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POPIS SKRACENICA

AMH — anti-Mullerov hormon

CAF — ciklofosfamid, doksorubicin i fluorouracil

CAG - citarabin, aklarubicin hidroklorid i faktor stimulacije rasta granulocita
CEF - ciklofosfamid, epirubicin i 5-fluorouracil

CMF - ciklofosfamid, metotreksat i 5-fluorouracil

DNK — deoksiribonukleinska kiselina

FSH — folikulostimuliraju¢i hormon

GnRH — gonadotropin-releasing hormone, gonadotropin-oslobodajuéi hormon
hCG — eng. human chorionic gonadotropin, humani korionski gonadotropin
IVF — in vitro fertilizacija

IVM — in vitro maturacija

LH — luteinizirajué¢i hormon

PCR — eng. polymerase chain reaction, lan¢ana reakcija polimeraze

RNK — ribonukleinska kiselina
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SAZETAK
Naslov rada: Onkofertilitetni postupci
Autor: Ana Pongrac

Maligne bolesti su drugi po ucestalosti uzrok smrti u razvijenim zemljama. Zahvaljujuci
napretku medicine, preZivljenje pacijenata je poraslo u usporedbi s prijasnjim godinama te se
javila potreba za poboljSanjem dugoro¢ne skrbi ovih pacijenata. |1z tog razloga razvija se nova
disciplina medicine, onkofertilitetna medicina koja omogucuje oCuvanije fertiliteta pacijentima
oboljelim od malignih bolesti. Kemoterapija i/ili radioterapija dovode do smanjenja ovarijske

rezerve u Zena te u muskaraca smanjuju kvalitetu sjemena.

Postoji nekoliko nagina oCuvanja fertiliteta u zena. To su krioprezervacija embrija i oocita,
krioprezervacija tkiva jajnika, primjena agonista gonadotropin-oslobadaju¢eg hormona i
transpozicija jajnika. Pri odabiru metode o€uvanja fertiliteta veoma je bitan individualni pristup.
Koja ¢e se metoda odabrati ovisi 0 dobi Zene, o protokolu terapije i vremenu preostalom do
poCetka terapije maligne bolesti te o postojanju partnera u vrijeme provodenja postupka
oCuvanja fertiliteta. Krioprezervacija embrija i oocita standarne su metode kojima je zajednicki
korak provodenje procesa stimulacije jajnika. Razvijeni su razli€iti protokoli stimulacije s ciljem
povecéanja sigurnosti njihovog provodenja. Krioprezervacija tkiva jajnika je eksperimentalna
metoda koja je jedina opcija za oCuvanje fertiliteta u djevojcica prije puberteta. Kontinuirana
primjena agonista  gonadotropin-oslobadajuéeg hormona  preporuCuje se kod
premenopauzalnih zena s tumorom dojke. Za zastitu fertiliteta kod primjene radioterapije koristi

se transpozicija jajnika.

Standardna metoda oCuvanija fertiliteta kod djeCaka nakon puberteta i odraslih muskaraca je
krioprezervacija sjemena. Primjena hormonske terapije, odnosno agonista gonadotropin-
oslobadaju¢eg hormona nije efikasna metoda. Prepubertetalnim djeCacima moze biti
preporuCena krioprezervacija tkiva tetisa, ali je vazno napomenuti da je to joS uvijek

eksperimentalna metoda.

Kljuéne rijeci: onkofertilitetni postupci, gonadotoksi¢nost, kemoterapija, radioterapija,

krioprezervacija, transpozicija jajnika, fertilitet.



SUMMARY

Title: Oncofertility procedures
Author: Ana Pongrac

Malignant diseases are the second most common cause of death in developed countries.
Thanks to the advancement of medicine, patient survival has increased over the years and
subsequently the need to improve the long-term care of these patients has emerged. As a
result, a new area of medicine, named oncofertility, has started to develop. It enables the
preservation of fertility in patients with malignant diseases. Chemotherapy and / or
radiotherapy lead to decreased ovarian reserve in women and reduced quality of semen in

men.

