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Metode oCuvanja fertiliteta u
pacijentica koje se lijeCe radi hematoloskih malignih tumora

Zrinka Slekovac

SAZETAK

Jedna od dugoro¢nih komplikacija kemoterapijskog lijecenja u mladih bolesnica je gubitak
fertiliteta 1 funkcije jajnika Sto znaCajno utjeCe na njihovu kvalitetu zivota. Svrha ovog
istrazivanja je prikazati metode oc¢uvanja fertiliteta u zena oboljelih od limfoma i lije¢enih
kemoterapijom, s naglaskom na KkoriStenje agonista hormona koji oslobadaju
gonadotropine (engl. Gonadotropin-releasing hormone agonists, GnRHa). Takoder, svrha
je utvrditi u¢inkovitost GnRH agonista u odrzanju cikli¢ke ovarijske finkcije (COF) nakon
terapije.

Podaci iz medicinske dokumentacije Zena (18-40 god.), oboljelih od limfoma u razdoblju
od 2011. do 2014. godine, ilijeCenih kemoterapijom, prikupljeni su i retrospektivno
analizirani. Dobiveni su podaci o vrsti limfoma i tipu kemoterapijskog protokola koji su
primale, menstrualnom statusu prije, tijekom i nakon kemoterapije, te o koristenju GnRH
agonista tijekom terapije. Na temelju toga su svrstane u GnRHa 1 kontrolnu grupu.
Primarni cilj bio je utvrditi postotak pacijentica s odrzanim COF-om nakon terapije.
Ukupno 48 bolesnica zadovoljilo je kriterije ukljucenja u istrazivanje, a od toga je njih 8
tijekom terapije primalo GnRH agonist. Tijekom vremena pracenja (17-63 mj.), svih 8
bolesnica (100%) u GnRHa grupi povratilo je COF, dok je u kontrolnoj grupi to bio slucaj
u njih 80% (32 od 40). Razlika se nije pokazala statisticki znac¢ajnom (p=0.316). S druge
strane, razlika u medijanu dobi izmedu GnRHa i kontrolne grupe pokazala se znacajnom
(p=0.047), s time da je kontrolna grupa bila starija. Osim toga, analizom je dobiveno da
nije bilo znacajne razlike u uspostavi COF-a, ovisno o tome jesu li bolesnice mlade ili
starije od 30 godina, dok su bolesnice lijecene po eBEACOPP protokolu, u znacajno
manjem postotku (p=0.04) uspostavile COF, u odnosu na one lijeCene po ABVD
protokolu.

Premda je 20% viSe bolesnica u GnRHa grupi uspostavilo COF nakon terapije, razlika se
nije pokazala znaCajnom, te stoga nije ustanovljena ucinkovitost GnRH agonista. Ipak,
maleni broj bolesnica koje su primale GnRH agoniste mogao je utjecati na rezultat, te bi u
buduéim istrazivanjima trebalo ukljucivati viSe bolesnica koje bi ih primale.

Kljuéne rije€i: ocuvanje fertiliteta, GnRH agonist, limfom, COF



Methods of fertility preservation in
female patients treated for hematologic malignancies

SUMMARY

Long term complications of chemotherapy treatment in young female patients include
loss of fertility and ovarian function, which significantly affects their life quality. The
purpose of this research was to demonstrate the methods of fertility preservation in female
patients, who suffered from lymphoma and were treated with chemotherapy, with an
emphasis on the use of gonadotropin-releasing hormone agonists (GnRHa). Furthermore,
the purpose was to assess the efficacy of GnRH agonists in restoring cyclic ovarian
function (COF) after treatment.

We collected and retrospectively analyzed data from medical records of women (18-40
years), who suffered from lymphoma in the period between 2011 and 2014, and therefore
were treated with chemotherapy. The collected data included the type of lymphoma, type
of chemotherapy regimen used, menstrual status before, during and after the
chemotherapy, and finally, whether the patient used GnRH agonist during the therapy.
Based on this, the patients were divided in the GnRHa and the control group. The primary
end point was to determine the percentage of patients who maintained COF.

Total of 48 patients met the enrollment criteria of the research, while 8 of them were
treated with GnRH agonist during the therapy. During the follow-up period (17-63
months), each of 8 patients (100%) in the GnRHa group restored COF, whilst in the
control group 80% (32/40) of patients restored it. The difference was not statistically
significant (p=0.316). On the other hand, the difference in the median age between the
GnRHa and the control group appeared to be significant (p=0.047), with the control group
being older. Furthermore, the analysis demonstrated that there was no significant
difference in restoring COF, depending on the fact that the patients were over or under 30
years old, whilst the patients treated with eBEACOPP protocol restored COF in smaller
percentage (p=0.04), compared with those treated with ABVD protocol.

In spite of the fact that 20% more patients in the GnRHa group restored COF after
therapy, the difference was not significant, therefore the efficacy of the GnRH agonist was
not proven. Still, a small number of patients receiving GnRH agonist could have affected
the results, so future research should include more patients receiving this drugs.

Key words: fertility preservation, GnRH agonist, lymphoma, COF



1.UVOD

Tijekom proteklih desetlje¢a postignut je osobit napredak u lijecenju hematoloskih
bolesnika. Razli¢iti kemo- i radioterapijski protokoli razvijeni su u svrhu lijeenja, kako
Hodgkinove bolesti, tako i non-Hodgkinovih oblika limfoma. Bolje razumijevanje bolesti
dovelo je do boljeg lijeCenja, stoga je sada sve veci broj bolesnika koji su u dugotrajnoj
remisiji. Uz ovako zavidnu kontrolu tumorske bolesti, sve vecu paznju od strane klinicara
pocinju dobivati nuspojave, osobito one dugorocne, koje lijeCenje moze uzrokovati. Medu
mladim Zenama zasigurno se isti¢u se neplodnost i prijevremeni gubitak funkcije jajnika
(engl. Premature ovarian failure, POF), kao posljedice gonadotoksi¢nosti citostatika. Pri
tome rizik za razvoj POF-a iznosi 10-95%, ovisno o dobi, tipu kemoterapije i kumulativnoj

dozi lijeka (1).

Metode krioprezervacije embrija, oocita, te tkiva jajnika, metode su oCuvanja fertiliteta
na raspolaganju ovim bolesnicama, dok je primjena agonista hormona koji oslobada
gonadotropine (engl. Gonadotropin-releasing hormone, GnRH), prije 1 tijekom
kemoterapije, metoda ne samo metoda oCuvanja fertiliteta, ve¢ i potencijalnog sprjecavanja
POF-a. Ideja ocuvanja fertiliteta jednomjeseCnom primjenom depo-injekcija (GnRH
agonisti) ¢ini se veoma atraktivnom, no treba istaknuti da je stvarna ucinkovitost u ljudi jo§

uvijek upitna, s obzirom na nejednoznacnost rezultata razli¢itih istrazivanja (2).
1.1. Metode ocuvanja fertiliteta
1.1.1. Krioprezervacija embrija

In vitro fertilizacija (IVF) 1 krioprezervacija embrija klini¢ki je utemeljena metoda
ocuvanja fertiliteta. Tehnologija iste dobro je poznata i razvijena, Sto ju Cini dobro
prihvaéenom, kako medu klini¢arima, tako 1 medu bolesnicima (3). Medutim, postoje
odredena pitanja vezana uz koriStenje ove tehnologije kod bolesnica koje se lijece od
malignih bolesti. Naime, IVF i krioprezervacija embrija odgadaju pocetak kemoterapije za
2, do cak 6 tjedana u nekim sluc¢ajevima. U jednoj studiji (4), primjerice, ustanovljeno je da
u bolesnica koje su u ranim stadijima karcinoma dojke negativnih na hormonske receptore,
rana primjena kemoterapije poboljSava ishod. Osim toga, ova metoda cesto nije

primjenjiva u vrlo mladih bolesnica, te u bolesnica koje nemaju partnera (5,6).

