutog prijenosa embrija(36).

2.5. Dodavanje progesterona tijekom prijenosa svjezih embrija

Razlike izmedu transfera svjezih i zamrznutih embrija leze u hormonalnoj dinamici i
lutealnoj fazi. U prijenosu svjezih embrija, nakon stimulacije jajnika, obi¢no se formira
viSe Zutih tjela, dok u prijenosu zamrznutih embrija taj broj moZze biti ograni¢en na jedan
ili nijedan(36). U prijenosu svjezih embrija, podrSka lutealnoj fazi redoviti je korak jer je
poznato da poboljSava kliniCke stope trudnoce, trudnoca u tijeku i Zivorodenja. Tijekom
stimulacije jajnika, funkcija zutog tijela je inhibirana te to dovodi do smanjenja razine
progesterona. Promjene u razinama progesterona mogu negativno utjecati na
sposobnost implantacije embrija. Postupak aspiracije oocita dovodi do gubitka

odredenog broja granuloza stanica, Sto moZe uzrokovati smanjenja funkcije zutog
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tijela. Primjena progesterona, koja je sada glavna metoda podrske lutealnoj fazi, moze
se provoditi intramuskularno, potkozno, vaginalno i oralno. Intramuskularna primjena
obi¢no rezultira viSim razinama serumskog progesterona nego vaginalna primjena,
iako te razine mozda ne odrazavaju stvarne razine progesterona u endometrijskom
tkivu. U prijenosu svjezih embrija teSko je procijeniti apsolutnu fizioloSku razinu
progesterona zbog lu€enja endogenog zutog tijela i drugih ¢imbenika poput inhibicije
lu€enja hipofize, kontrolirane stimulacije jajnika i samog postupka aspiracije oocita te
su stoga potrebna daljnja istrazivanja kako bi se utvrdila najniza ucinkovita razina
serumskog progesterona u prijenosu svjezih embrija(42). Prema smjernicama ESHRE,
dnevna primjena 50 mg intramuskularnog progesterona, 25 mg subkutanog
progesterona i 600 mg mikroniziranog vaginalnog progesterona pokazuje jednaku
uginkovitost. Sto se ti¢e vremena podetka podrske lutealnoj fazi, dodavanje
progesterona trebalo bi zapoceti izmedu dana aspiracije oocita i treCeg dana nakon
toga, dok je pocCetak progesterona prije aspiracije oocita nepozZeljan. Prema meta-
analizi koja je obuhvatila 6 randomiziranih kontroliranih studija o trajanju primjene
progesterona, nije pronadena znacajna razlika u stopi zZivorodenja izmedu pacijenata
koji su prestali uzimati progesteron nakon pozitivhog testa trudnoce i onih koji su ga
nastavili koristiti do 6./7. tjedna trudnoée. Navedeno ukazuje da mozda nije potrebno
nastaviti s suplementacijom progesterona nakon prvog pozitivnog nalaza testa na
trudnoc¢u. Sukladno tome, ESHRE preporuCuje da se primjena progesterona za
podrsku lutealnoj fazi nastavi barem do dana ucinjenog testa na trudnoc¢u. Unato¢
izdanim smjernicama ESHRE, primjeéuje se velika varijacija u trajanju primjene
progesterona u kliniCkoj praksi: neki lije¢nici prekidaju primjenu na dan pozitivnog hCG

testa, dok drugi preferiraju nastavak primjene do 12. tjedna trudnoce(43).
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2.6. Ishodi trudnocée prilikom prijenosa svjezih i zamrznutih embrija

U istrazivanju se primijetilo da je rani gubitak trudnoce bio ¢eSci u skupini koja je
koristila zamrznuti prijenos embrija , ali ta razlika nije bila znacCajna u usporedbi s onima
koji su koristili svijeze embrije za prijenos. Takoder, uoCilo se blago vece stope
zivorodenja kod zamrznutog transfera embrija. Aflatoonian i suradnici nisu otkrili
znacajne razlike izmedu perinatalnih ishoda u svjezim i zamrznutim trudno¢ama, iako
je broj zivorodenih bio neznatno veci u svjezim ciklusima, dok je broj prijevremenih
rodenja bio znacajno vec¢i u zamrznutom ciklusu(44). Prema dosadasnjim
istrazivanjima, uspjesna trudnoca ovisi o skladnom funkcioniranju sloZenih bioloskih
procesa, sto ukljuuje interakcije izmedu endometrija i fetusa. U postupku prijenosa
zamrznutih embrija, embriji se smjestaju u prirodno okruZenje maternice, dok se u
postupku prijenosa svjezih embrija endometrij suoava s uc€incima hiperstimulacije
jajnika, sto moze rezultirati neskladom izmedu endometrijske receptivnosti i rasta
fetusa. Drugim rijeCima, neprikladni uvjeti u maternici mogu dovesti do abnormalnih
ishoda tijekom trudno¢e. Buduc¢i da znaCajno smanjenje rizika od sindroma
hiperstimulacije jajnika i poboljSanje ishoda trudnoce idu u korist FET postupka, ovaj
bi postupak trebao biti preferiran(45). Ipak, vazno je napomenuti da i svjezi prijenos
embrija i FET postupak imaju svoje prednosti i nedostatke. Kona¢na odluka o tome
koji postupak odabrati trebala bi se temeljiti na profilu pacijenata i ostalim relevantnim

faktorima(44).
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3.Zakljucak

Dodavanje progesterona tijekom prijenosa svjezih i zamrznutih embrija kljuCan je
Cimbenik za uspjeh IVF postupaka. Progesteron omogucuje prijelaz endometrija iz
proliferativne u sekretornu fazu, olakSava implantaciju embrija i odrZzava trudnodu.
Lutealna faza, razdoblje nakon ovulacije i prije menstruacije, zahtijeva odrzavanje
odgovarajuce razine progesterona kako bi se podrzala implantacija i rani razvoj
trudnoce. Progesteron se moze primijeniti intramuskularno, oralno ili vaginalno, pri
¢emu je vaginalna primjena naj¢es¢a zbog manjih nuspojava. Kod prijenosa svjezih
embrija, primjena progesterona obicno pocinje nakon ovulacije ili aspiracije jajnih
stanica, kako bi se osigurala adekvatna priprema endometrija za implantaciju. Tipi¢no,
administracija progesterona zapocinje 1 do 2 dana nakon aspiracije i nastavlja se sve
dok se ne potvrdi trudnoc¢a. Kod prijenosa zamrznutih embrija, primjena progesterona
zapocinje nekoliko dana prije prijenosa, kako bi se pripremio endometrij za implantaciju
u ciklusu bez ovulacije. Preporuke za pocetak podrsSke lutealnoj fazi variraju, no
najceSce se primjena zapocCinje prvog dana nakon detekcije porasta LH ili nakon
prijenosa embrija. Ishodi trudno¢e kod prijenosa svjezih i zamrznutih embrija uz
primjenu progesterona pokazuju visoke stope uspjesnosti. Dodavanje progesterona
kod svjezih embrija smanjuje rizik od insuficijencije zZutog tijela, dok kod zamrznutih
osigurava adekvatnu pripremu endometrija. Upotreba progesterona prilagodava se
specificnim potrebama pacijentica, s ciliem postizanja optimalnih rezultata i
minimaliziranja rizika. StatistiCki podaci pokazuju visoke stope trudnoce i rodenja zivog
djeteta kod oba pristupa, no potrebna su daljnja istraZivanja za dodatnu optimizaciju

protokola i poboljSanje skrbi za pacijentice.
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