There are several ways to preserve fertility in women. Currently used are cryopreservation of
embryos and oocytes, cryopreservation of ovarian tissue, application of gonadotrophin-
releasing hormone agonists and ovarian transposition. When choosing fertility methods, it is
very important to have an individual approach. The chosen method depends on the age of the
woman, therapy protocol and time remaining until the start of therapy and the existence of a
partner at the time of the fertility preservation process. Cryopreservation of embryos and
oocytes are standard methods and have a common step of ovarian stimulation. Various
stimulation protocols have been developed to increase the safety of their implementation. The
cryopreservation of ovarian tissue is an experimental method that is the only option to preserve
fertility in girls before puberty. Continuous administration of gonadotrophin-releasing hormone
agonists is recommended in premenopausal women with breast cancer. Ovarian transposition

is used to protect fertility when using radiotherapy.

The standard method of preserving fertility in boys after puberty and in adult men is
cryopreservation of semen. The use of hormone therapy or gonadotropin-releasing hormone
agonists is not an effective method. Testicular tissue cryopreservation may be recommended

to prepubescent boys, but it is important to note that this is still an experimental method.

Keywords: oncofertility procedures, gonadotoxicity, chemotherapy, radiotherapy,

cryopreservation, ovarian transposition, fertility.



1. Uvod

Onkofertilitetna medicina je nova grana medicine, kojoj je zadaca razvijanje sigurnih i
ucinkovitih metoda o€uvanja fertiliteta u zena oboljelih od malignih bolesti, a kod kojih terapija
ima gonadotoksi¢ni u€inak. Sam naziv prvi put je upotrijebila Teresa K. Woodruff i od tada se
onkofertilitet razvija kao nova disciplina u okviru ginekologije i porodniStva. Potreba za
ulaganjem u ovu granu medicine uvidjela se nakon sve vece incidencije malignih bolesti u
djece i mladih odraslih. Zahvaljujuc¢i sve boljim mogucénostima lije€enja malignih bolesti
povecava se i prezivlienje pacijenata. Ipak, ta agresivna terapija dovodi do smanjenja

reprodukcijske sposobnosti mladih. (1)

Maligne bolesti ¢ine veliki javnozdravstveni problem u svijetu te su drugi po u€estalosti uzrok

smrti u razvijenim zemljama. (2)

Prema procjenama GLOBOCAN-a u svijetu je 2012. dijagnosticirano oko 14.1 miljuna novih
slu¢ajeva raka. Procijenjeno je da je u pitanju 6.6 milijuna Zzena. Godi$nja stopa incidencije
raka u svijetu u djece je izmedu 50 do 200 na milijun, a kod adolescenata 90 do 300 na milijun.
(3) NajCeSce maligne bolesti u djece su leukemija, tumori srediSnjeg ziv€anog sustava,
Wilmsov tumor i non-Hodgkinov limfom. U Zena reproduktivhe dobi najveca je incidencija
tumora dojke. Uz njega dolazi do povecanog obolijevanja od raka vrata maternice, melanoma,
leukemije, non-Hodgkinovog limfoma, §titnjace te jajnika. NajCesca sijela tumora razlikuju se

ovisno o dobi pacijentice (Tablica 1). (4)

Tablica 1. Najcesca sijela malignih bolesti u zena ovisno o dobi (modificirano iz ref. 4)

Dob Najcesc¢a sijela

0-14 Mozak, bubreg, leukemija, non-Hodgkinov limfom

15-39 Mozak, dojka, vrat maternice, leukemija, melanom, non-Hodgkinov limfom,
jajnici, Stitnjaca

40-44 Dojka, vrat maternice

45-49 Dojka, tijelo maternice, vrat maternice, kolorektum

50-54 Dojka, tijelo maternice, vrat maternice, kolorektum

55-59 Dojka, vrat maternice, kolorektum, plucéa

60-64 Dojka, kolorektum, pluca, tijelo i vrat maternice

65-69 Dojka, kolorektum, plu¢a

70-74 Dojka, kolorektum, plu¢a, zeludac

75+ Dojka, kolorektum, pluc¢a




U Hrvatskoj u 2014. godini dijagnosticirano je 21 414 novih sluajeva karcinoma, a od toga je
10 045 bilo u zena. Stopa incidencije je iznosila 452.8/100 000 za zene. U 2013. ta je stopa
iznosila 440.3/100 000, a u 2012. 425.7/100 000. (5-7)