U slucajevima kada se visoke koncentacije estradiola smatraju opasnima, kao u slucaju

karcinoma dojke pozitivnih na estrogenske receptore, potreban je dodatan oprez vezan uz



primjenu ove metode. Preporuke su da se u ovim sluajevima u proces ovarijske
stimulacije uklju¢i inhibitor aromataze poput letrozola, kako bi se pokuSao smanjiti
potencijalni pozitivni u€inak estradiola na rast tumorskih stanica (7). Konaéno, kako bi se
Sto viSe smanjilo vrijeme odgadanja kemoterapije, kontrolirana ovarijska hiperstimulacija
gonadotropinima moze se poceti bilo koji dan menstrualnog ciklusa (8). Treba naglasiti da
u studiji (9) koja je usporedivala ishode ove metode u bolesnica lijecenih radi malignoma i
onih koje to nisu, ustanovljeno je da nije bilo razlike u ukupnoj koli¢ini koristenih jedinica
gonadotropina, broju prikupljenih jajaSaca, te generiranih embrija. Kumulativna stopa
trudnoca u bolesnica lije¢enih radi malignoma bila je 37%, a u kontrolnoj skupini 43%. I
kona¢no, kumulativna stopa zivorodenih bila je 30% naprama 32% u korist kontrolne

skupine.
1.1.2. Krioprezervacija jajnih stanica

Unazad nekoliko godina, krioprezervacija jajnih stanica ne smatra se vise
eksperimentalnom metodom. U odnosu na krioprezervaciju embrija postoje odredene
sli¢nosti 1 razlike. Krioprezervacija jajnih stanica, naime, takoder zahtijeva stimulaciju
jajnika gonadotropinima, §to je vezano uz odgodu pocetka kemoterapije 1 potencijalno
opasne razine estradiola. S druge strane, ova opcija je prihvatljivija u mladih bolesnica, te
u onih koje nemaju partnera (1). Ova metoda, premda sve viSe prihva¢ena kao metoda
ocuvanja fertiliteta, takoder ne garantira uspjeh, 1 znatno ovisi o broju dobivenih zrelih

jajnih stanica (5, 10).
1.1.3.Krioprezervacija tkiva jajnika

Krioprezervacija tkiva jajnika, eksperimentalna je metoda koja podrazumijeva
laparoskopsko uzimanje tkiva jajnika prije pocetka kemo- odnosno radioterapije, s ciljem
zamrzavanja tkiva. Nakon =zavrSetka lijecenja, cilj je bilo ortotopicnom, bilo
heterotopi¢nom reimplantacijom, omoguciti Zeni ponovnu funkciju jajnika, u slucaju da
ista zakaZze (5,10). Ova metoda predmet je brojnih istrazivanja, vezanih uz njen uspjeh, ali i
potencijalne komplikacije i bolesnice kojoj je dijagnosticiran Hodgkinov limfom stadija 4,
te je prije aplikacije MOPP/ABV protokola zamrznuto tkivo jajnika. Pacijentica je,
posljedicno kemoterapiji, razvila POF, te joj je iz tog razloga reimplantirano tkivo
zamrznutog jajnika pet godina nakon zavrSetka kemoterapijskog lijecenja. Nekoliko
mjeseci nakon toga funkcija jajnika je ponovno uspostavljena i bolesnica je spontano

zatrudnjela.



Do sada je ova metoda omogucila radanje Cetrdesetak zdrave novorodencadi (1). Ipak,
odredene zabrinutosti vezu se uz nju. U prvom redu to je potencijalna opasnost postojanja
malignih stanica u zamrznutom tkivu jajnika, i posljedi¢na reimplantacija tih stanica u
tijelo zene. Tako je, primjerice Kopenhagenska grupa istrazivaca, iskusnih u ovom
podrucju, detektirala maligne stanice u jajnicima vecine zena oboljelih od leukemije.
Zakljucak istog je bio, da se reimplantacija tkiva jajnika u Zena oboljelih od leukemije ne
preporuca (12). Druga studija (13) analizirala je 5571 autopsijskih nalaza Zena mladih od
40 godina koje su oboljele od razli¢itih karcinoma. Nadene su metastatske maligne stanice
u jajnicima 22.4% zena, a u zena oboljelih od limfoma u 14.7% slucajeva. Ovi nalazi
upucuju na nuznost pronalaska metode koja bi sa sigurnos¢u otkrivala maligne stanice u

jajnicima.

Izuzev reimplantacije tkiva jajnika, jedna od potencijalnih koristi zamrzavanja istog,
zasigurno ¢e u buduénosti, s razvitkom adekvatne tehnologije, biti moguénost in vitro
maturacije (IVM) primordijalnih folikula. Tako krioprezervacija tkiva jajnika postaje, na

neki nacin, ulaganje u buduénost (1).
1.1.4. Transpozicija jajnika

Opcija transpozicije jajnika, iz pelvi¢ne regije u gornju abdominalnu, opcija je koja se
moze preporuciti mladim Zenama s karcinomom cerviksa, limfomom u podru¢ju male
zdjelice, ili kod planiranja bilo kojeg adjuvantnog radioterapijskog lijecenja (1). Uspjeh je
izmedu 50% 1 90% 1 ovisi o dobi bolesnice, adjuvantom kemoterapijskom protokolu,
mjestu transpozicije, vaskularnoj opskrbi jajnika, te opsegu radijacije (14). Osim
varijabilnog uspjeha zahvata, zabrinutosti postoje 1 u vezi utjecaja zracenja na uterus, koje

bi takoder moglo dovesti do poremecaja fertiliteta (1).
1.1.5. GnRH agonisti

S obzirom na nacin primjene, najjednostavnija metoda ocuvanja fertiliteta zasigurno je
primjena GnRH-a agonista u obliku depo-injekcija prije i za vrijeme kemoterapije. Rijec je
o metodi €iji je to¢an mehanizam djelovanja i dalje predmet rasprava, ali u osnovi se vodi
idejom da ovi lijekovi smanjenjem lucenja gonadotropina, smanjuju dozrijevanje folikula
jajnika, ¢ine¢i ih manje osjetljivima na pogubno djelovanje kemoterapije (15). Ocito je
kako bi ovaj mehanizam djelovanja, u idealnom slu€aju, ne samo omogucivao ocuvanje

fertiliteta, ve¢ 1 sprjeCavanje POF-a. Istrazivanja na zivotinjskim modelima (16,17) dala su



poticaj brojnim istrazivanjima na ljudima koja do danas nisu uspjela dokazati stvarnu

djelotvornost GnRH agonista u ljudi (2).

Prvo istrazivanje na zivotinjskim modelima koje je dalo obecavajuce rezultate u vezi
uloge GnRH agonista u zastiti gonada od toksi¢nosti alkiliraju¢ih agensa je ono Glodea 1
sur. (16). Ta skupina izlozZila je skupina muzjaka miSeva ciklofosfamidu, te je dijelu
skupine prije 1 za vrijeme apliciranja ciklofosfamida dala GnRH agonist. Pokazalo se kako

je isti u znatnoj mjeri zastitio miseve od testikularnog ostecenja.

S obzirom na to da istrazivanja u ljudi u svakom slucaju ne mogu koristiti tako
invazivne metode procjene broja folikula, kao ona u zivotinja, mozda najzanimljivije
istrazivanje je ono provedeno na skupini rhesus majmuna (17). Ta skupina je izlozila grupu
od Sest Zenki rhesus majmuna ciklofosfamidu, s time da su tri majmuna dobivala injekcije
GnRH agonista. Prije pocetka tretmana, svim Zenkama uklonjen je jedan jajnik, koji je po
zavrSetku tretmana usporedivan s drugim jajnikom, izlozenim tretmanu. U skupini koja je
primala samo ciklofostamid 64.6% primordijalnih folikula bilo je izgubljeno, u usporedbi s

gotovo 28.9% u skupini koja je primala 1 GnRH agonist.