U oko 10% Zena maligna bolest dijagnosticira se u reproduktivnom razdoblju. Zahvaljujuéi sve
boljim dijagnostickim metodama i poboljSanim terapijskim postupcima, 80-90% Zena

prezivljava malignu bolest. (8)

Jo§ jedan trend koji ukazuje na vaznost onkofertilitetnih postupaka je radanje u kasnijoj
zivotnoj dobi. U Hrvatskoj nalazimo trend smanjenja radanja medu mladim dobnim skupinama
i porasta radanja iznad 35 godine, §to je u skladu s trendovima u drugim razvijenim zemljama.
U 2015. Godini zabiljeZeno je 41.3 poroda na 1000 Zena u dobi od 35-39 godina, $to je porast
u odnosu na 2014. godinu kad je taj broj bio 40.9 poroda na 1000 Zzena. Kod Zena u dobi od
20-24 godine doslo je do pada broja poroda sa 46.8/1000 u 2014. na 43.3/1000 u 2015. (9)

Uzimajuéi u obzir da se incidencija malignih bolesti poveéava starenjem, sve kasnije

roditeljstvo dovodi do povecanog rizika obolijevanja prije trudnoce. (10)

Ovaj rad prikazuje postoje¢e onkofertilitetne postupke u djevojcica i Zzena te kratki osvrt na

krioprezervaciju sjemena.



2. Gonadotoksi¢nost

Pokazalo se da kemoterapija i radioterapija imaju negativne u€inke na spolne organe Zena §to
uz neplodnost moze dovesti i do potpune disfunkcije jajnika, koja se definira kao nemoguénost

pocetka ili zavrSetka puberteta, ili nastup menopauze prije 40. godine. (11)
2.1. Radioterapija

lonizirajuce zragenje svojim djelovanjem u folikulima jajnika dovodi do izravnog oStecenja
deoksiribonukleinske kiseline (DNK). To dovodi do atrofije folikula i smanjenja folikularne
rezerve jajnika. (12) U trenutku rodenja, jajnici sadrze konacan broj folikula, koji iznosi oko 2
milijuna. Starenjem se taj broj smanjuje sve do menopauze. Razliiti stadiji razvoja folikula
imaju razli€itu otpornost na zra€enje, ali se generalno smatra da su zreliji folikuli manje otporni
od primordijalnih. (13) Ljudska oocita se smatra izrazito osjetliivom na radioterapiju. (12)
Ovarijska rezerva ovisi o dobi pa stoga starije Zene imaju vedéi rizik gubitka funkcije jajnika
nakon radioterapije. (14) Kod djevojéica od 12 godina doza od 18,3 Gy uzrokuje prerani gubitak
funkcije jajnika, dok je kod Zena od 28 godina 14 Gy dovoljna doza za isti ucinak. (15) Osim
dobi, drugi precipitirajuéi &imbenici su doza, ozraeno podrucje i shema radioterapijskog
frakcioniranja. (16) Procijenjeno je da je doza od 2 Gy dovoljna za unistenje 50% ovarijske
rezerve. (11) Zraenje abdomena dovodi do disfunkcije jajnika u ¢ak 97% slu€ajeva. (17) Kod

zraCenja cijelog tijela, kod 90% pacijentica doslo je do zatajenja funkcije jajnika. (18)

Kod zragenja glave moze doéi do poremecaja izlu€ivanja hormona iz hipotalamusa i hipofize.
(19). S obzirom na vaznost hipotalamusa i hipofize, dolazi do poremecaja funkcije jajnika
tijekom razdoblja nakon radioterapije. (20) Zene u dobi od 15 do 44 godine kojima je ozrageno
podrucje hipotalamusa i hipofize s dozom od 30 Gy i vide tijekom djetinjstva ili adolescencije,
imaju manju Sansu za trudnoéu. (21) Samo o&tecenje ne mora biti o¢ito odmah, veé moze
napredovati kroz neko vrijeme. (20) U istrazivanju Paija i sur., u 61% pacijentica javila se
endokrinopatija uzrokovana radioterapijom. Incidencija endokrinopatije se povecavala u
razdoblju izmedu 5. i 10. godine nakon terapije, pa su tako incidencije hiperprolaktinemije bile
72% nakon 5 godina i 87% nakon 10 godina.(22)