Mehanizmi potencijalnog protektivnog djelovanja GnRH agonista

prema Blumenfeldu i sur. (15):

a) Smanjivanje lu¢enja folikulostimuliraju¢eg hormona (FSH)

Analozi GnRH-a su sintetske tvari koje se veZu na receptore endogenog GnRH-a, te s
obzirom na kontinuirani nacin primjene interferiraju s cikli¢kim izlu¢ivanjem endogenog
GnRH-a. Upravo ova promjena iz ciklicke u kontinuiranu izlozenost hipofize
gonadotropinima, dovodi do smanjenja izlu¢ivanja tih hormona. U bolesnica koje su na
kemoterapiji, alkiliraju¢i agensi dovode do destrukcije folikula jajnika, §to pak smanjuje
izlu€ivanje inhibina i spolnih hormona, te posljedi¢no dovodi do povecanog izlucivanja
gonadotropina. Ovaj slijed dogadaja uzrokuje povecano aktiviranje preantralnih folikula,
krug prekidaju GnRH agonisti, remete¢i hipotalo-hipofizarnu osovinu tako da je dovode u
takore¢i prepuberetno stanje (15,18). Ideja prepubertetnog stanja kao potencijalno
protektivnog u Zena ima svoju podlogu u istrazivanju (19) koje je u dugotrajnom pracenju
djece mlade od 15 godina lije¢ene radi Hodgkinovog limfoma, pokazalo kako je samo 13%

djevojcica razvilo POF, dok je u 83% djecaka dokazana azoospermija. Zanimljivo je jo$



istaknuti kako je sadasnje naCelo da su primordijalni folikuli neovisni o djelovanju
gonadotropina. Ipak neka istrazivanja (20,21) dosSla su do otkrica koja ¢e mozda u
buduénosti promijeniti to nacelo. Naime, pokazala su kako primordijalni i primarni folikuli
jajnika izrazavaju mRNA za receptore gonadotropina. Osim toga, ako se zanemari
potencijalni direktni u¢inak gonadotropina na folikule, jo§ uvijek ostaje onaj indirektni.
Naime, faktori rasta koje luce preantralni folikuli ovisni o gonadotropinima, djeluju

stimulacijski na primarne i primordijalne folikule (22).
b) Smanjenje utero-ovarijske perfuzije

Smanjeno lucenje estrogena, kao rezultat smanjene aktivacije folikula jajnika, uslijed
djelovanja GnRH agonista, dovodi do smanjenja utero-ovarijske krvne opskre (23,24). Na
taj naCin GnRH agonisti, indirektno, smanjuju izlozenost jajnika gonadotoksi¢nim

lijekovima, odnosno smanjuju njegovu kumulativnu izlozenost istima.
¢) Aktivacija GnRH-receptora

Prethodno navedeni mehanizmi posredovani su djelovanjem gonadotropina. Nekoliko
istrazivanja (25,26,27), s druge strane, pokazalo je da spolne zlijezde, kako primata, tako 1
ljudi, posjeduju GnRH receptore. Osobito je zanimljivo istraZzivanje Grundkera i Emonsa
(26), koje je na stanicama ovarijskog karcinoma pokazalo kao aktivacija GnRH receptora

dovodi do smanjenog broja apoptoza u stani¢nim linijama tog karcinoma.
d) Povecanje razine sfingozin-1-fosfata

Sfingozin-1-fosfat molekula je ¢ija se uloga u programiranoj smrti stanica intenzivno
istrazuje. IstraZzivanja na hematopoetskim stanicama (28,29) pokazala su kako ova
molekula blokira proapoptoticko djelovanje ceramida. Osim toga, istrazivanje na miSevima
(30) kojima je u okolicu jajnika injiciran sfingozin-1-fosfat prije zra¢enja, pokazalo je kako
dva tjedna poslije zraenja nema razlike u analiziranim jajnicima izmedu ozracenih i
neozraenih miSeva. Ipak, ovo je tek pocetak istrazivanja uloge ove molekule u
programiranoj stani¢noj smrti, kao 1 moguceg djelovanja GnRH agonista na razinu iste u

stanici.
e) Zastita nediferenciranih spolnih mati¢nih stanica

Jedan od postulata reproduktivne biologije je onaj da zZenke sisavaca jo$ u fetalnom raz-

doblju formiraju kona¢nu rezervu jajnih stanica, koje u daljnjem Zivotu postupno
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propadaju. Istrazivanje Johnsona i sur. (31) dovelo je do revolucionarnih rezultata u tom
podrucju, pokazavsi kako bi jajnici prepubertetnih Zenki miSeva mogli posjedovati
mitotiCki aktivne zametne stanice. Izlaganje tih miSeva mitoticCkom toksinu busulfanu
dovelo je do uniStenja zalihe primordijalnih folikula bez induciranja atrezije. Moze se
nagadati kako bi GnRH agonisti mogli imati ulogu u zastiti ovih nediferenciranih mati¢nih

stanica (15)
IstraZzivanja GnRH agonista u ljudi

Prema najnovijim podacima (1) do sad je 20 istrazivanja (15 retrospektivnih i 5
randomiziranih kontroliranih pokusa) pokazalo kako je u 2038 bolesnica tretiranih GnRH
agonistom za vrijeme kemoterapije, doSlo do znacajnog smanjenja broja prijevremenog
zatajenja funkcije jajnika u usporedbi s kontrolom. S druge strane u 8 istraZivanja (2
retrospektivna i 6 randomiziranih kontroliranih pokusa) na ukupno 509 bolesnica, rezultati
su bili negativni, tj. nije dokazan protektivni ucinak GnRH agonista. Osim toga 10
metaanaliza doslo je do zakljuc¢ka kako su GnRH agonisti korisni u protekciji jajnika za

vrijeme gonadotoksi¢ne terapije.

Jedno od najvec¢ih prospektivnih istrazivanja (3) ukljucivalo je 281 Zenu oboljelu od
karcinoma dojke. U 1-godiSnjem pracenju bolesnica nakon kemoterapijskog lijeCenja
ustanovljena je znacajna razlika u broju slu€ajeva prijevremene menopauze (25.9% vs
8.9% u korist kontrolne grupe u odnosu na onu tretiranu GnRH agonistima). Istrazivanje
Demeestere 1 sur. (2) dovelo je do ponesto druk¢ijih rezultata. Naime, nakon 1-godiSnjeg
pracenja 84 bolesnice lijeCene radi limfoma, ustanovljeno je kako je incidencija POF-a,
kako u GnRHa grupi, tako i u kontrolnoj grupi, otprilike 20%. No, znafajna razlika
evidentirana je u razinama anti-Mullerovog hormona (AMH) (1.44+0.35 v 0.5+0.15 ng/ml;
p=0.040) u korist GnRHa grupe.

Posebno su zanimljivi rezultati Njemacke grupe za istrazivanje Hodgkinove bolesti (32).
Istrazivanje je ukljucivalo ukupno 254 Zene lijecene radi Hodgkinovog limfoma ranog
stadija s nepovoljnim prognosti¢kim Cimbenicima. Podijeljene su u dvije skupine, prva
skupina primila je 4 ciklusa terapije po ABVD protokolu, a druga je nakon 2 ciklusa
terapije po ABVD protokolu primila 1 2 ciklusa po BEACOPP protokolu. Podjednaki udio
zena iz svake skupine primao je GnRH agoniste. Ono §to je zanimljivo je broj trudnoca,
koji je i8ao u prilog skupine koja je primila kombiniranu 2ABVD+ 2BEACOPP terapiju,

ali 1 statisticki znacajan (p=0,001) veci broj trudnoca u Zena koje su primale GnRH
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agoniste bez obzira na to u kojoj su skupini bile. Jasno je iz prikaza ovih istrazivanja kako
procjenu fertiliteta u Zena, i potencijalno protektivno djelovanje GnRH agonista, niposto

nije jednostavno jednoznacno odrediti.

S druge strane, jedno od prvih randomiziranih prospektivnih istraZzivanja (33),
ukljucivalo je 30 muskaraca i 18 Zena lijeCenih od Hodgkinove bolesti. Dvadeset
muskaraca i 8 Zena za vrijeme kemoterapijskog lijeCenja primalo je buserelin, te je nakon 3
godine pracenja utvrdeno kako su svi muskarci oligo/azoospermicni, a 4 od 8 zena (50%)
je amenoroi¢no, u usporedbi sa 6 od 9 (67%) amenoroi¢nih Zena u kontrolnoj skupini.
Zakljuceno je kako su GnRH agonisti neefektivni. Do slicnih zakljucaka dovelo je jo$
jedno istrazivanje (34), premda nesto drukc¢ijom metodologijom. Istrazivanje je ukljucivalo
20 bolesnica oboljelih od Hodgkinove bolesti od kojih je 10 primalo GnRH agoniste za
vrijeme kemoterapije, dok je drugih 10 bilo uskladeno s njima prema dobi i terapiji. Osim
toga, dodano je joS deset zdravih Zena ¢iji su parametri takoder analizirani. Istrazivanje je
provedeno tako da su Zenama, minimalno 6 mjeseci nakon zavrSetka terapije, nekoliko
puta odredivani hormonski parametri ovarijske rezerve, u prvom redu AMH, te im je raden
ultrazvuk radi odredivanja broja antralnih folikula. Nije pronadena razlika izmedu grupe
koja je primala GnRH agoniste u odnosu na onu koja nije, $to se ti¢e parametara ovarijske

rezerve. StoviSe, rezultati su u obje grupe bili znacajno 1o$iji u odnosu na one zdravih Zena.



2. HIPOTEZA

Hipoteza je da koriStenje GnRH agonista za vrijeme kemoterapije, u Zena oboljelih od
limfoma, omogucuje u znacajno veéem postotku ocuvanje ciklicke ovarijske funkcije

(COF) nakon prestanka terapije, u odnosu na one koje ne primaju nista.



3. CILJEVI ISTRAZIVANJA

3.1. Primarni cilj istrazivanja

Primarni cilj ovog istrazivanja je utvrditi da li koristenje GnRH agonista za vrijeme
kemoterapijskog lijeCenja Zena oboljelih od limfoma, povecava izglede za o¢uvanje COF-a

nakon terapije.
3.2. Sekundarni ciljevi istraZivanja

Sekundarni ciljevi ovog istrazivanja ukljucuju:

Analizu demografskih i klinickih znac¢ajki bolesnica

Utvrdivanje povezanosti izmedu dobi i zadrzavanje COF-a nakon terapije

Utvrdivanje povezanosti kemoterapijskog protokola i i zadrzavanja COF-a

Zabiljezene su i sve trudnoce evidentirane u vremenu prac¢enja bolesnica



4. ISPITANICI I METODE

4.1. Ispitanici

U istrazivanju su retrospektivno analizirani podaci bolesnica koje su zapocele lijecenje
radi dijagnoze histoloski verificiranog limfoma, na Zavodu za hematologiju KBC-a Rebro,
u razdoblju od pocetka 2011. god. do kraja 2014. god. Ukupno su identificirane 52
bolesnice koje su odgovarale kriterijima koje je zahtijevalo istrazivanje. Od toga su za 48

bolesnica bili dostupni svi podaci potrebni za analizu.
Kriteriji prema kojima su bolesnice ukljucene u istrazivanje su sljedeci:

e Dob izmedu 18 i 40 godina prilikom pocetka kemoterapije
e Premenopauza

e Prvi put postavljena dijagnoza limfoma

e Lijecenje limfoma ukljucivalo je kemoterapiju

e Postignuta kompletna remisija bolesti

e Nije zabiljezen relaps bolesti u promatranom vremenu

e Iskljucene bolesnice sa smrtnim ishodom
4.2. Metode

Bolesnice obuhva¢ene ovim istrazivanjem identificirane su prema vode¢im
dijagnozama, putem podataka iz Bolnickog informacijskog sustava (BIS), te medicinske
dokumentacije sadrzane u bolnickoj arhivi. Relevantni podaci o bolesnicama prikupljeni su
na isti na¢in. Analizirani su podaci o dobi, datumu postavljanja dijagnoze limfoma, tipu
limfoma, zatim prvoj liniji kemoterapije i postizanju kompletne remisije. Nadalje, utvrdeno
je da li je bolesnica primala GnRH agonist u tijeku kemoterapije, zatim postojanje i
redovitost menstrualnih ciklusa prije, za vrijeme i1 nakon kemoterapije, te konacno, da li je

doslo do trudnoce u razdoblju nakon lijeCenja.

Bolesnice koje su primale GnRH agonist, dobivale su 7-14 dana prije, te za vrijeme
kemoterapije, jednom mjesecno, depo-injekcije goserelin (3.6 mg)- odnosno triptorelin
(3.75 mg)-acetatata supkutano. Pacijentice su GnRH agonist primale prema vlastitom

izboru.
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Glavni ishod prema kojemu je ovom istrazivanju odredivana ucinkovitost GnRH
agonista, bio je spontani povratak, odnosno zadrzavanje, redovitog menstrualnog ciklusa
nakon kemoterapije, uz napomenu da je minimalno 17 mjeseci proSlo od pocetka
kemoterapijskog lijeCenja do trenutka kada je evidentiran menstrualni status u pojedine

bolesnice.
OBRADA PODATAKA I STATISTICKE METODE

Demografski 1 klini¢ki pokazatelji bolesnica prikazani su tabli¢no, a postotci COF-a u
pojedinim skupinama graficki. Karakteristike populacije, izrazene medijanima,
usporedivane su koriStenjem Mann-Whitney U testa, radi nenormalne distribucije
podataka. Razlika COF-a izmedu pojedinih grupa analizirana je koriStenjem Fisherovog

egzaktnog testa. Znacajnima su se smatrale razlike za p<0.05.
ETICKA PITANJA

Istrazivanje je provedeno u sklopu planiranog istraZivanja pod nazivom ,,U¢inkovitost
agonista GnRH u oc¢uvanju funkcije jajnika u oboljelih od malignih hematoloskih bolesti
lije€enih kemoterapijom ili transplantacijom hematopoetskih mati¢nih stanica®, koje je
odobreno od strane Etickog povjerenstva KBC-a Zagreb. S obzirom na retrospektivni

karakter ovog istraZivanja, nije bila potrebna informirana suglasnost bolesnica.
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S.REZULTATI

5.1. Demografske i klinicke znacajke bolesnica

U razdoblju od sijecnja 2011. god. do prosinca 2014. god. ukupno 52 Zene oboljele od
limfoma u dobi od 18 do 40 godina, zapocele su kemoterapijsko lijecenje na KBC Rebro,
te su ostvarile kompletnu remisiju bez relapsa bolesti. Od njih 52, kompletni podaci
potrebni za analizu u ovom istrazivanju bili su dostupni za njih 48. Osam od 48 pacijentica

(16,67%) dobilo je prije i za vrijeme kemoterapijskog lijeCenja GnRH agonist.

Sto se ti¢e dobne raspodjele, medijan dobi u GnRHa grupi iznosi 22.5 god (raspon
godina 18-38), dok onaj u kontrolnoj grupi iznosi 28 god (raspon godina 18-40). Analiza je
pokazala statisticki znacajnu razliku u medijanima dobi izmedu GnRHa i kontrolne grupe

(p= 0.047).