Prema Critchleyu i sur. oSte¢enja maternice kod Zena koje su primile zracenje u djetinjstvu
mogu se svesti na skracenje maternice, odsutan odgovor endometrija na stimulaciju
hormonima i oSteCenja uterine arterije. (23) Nastanak fibroze maternice i gubitak elasticnog
tkiva maternice nakon radioterapije abdomena, povezuje se s povecanom incidencijom
spontanih pobacaja u drugom trimestru trudnoée. Posljedice ovih promjena su i ¢e3éi

prijevremeni porodi i rodenja djece niske porodajne tezine. (17)



2.2. Kemoterapija

Kemoterapija oSteéuje jajnike na tri naCina. Mozemo razlikovati direktno ostecCenje jajnika,
oSteéenje jajnika kao posljedicu oStec¢enja krvnih zila i oSte¢enja na razini stanica (oksidativni
stres). (24)

Direktno oStecenje jajnika ukljuCuje apoptozu primordijalnih folikula, ali i sazrelih folikula $to
dovodido brzog i privremenog gubitka menstruacije. Kemoterapija dovodi i do smanjenja broja
oocita. Nedavno je Meirow predlozio teoriju po kojoj se zbog unistenja rastucih folikula gube
parakrini faktori rasta, poput anti-Mullerovog hormona (AMH), koji sluze inhibiciji novacenja
primordijalnih folikula. Rezultat toga je pove¢ano novacanje neaktivnih folikula koji potom
pojaCano propadaju dovodeci do smanjenja rezerve jajnika u zena. Ovaj fenomen se naziva

zournout* fenomen. (24)

Ben-Aharon i sur. su pratili 20 Zena tijekom i nakon kemoterapije s naglaskom na vaskularna
ostecenja. Primijetili su da kod zena starijih od 35 godina, nakon inicijalnog akutnog infarkta,
dolazi do ubrzanog starenja Zila jajnika. To upucuje da je i osteCenje krvnih zila jedan od bitnih

mehanizama ostecenja jajnika kod kemoterapije (25, 26)

Endogeni slobodni kisikovi radikali su se pokazali kao bitni ¢imbenici u apoptozi antralnih
folikula kao reakcija na toksine i ioniziraju¢e zraCenje. To znaci da su i oni bitan ¢imbenik u

smanjenju plodnosti kod zena koje su primale kemoterapiju. (27)

Gubitak funkcije jajnika se moze javiti i nekoliko godina nakon zavrSetka terapije maligne
bolesti. (28) Normalizacija menstrualnog ciklusa nakon terapije ne osigurava normalnu
reproduktivnhu sposobnost. Bitno je imati da umu da pacijentice nakon gonadotoksi¢ne terapije

imaju skraceno vrijeme do nastupa menopauze. (29)

Kao i kod radioterapije, ostatna funkcija jajnika ovisi o dobi pacijentice koja prima kemoterapiju.
Kod Zena od 20 godina trebalo je oko 20400 mg ciklofosfamida za pojavu amenoreje, kod

Zena od 30 godina 9300 mg, a kod Zena od 40 godina tek 5200 mg ciklofosfamida. (30)

Skupine kemoterapeutika se medusobno razlikuju po nacinu djelovanja, a posljedi¢no tome i

Stetnim udincima na jajnike (Tablica 2). (31)

Ostecenje funkcije spolnih Zlijezda ponajprije uzrokuje alkiliraju¢i spojevi, medu koje spada i
ciklofosfamid. (2)



Tablica 2. Gonadotoksi¢nost kemoterapeutika (modificirano iz ref. 31)