Sto se ti¢e dijagnoza, u GnRHa grupi 7 od 8 Zena (87,5%) oboljelo je od Hodgkinovog
limfoma, u usporedbi s 22 od 40 Zena (55%) u kontrolnoj grupi. S obzirom na raspodjelu
dijagnoza u ove dvije grupe, razlikovao se 1 raspored kemoterapijskih protokola kako je 1

vidljivo iz priloZene tablice. (Tablica 1.)

Medijan vremena pracenja u GnRHa grupi iznosi 32 mjeseca, dok onaj u kontrolnoj

grupi iznosi 41 mjesec. Analiza je pokazala da razlika nije znacajna (p=0.146)

Osim podataka navedenih u tablici, treba naglasiti kako su sve bolesnice, izuzev dvije,
imale prije pocetka kemoterapije redovite menstrualne cikluse. Jedna bolesnica s

nepravilnim ciklusima je iz GnRHa grupe, a druga je iz kontrolne grupe.
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Tablica 1. Demografske i kliniCke znacajke bolesnica

GnRHa grupa Kontrolna grupa
Karakteristike (n=8) (n=40)
No. % No. %
Dob, godine
1) Medijan 22.5 28
2) Raspon 18-38 18-40
Dijagnoza*
1) Hodgkinov limfom 7 87,5 22 55
2) Non-Hodgkinov limfom
(ukupno): 1 12,5 18 45
a) DLCBL 1 12,5 14 35
b) FL 0 0 2 5
¢) MZL 0 0 1 2,5
Kemoterapijski protokol**
1) ABVD 4 50 9 22,5
2) eBEACOPP 2 25 10 25
3) CHOP/CHOEP 1 12,5 16 40
4) ABVD+BEACOPP(2+2) 1 12,5 3 7.5
Vrijeme pracenja, mjeseci
1) Medijan 32 41
2) Raspon 20-56 17-63

Kratice: DLBCL (Difuzni B-velikostani¢ni limfom), TCL (Limfom T-stanica),
FL(Folikularni limfom), MZL (Limfom marginalne zone), ABVD (doksorubicin,
bleomicin, vinblastin, dakarbazin), eEBEACOPP (bleomicin, etopozid, doksorubicin,
ciklofosfamid, vinkristin, prokarbazin, prednizolon), CHOP (ciklofosfamid, doksorubicin,
vinkristin, prednison) CHOEP (ciklofosfamid, doksorubicin, vinkristin, etopozid,

prednizon) *Kao posebna dijagnoza neuvrStena u ove navedene u
tablici je limfom mozga tretiran speci¢nim protokolom HD MTX ARAC (takoder
neuvrsten medu protokole) **Kao poseban

kemoterapijski protokol (neuvrsten) primijenjen kod jedne bolesnice oboljele od non-
Hodgkin limfoma, koriSten je rituksimab-bendamustin
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5.2. Primarni cilj istraZivanja

Primarni cilj istraZzivanja bio je usporediti postotak Zena s odrzanom ciklickom ovarijskom
funkcijom nakon kemoterapijskog lijeCenja, u ovisnosti o tome jesu li primale GnRH
agonist ili nisu.

Svih 8 bolesnica (100%) koje su primale GnRH agoniste ponovno su nakon
kemoterapije uspostavile regularne menstruacijske cikluse. U kontrolnoj grupi ukupno 32
od 40 bolesnica (80%) uspostavilo je regularne cikluse tijekom vremena praéenja.
Statisticka analiza nije pokazala znacajnu razliku izmedu ovih dviju grupa (p=0.316), pri
¢emu treba naglasiti kako je analiza bila ograni¢ena zbog toga §to je broj bolesnica u
GnRHa grupi bio vrlo mali (8). Podaci su prikazani na Slici 1.

Postotak s
COF-om
100%
100 -
%0 7 80%
80 -
70 ~
60 -
50 -
40 +
30 +
20 +
10 -
0 -
GnRHa grupa  Kontrolna grupa
(n=8/8) (n=32/40)

Slika 1. Postotak bolesnica s odrzanom ciklickom ovarijskom

funkcijom (COF) nakon kemoterapije u ovisnosti o primanju GnRH agonista
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5.3. Sekundarni ciljevi istraZivanja

e Povezanost vrste kemoterapijskog protokola
i postotka bolesnica s COF-om nakon kemoterapije

Sve bolesnice koje su primale terapiju po ABVD protokolu (13/13) nakon kemoterapije
imaju regularne cikluse. U skupini koja je primala terapiju po eBEACOPP protokolu, 8 od
12 bolesnica (67%) takoder ima regularne cikluse, dok je u skupini koja je primala terapiju
po CHOP ili CHOEP protokolu to sluc¢aj s 14 od 17 bolesnica (82%). I konacno, 4
bolesnice primale su kombinaciju od 2 ciklusa ABVD- i 2 ciklusa BEACOPP-a, od njih 4
ukupno 3 ima regularne cikluse. (Slika 3.) S obzirom na 100%-ni oporavak ovarijske
funkcije u bolesnica tretiranih ABVD protokolom, analizirano je postoji li znacajna razlika
izmedu bolesnica tretiranih tim protokolom i onih tretiranih drugim protokolima. Dobiveni
podaci su sljede¢i: ne postoji znacajna razlika izmedu bolesnica tretiranth ABVD
protokolom 1 onih tretiranih CHOP ili CHOEP protokolom (p=0.238), znacajna razlika pak
postoji izmedu bolesnica tretiranih ABVD 1 eBEACOPP protokolom (p=0.04).
Kombinaciju ABVD+BEACOPP (2+2 ciklusa) primao je premalen broj bolesnica za

adekvatnu analizu.

Postotak s COF-om

100 %

100

90

82%

80
67 %

70

60
50

40

30

20

10

CHOP/CHOEP ABVD eBEACOPP ABVD+BEACOPP
(n=14/17) (n=13/13) (n=8/12) (n=3/4)

Slika 3. Postotak bolesnica s odrZzanom ciklickom ovarijskom

funkcijom (COF) nakon kemoterapije u ovisnosti o kemoterapijskom protokolu
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e Povezanost dobi i postotka bolesnica s COF-om nakon kemoterapije

Od 48 bolesnica, 27 ih je imalo izmedu 18 i 29 godina, dok je preostalih 21 imalo
izmedu 30 i 40 godina. U starosnoj skupini 18-29 godina, 24 od 27 bolesnica (89%)
zadrzalo je COF nakon kemoterapije, dok je u skupini 30-40 godina, istu zadrzalo 16 od 21
bolesnica (76%). (Slika 2.) Statisticka analiza pokazale je kako ova razlika u postotku
zadrzavanja COF-a nije znacajna (p=0.272)

Postotak s
COF-om
100
90 . 89 %
80 -
70 -
60 -
50 -
40
30
20 -
10 -
0 .
18-29 god 30-40 god
(n=24/27) (n=16/21)

Slika 2. Postotak pacijentica s odrzanom ciklickom

ovarijskom funkcijom (COF) nakon kemoterapije u ovisnosti o dobi

e Trudnodée
Dvije bolesnice iz kontrolne grupe su ostale trudne za vrijeme pracenja.

Treba naglasiti kako zbog premalog broja bolesnica koje su primale GnRH agoniste, nije
bilo moguce analizirati ucinkovitost GnRH agonista u s obzirom na dobnu skupinu

odnosno s obzirom na kemoterapijski protokol koji su primale.
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6. RASPRAVA

Ovo istrazivanje bavilo se problemom ocuvanja gonadalne funkcije ukupno 48
premenopauzalnih bolesnica lijeenih radi limfoma. Njih 8 primalo je GnRH agoniste, 1
premda su sve one (100%) nakon kemoterapije ponovno imale uspostavljenu COF, u
usporedbi s kontrolom (40 bolesnica, u 80% uspostavljena COF), nije utvrdena znacajna
razlika po tom pitanju. Medijan vremena pracenja ovih grupa nije bio bitno razli¢it, no
analiza je pokazala znacajnu razliku u dobi medu grupama, s time da je kontrolna grupa

starija (medijan; 28 vs 22.5 god).

Osim toga, usporedbom starosnih skupina 18-29 i 30-40 godina, bez obzira na primjenu
GnRH agonista, nije dobivena znacajna razlika u COF-u nakon terapije. Zna¢ajnom se pak
pokazala usporedba kemoterapijskih protokola, ponovno bez osvrta na primanje GnRH
agonista, pri ¢emu je analizom dobiveno da terapija po e BEACOPP protokolu, u usporedbi

s terapijom po ABVD protokolu, znac¢ajno smanjuje Sansu za oporavak COF-a.

Rezultati dobiveni ovim istrazivanjem ne podupiru koriStenje GnRH agonista u
protekciji ovarijske funkcije, no treba naglasiti neka ograni¢enja u samom istraZzivanju. U
prvom redu, to je nesrazmjer broja bolesnica u GnRHa i kontrolnoj grupi, ali 1 sam po sebi
relativno mali uzorak bolesnica. Osim toga, nacin na koji je odredivan u¢inak GnRH
agonista, je isklju¢ivo kroz povratak menstrualnih ciklusa, §to je s obzirom na trajanje 1

retrospektivnu narav istrazivanja bilo jedino moguce.

Takoder treba istaknuti da je pitanje koliko su odrzani ciklickih ovarijski ciklusi nakon
kemoterapije, relevantni kao mjerilo ocuvane funkcije jajnika i fertiliteta. Odnosno, cilj
koriStenja GnRH agonista je jasan, ali unato¢ jasno postavljenom cilju, problem se javlja
prilikom evaluacije ostvarenja istog. Naime, razliita istrazivanja koja se bave ovom
tematikom, prilikom evaluacije ovarijske funkcije, koriste razli¢ite metode. Upravo razlike

u metodologiji dovode u pitanje usporedivost rezultata razli¢itih istraZivanja.

Generalno gledajuci, smatra se da je uspostavljanje redovitih menstrualnih ciklusa nakon
kemoterapije znak oporavka ovarijske funkcije. Redovitost menstrualnih ciklusa
jednostavno je ustanoviti, te je upravo ta jednostavnost glavna prednost ovakvog
definiranja normalne ovarijske funkcije. No jedno istrazivanje (35), primjerice, pokazalo je
da su u amenoroi¢nih bolesnica koje su dobivale kemoterapijsko lijeCenje radi karcinoma

dojke, detektirane razine estradiola ekvivalentne onima u premenopauzalnih Zena. S druge
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strane, redoviti ciklusi nakon kemoterapije ne podrazumijevaju adekvatnu ovarijsku

rezervu (3).

U procjeni ovarijske rezerve najceSée je koriStenje razlicitih testova, ukljucujuéi
mjerenja hormona (razine FSH, AMH, inhibina B), te procjenu broja antralnih folikula
transvaginalnim ultrazvukom. Medu svim ovim testovima, mjerenje razine AMH trenutno
se smatra vjerojatno najrelevantnijim markerom ovarijske rezerve (36). AMH je rezultat
proizvodnje malih (do 6 mm) rastu¢ih folikula, s dominantno parakrinim utjecajem na
primordijalne folikule, ¢iji daljnji rast inhibiraju. Takvom negativnom povratnom spregom
kontroliran je broj rastu¢ih folikula. Starenjem se razina AMH u Zena s redovitim
ciklusima postupno smanjuje da bi konacno, u menopauzi, postala nemjerljiva. 1z
navedenih razloga, mozemo pretpostaviti da bi potencijalnu u¢inkovitost GnRH agonista
mogli istraziti uz pomo¢ AMH. Znacajne razlike u razinama AMH u serumu, izmedu Zena
koje su za vrijeme kemoterapije primale GnRH agoniste 1 onih koje nisu, u teoriji bi
upucivale na protektivan ucinak ovih lijekova, bez obzira na menstrualni status. Povratak
ciklicke ovarijske funkcije, naime, ne daje nikakve podatke o tome koliko ¢e ona trajati,
Sto je osobit problem u Zena izloZenih kemoterapiji, u primjerice tridestima, koje Zele u

buduénosti imati djecu. Mjerenje razine AMH bi u ovom slucaju bilo korisnije.

Jedno od istrazivanja (34) je na uzorku od 20 bolesnica ustanovilo kako nema razlike, na
temelju hormonskih i ultrazvuénih parametara, izmedu GnRHa i kontrolne grupe. S druge
strane, Demeestere i sur. (2) u svom prospektivnhom, randomiziranom istrazivanju na 84
bolesnice prezentiraju drukcije podatke. Statisticki znacajna razlika (p=0,040), naime, u
vrijednostima AMH, registrirana je u korist GnRH grupe u odnosu na kontrolnu. Ono $to je
jo§ zanimljivo, je kako je postotak bolesnica kojima je dijagnosticiran POF nakon
kemoterapije, bio podjednak u obje grupe. Ovaj rezultat ide u prilog upitnoj koristi

menstrualnog statusa kao pokazatelja normalne ovarijske funkcije.

Behringer i sur. (32,37) bave¢i se pitanjem korisnosti GnRH agonista u ocuvanju
fertiliteta bolesnica oboljelih od Hodgkinovog limfoma, dolaze do mozda najviSeznac¢nijih
rezultata. Njihovo istrazivanje iz 2010. god. prekinuto je prijevremeno, jer usporedujuci
vrijednosti AMH u bolesnica koje su primale GnRH agoniste u odnosu na one koje su
primale oralne kontraceptive, utvrdeno je kako bitne razlike nema. Povrh toga, sve
bolesnice su poslije kemoterapije imale izrazito nisku ovarijsku rezervu. Treba naglasiti da

su bolesnice ukljucene u ovo istrazivanje imale dijagnozu uznapredovalog Hodgkinovog
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limfoma, i e BEACOPP kao prvu liniju kemoterapije. Osim toga, ovi zabrinjavaju¢i podaci
bili su pradeni sljede¢im podacima o menstrualnom statusu pacijentica nakon
kemoterapije: 2 od 10 bolesnica u GnRH grupi bilo je amenoroi¢no, u usporedbi 3 od 9
amenoroi¢nih bolesnica u grupi koja je primala oralne kontraceptive. Istrazivanje
Behringera i sur. iz 2012. god. (32) ukljucivalo je znatno veéi broj bolesnica (263) i nesto
druk¢ije terapijske protokole, ali i znacajno drukcéije rezultate. Ova studija usporedivala je
parametre normalne funkcije jajnika u dvije skupine bolesnica lijecenih od Hodgkinovog
limfoma (jedna skupina primala je 4 ciklusa terapije po ABVD protokolu, druga 2 ciklusa
po ABVD + 2 ciklusa po BEACOPP protokolu). Istrazivanje je usporedivalo menstrualni
status i razine AMH u serumu nakon terapije, ali 1 broj trudnoc¢a, definitivnog pokazatelja
oc¢uvane fertilne funkcije. Upravo ovaj sveobuhvatni prospektivni pristup, pokazuje
vjerojatno najtemeljitije rezultate, ali je i1 jasno kako je vremenski vrlo zahtjevan.
Istrazivanje je pokazalo kako je broj trudnoc¢a u drugoj skupini (2ABVD+ 2BEACOPP)
veéi, premda su u toj grupi bili losiji rezultati po pitanju razine AMH. Sto je jo§ vaznije,
multivarijatna analiza pokazala je kao je upravo koriStenje GnRH agonista u bilo kojoj od
ovih grupa znacajno povecala izglede za trudno¢u (OR=12.87). Rezultati ovog istrazivanja
pokazuju kako je moguce kako hormonski pokazatelji ovarijske rezerve u ovih bolesnica
ne moraju nuzno korelirati sa Sansama za zaceCe. No, smanjena ovarijska rezerva ni u
kojem slucaju ne znaci kako bolesnica ne moze spontano ostati trudna. Tako da ovi
rezultati ne moraju biti interpretirani kao paradoksalni, ve¢ mogu upucivati na vaznost toga
da bolesnice koje su u opasnosti od smanjene ovarijske rezerve, poput onih koje su bile na

kemoterapiji, trebaju razmotriti $to skoriju trudnocu.

Jedan od problema analiziranih u ovom istrazivanju bila je 1 povezanost razli€itih
kemoterapijskih protokola s razli¢itom stopom oporavka ovarijske funkcije. Kako je vec¢
navedeno, analiza je u ovom istraZivanju pokazala kako postoji znaajno manja Sansa za
oporavak ovarijske funkcije u bolesnica lijecenih po eBEACOPP protokolu (100%
oporavak u ABVD grupi vs 67% oporavak COF-a u eBEACOPP grupi). Prema drugom
istrazivanju (38) rizik za POF u bolesnica koje primaju terapiju po eBEACOPP protokolu
iznosi ¢ak 50%. Zbog premalog broja bolesnica koje su primale GnRH agoniste u ovom
istrazivanju nije se mogao odrediti potencijalni protektivan ucinak GnRH agonista s
obzirom na kemoterapijski protokol. Ve¢ je spomenuto kako je njemacka grupa istrazivaca

(37), izjavila kako GnRH agonisti u ovih bolesnica ne omogucuju zaStitu ovarijske
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funkcije. Ipak, ukupni broj bolesnica u ovom istrazivanju iznosio je samo 21, §to je u
svakom sluc¢aju premalen uzorak. Mozemo pretpostaviti kako bi u slucaju ovako agresivnih
protokola, istrazivanje trebalo ukljucivati znacajno veci broj bolesnica (39), u najboljem
slucaju nekoliko stotina, da bi se pokuSao ustanoviti stvarni u¢inak GnRH agonista. Tako 1
dalje ostaje pitanje da li GnRH agonisti, ukoliko i imaju protektivan uc¢inak, imaju isti bez

obzira na to koliko je agresivan protokol kojem se bolesnice izlazu.

Poznato je, naime, kako je najve¢i rizik od trajne amenoreje u hematoloskih bolesnica,
povezan s transplantacijom mati¢nih stanica, odnosno s kemo- i radioterapijskim
protokolima koji joj nuzno prethode (3). Prema literaturi on iznosi i do 80% (40). Upravo
ovom problematikom, i potencijalnom koristi GnRH agonista, bavilo se istrazivanje
Blumenfelda i sur. (41). Ukupno 83 bolesnice, koje su podvrgnute autotransplantaciji
mati¢nih stanica, promatrane su radi ispitivanja povratka COF-a. Postotak onih kojima se
vratila ovarijska funkcija u GnRHa skupini bio je 38,3%, dok je u drugoj skupini on
iznosio 11,1%. Statisticki se znacajnom pokazala razlika u COF- jedino izmedu bolesnica
oboljelih od limfoma (66% vs 18% u korist GnRHa skupine), dok u skupini bolesnica
oboljelih od leukemije protektivni u€inak GnRH agonista nije analizom dobiven. S
obzirom na rizik kojem se izlazu mlade bolesnice podvrgnute ovakvom obliku lijecenja,
Sto se ti¢e vlastitog fertiliteta, rije¢ je definitivno o pitanju koje zasluZzuje paznju lijenika
koji se njima bave. Metode ocCuvanja fertiliteta, u ovom slucaju osobito, mogle bi se
kombinirati (primjerice IVF 1 GnRH agonisti), kako bi im se omogucile §to vece Sanse za

kasniju reprodukciju.

Jedan od potencijalnih ¢imbenika zabune u ovom istrazivanju definitivno je dob
bolesnica, s obzirom na to da je pokazana statisticki znac¢ajna razlika u medijanu godina
nasih bolesnica. Ipak, postotak COF-a u razli¢itim starosnim skupinama nije se pokazao

znacajno razli¢itim.

Vezano uz dob pacijentica, postavlje se pitanje da li je potencijalna efikasnost GnRH
agonista vezana uz to u kojoj se starosnoj skupini koristi. Samo dvije bolesnice starije od
trideset su primale GnRH agoniste u ovm istrazivanju, i u obje je nakon terapije doslo do
uspostave regularnih ciklusa, ali to je bio premali broj da bi se mogla raditi statisticka
analiza efikasnosti GnRH agonista u ovisnosti o dobi. U svakom slucaju moze se smatrati

upitnim da 1i je lijeCenje u Zena starijih od 30 jednako korisno, s obzirom na to da one
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lijecenje pocinju s manjom ovarijskom rezervom u odnosu na one u dvadesetima. To jest,
da 1i bi GnRH agonisti, u slucaju da djeluju protektivno, djelovali jednako protektivno bez
obzira na to koje je stanje folikularne rezerve. Ako bi i djelovali jednako, opet je ona
smanjena u odnosu na one mlade. Imalo bi smisla u ovoj skupini bolesnica, osobito ako su
lijecene agresivnijim protokolom, kombinirati vise metoda oCuvanja fertiliteta, kako je ve¢
prije navedeno. One bi najviSe mogle profitirati, od recimo kombinacije IVF- a i GnRH

agonista, pod uvjetom da se pokazu djelotvornima (1).

Smatra se (42) kako je premenopauzalnim zenama koje su podvrgnute kemoterapijskom
lijecenju, sudeno da udu u preuranjenu menopauzu. Ima smisla pitati se koliko Zene koje
uspostave regularne cikluse nakon kemoterapije, zadrzavaju iste, i da li koristenje GnRH
agonista moze to vrijeme produljiti, a ne samo utjecati na to da dolazi li do ponovne
uspostave ciklusa. Nema objavljenih istrazivanja koja bi potvrdivala ili negirala ovo, $to je
u prvom redu vezano uz ¢injenicu da bi takva istrazivanja zahtijevala vrijeme pracenja od
nekoliko desetaka godina. Ipak, kada bi se pokazalo da GnRH agonisti odgadaju pocetak
menopauze u Zena tretiranih kemoterapijom, to bi bio jasan pokazatelj da cuvaju
folikularnu rezervu, te bi uz trudno¢u bio najvrjedniji nacin odredivanja efikasnosti ovih

lijekova.

Da bi doslo do Zeljenog utjecaja na hipotalamo-hipofizarnu osovinu, GnRH agoniste je
nuzno poceti primjenjivati 7-14 dana prije pocetka kemoterapije. Naime, ove tvari
stimuliraju¢i GnRH receptore, u pocetku dovode do porasta lucenja gonadotropina iz
hipofize, da bi nakon nekoliko dana kontinuirana aktivacija receptora dovela do postupnog
smanjenja lucenja istih. Upravo ova Cinjenica potaknula je razmisljanja o potencijalnoj
ucinkovitosti GnRH antagonista u ovom pitanju. Naime, blokada GnRH receptora koju bi
antagonisti odmah omogu¢ili, eliminirala bi period od 7-14 dana nuZzan za Zeljeno

djelovanje agonista.

Rezultati istrazivanja, vezanih uz antagoniste, zasada su provodeni jedino na
zivotinjskim modelima, te su doveli do razliCitih zakljuaka. Jedno od njih (43) ispitivalo
je da li primjena GnRH antagonista cetroreliksa, prije izlaganja ciklofosfamidu, utjece na
broj prezivjelih primordijalnih folikula u jajniku misa. Rezultati su u ovom istrazivanju isli
u prilog cetroreliksa, pokazaju¢i statisticki znacajnu (p=0.001) redukciju broja
primordijalnih folikula. Drugo istrazivanje pak (44), bavilo se usporedivanjem djelovanja

GnRH agonista (leuprolin) 1 antagonista (cetroreliks, antid) na folikule jajnika, i to sa 1 bez
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istodobne primjene ciklofosfamida. Pokazali su da GnRH antagonisti, ne samo da ne
smanjuju Stetno djelovanje ciklofosfamida na broj primordijalnih folikula, ve¢ prilikom
samostalne aplikacije antagonista, dolazi do smanjenja broja folikula. Pretpostavka je u

ovom slucaju da je moguce da je rijeC o direktnom utjecaju na folikule.

Novije istrazivanje (45) vezano uz ovu temu, provedeno je na skupini od 10 maccaca
majmuna. Ispitivan je iskljuc¢ivo efekt GnRH antagonista antida na broj primordijalnih
folikula, bez paralelne primjene alkilirajuéeg agensa. Sest od 10 majmuna primalo je kroz
14 dana antid, dok su ostala 4 primala vehikl. Tretman antidom rezultirao je 13%-om
redukcijom broja primordijalnih folikula, Sro se pokazalo statisticki znacajnim (p=0.048) u
odnosu na kontrolu u kojoj nije bilo promjene. Treba naglasiti da je kod 3 od 6 majmuna
koja su primala antid, primije¢ena znacajna redukcija broja primordijalnih folikula, dok
kod ostala 3 to nije bio slucaj. Ovi podaci upucuju na to da kod primata nije primijecen
tako znacajan reduciraju¢i uc¢inak na broj primordijalnih folikula kao kod miSeva. Ipak, s
obzirom na to da ipak dovode do redukcije broja primordijalnih folikula primata, ¢ak i kod
samostalne upotrebe, vrlo je upitna njihova potencijalna korist u o¢uvanju funkcije jajnika

kod Zena.

Treba takoder naglasiti ulogu drugih metoda ocuvanja fertiliteta. Najnovije smjernice
Americkog drustva za klinicku onkologiju (engl. American Society of Clinical Oncology,
ASCO) iz 2013. godine (46), vezane uz o€uvanje fertiliteta u bolesnika oboljelih od raka,
isticu nekoliko stvari. U prvom redu, treba istaknuti kako je ovo podru¢je interesa ne samo
onkologa, ve¢ svih zdravstvenih djelatnika koji se bave ovim bolesnicima. Zatim, svi
bolesnici reproduktivne dobi imaju pravo biti upuceni u potencijalne metode oCuvanja
fertiliteta, s time da ih treba izravno pitati o tom pitanju, i informirati ih o rizicima koje
nosi lije¢enje kemoterapijom. Bolesnici ¢esto ne¢e sami prvi postaviti pitanja, bilo zbog
neznanja o rizicima, bilo zbog preplavljenosti samom c¢injenicom da boluju od karcinoma.

Zato je uloga zdravstvenih djelatnika tu klju¢na.

Trenutne smjernice jasno isticu kako je krioprezervacija embrija zlatni standard u ovom

pitanju. Krioprezervacija oocita, odnedavno ne vise ekperimentalna, takoder je opcija,

......

agonista, predmet ovog istrazivanja, smatraju se nedovoljno istrazenima, 1 zato im je

djelotvornost jo$ uvijek upitna. Tako se GnRH agonisti ne preporucaju kao metoda
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ocuvanja fertiliteta, ali istice se njihova potencijalna korist u smanjenju vaginalnog
krvarenja u pacijentica koje imaju trombocitopeniju induciranu kemoterapijom. No isticu
se 1 potencijalne nuspojave ove metode, vezane uz njezin mehanizam djelovanja. Medu
njima se istiCu smanjenje koStane gustoce, te prolazni naleti vrucine, poput onih u

menopauzi.

Ve¢ je spomenuta moguca korist od potencijalnog kombiniranja metoda ocuvanja
fertiliteta. Ona doduse nije spomenuta u prethodno navedenim smjernicama, veé je
navedena u nedavno objavljenom sistematskom pregledu literature (1). Autori rada navode
kako je pristup bolesnicama koje zele ocuvati fertilitet znacajno ovisan o njihovoj dobi i
kemoterapijskom protokolu koji dobivaju. Tako bi primjerice, 40- godi$nja bolesnica koja
se podvrgava agresivnim kemo- 1 radioterapijskim protokolima, prije recimo
transplantacije koStane srzi, mogla dobiti na raspolaganje sve metode oCuvanja fertiliteta
koje se nude. Dok se recimo bolesnica u dvadesetima koja se tretira ABVD protokolom,
moze odluciti samo za krioprezervaciju embrija i GnRH agoniste. U svakom bi sluc¢aju,
koristenje visSe metoda, moglo znacajno povecati Sanse bolesnicama da kasnije zatrudne,
premda je ocito kako su cijena 1 kompleksnost takvog lije€enja znacajno veci, pa bi u

buduénosti korist od njega trebala biti jasno definirana.

Nuspojave lijeCenja GnRH agonistima, ve¢ spomenuto smanjenje koStane gustoce i
naleti vrucine, rezultat su hipoestrogenog stanja do kojeg ovi lijekovi dovode. Jedno od
malobrojnih istrazivanja koje je uzelo u obzir te nuspojave je ono Castela-Branca i sur.
(47). Istrazivanje je ukljucivalo 56 premenopauzalnih Zena lijeCenih radi Hodgkinovog
limfoma. Trideset bolesnica dobivalo je GnRH agonist za vrijeme kemoterapije, ali su uz
njega dobivale i tibolon. Uloga tibolona odgovara u ovom sluc¢aju onoj hormonske
nadomjesne terapije, s obzirom na to da je rije¢ o sintetskom steroidu, koji u prvom redu
djeluje kao agonist estrogenskih receptora, uz mjeSoviti u¢inak na progesteronske 1
androgenske receptore. KoStana mineralna gustoca (engl. Bone mineral density, BMD)
odredivana je prije pocetka kemoterapije, te po zavrsetku terapije. Usporedba GnRHa i
kontrolne grupe nije pokazala znaCajne razlika u BMD-u, dok su razlike u razinama
gonadotropina 1 estradiola u serumu nakon kemoterapije bili znacajne. S obzirom na to,
autori preporucaju koriStenje, bilo tibolona, bilo hormonske nadomjesne terapije, kao
dodatka GnRH agonistima sa svrhom smanjenja nuspojava. Treba naglasiti da u ovom
istrazivanju nije odredivan AMH, koji se danas smatra relevantnijim u odredivanju

ovarijske rezerve u odnosu na FSH (36).
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7. ZAKLJUCCI

Jedna od znacajnijih dugoro¢nih posljedica kemoterapijskog lijeCenja u mladih zena je

gubitak fertilieta i razvoj prijevremenog gubitka funkcije jajnika.

Trenutne strategije za oCuvanje jajnika i/ili fertiliteta ukljucuju krioprezervaciju embrija,
oocita, te tkiva jajnika, zatim transpoziciju jajnika, i konacno, koriStenje GnRH agonista

prije 1 za vrijeme kemoterapije.

Dok su krioprezervacija embrija i oocita klini¢ki utemeljene metode, koristenje GnRH
agonista, predmet ovog istrazivanja, jo§ uvijek je upitne efikasnosti i predmet brojnih
istrazivanja. Rezultati dobiveni analizom pacijentica u ovom istrazivanju ne upucuju na
korist GnRH agonista u odrzanju COF-a nakon zavrSetka kemoterapijskog lijecenja, uz

naglasak na maleni uzorak bolesnica koji je analiziran.

Sto se ti¢e fertiliteta, najbolji na¢in za procjenu efikasnosti GnRH agonista, zasigurno je
broj trudnoca bolesnica nakon terapije. Zato bi buduca istrazivanja trebala, ne samo
ukljucivati znatno veé¢i broj bolesnica koje primaju GnRH agoniste, ve¢ bi i vrijeme
pracenja nakon kemoterapije trebalo biti znacajno duze, kako bi se dobili vjerodostojniji

podaci.
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