Rizik za gonadotoksi¢nost Kemoterapeutici

klorambucil, melfalan

Visok Ciklofosfamidi, ifosfamid, busulfan, porkarbazin,

Srednji Niske kumulativne doze cisplatina, karboplatina i
adriamicina

Nizak Bleomicin, aktinomicin, vinkristin, metotreksat, 5-FU

Nesiguran Taksani i monokolonalna protutijela

Ciklofosfamid se veze za gvanin u DNK stanica i sprjeCava pravilnu replikaciju stanica. Kako
se stanice raka dijele brze nego uobiajene stanice, CeSce podlijezu ostec¢enju. No zbog
njihove nespecifi¢nosti, alkilirajuci agenti zahvacaju i normalne stanice koje se ¢eSce dijele §to
ukljuCuje i stanice jajnika. Smatra se da ciklofosfamid moze utjecati i na oocite i primordijalne
folikule. (32) Ciklofosfamid se &esto daje u sklopu protokola koji ukljuCuje kombinaciju
ciklofosfamida, metotreksata i 5-fluorouracila (CMF) te u kombinaciji ciklofosfamida,
epirubicina i 5-fluorouracila (CEF). CMF i CEF protokola. Kod CMF protokola amenoreja se
javlja u 21-71% zena mladih od 44 godina, te u 100% Zena starijih od 40 godina. (33) Kod CEF
protokola brojevi su bili veoma sli¢ni. (34) Alkiliraju¢e tvari se Cesto koriste u lijecenju djece

oboljele od sarkoma, leukemija i limfoma. (1)

Druga vazna skupina kemoterapetuika su antraciklini i njihov najvazniji predstavnik
doksorubicin. Ova skupina lijekova djeluje na viSe na€ina — inhibira topoizomerazu Il, potic¢e
oksidativni stres, inhibira sintezu DNK i ribonukleinske kiseline (RNK), i sprijeCava sustave za
popravak DNK. Doksorubicin djeluje i na jezgru i na mitohondrije. Neke studije su pokazale i

da smanjuje ovarijsku opskrbu krvi ve¢ nekoliko minuta nakon primjene. (35)

Vazno je razlikovati razliCite protokole koji se koriste u lije¢enju malignih bolesti. Ovisno o
njihovom ucinku na razvoj neplodnosti, koja se procjenjuje amenorejom, dijele se na protokole
niskog, srednjeg i visokog rizika. Protokoli visokog rizika u vise od 80% Zena uzrokuju
amenoreju nakon terapije. Amenoreja se javlja u 30-70% Zena nakon primjene protokola
srednjeg rizika, te u manje od 20% kod primjene protokola niskog rizika. Neki primjeri protokola
visokog rizika su ciklofosfamid 5g/m? u Zena starijih od 40 godina, primjena CMF, CEF, ili
kombinacija ciklofosfamida, doksorubicina i fluorouracila (CAF) u 6 ciklusa kod Zena starijih od
40 godina, te protokoli koji sadrze prokarbazin. Primjer protokola srednjeg rizika je primjena
CMF, CEF, ili kombinacija citarabina, aklarubicin hidroklorida i faktora stimulacije rasta
granulocita (CAG) u 6 ciklusa kod Zena u dobi od 30-39 godina. Ukoliko je Zena mlada od 30

godina, a prima neke od gore navedenih protokola, spada u skupinu niskog rizika. (28)




3. Proces krioprezervacije

Krioprezervacija je proces zamrzavanja spolnih stanica, embrija i tkiva ¢ime se omogucuje
odrzavanje njihove vitalnosti tijekom duljeg vremenskog razdoblja. Prvi korak je hladenje od
temperature 37°C do vrlo niskih temperatura od -196°C. Nakon nekog vremenskog razdoblja
slijedi odmrzavanje ponovno na temperaturu od 37°C. Najveca prepreka ovog postupka je
uspjeSno odstranjivanje vode iz stanica bez uzrokovanja njezine smrti. Voda smrzavanjem
povecéava svoj volumen te moze dovesti do prsnuéa stanicne membrane te oStecenja organela
unutar stanice. Zbog toga je prile smrzavanja stanica potrebno vodu zamijeniti
krioprotektorom. Postoje permeabilni i nepermeabilni krioprotektori. Permeabilni krioprotektor
ulazi u stanice te §titi stani€ne organele od destrukcije pri zamrzavanju. Za razliku od njega,
nepermeabilni ostaje izvan stanice te istisne vodu iz nje procesom osmoze. Time se sprjeCava

formacija kristala leda.

Dvije su metode pomocu kojih se izvodi krioprezervacija. To su ,slow freezing“ i vitrifikacija.
~Slow freezing” je starija metoda kod koje se temperatura spusta polagano, za 0,3°C po minuti
do Zeljene temperature od -32°C. Nakon toga, uzorak se premjesta u tekuéi duSik na
temperaturu od -196°C. Kod vitrifikacije se temperatura spusta naglo, a najbitnija razlika prema
metodi polaganog zamrzavanja je u izbjegavanju stvaranja kristala leda. Za vitrifikaciju se
koriste permeabilni krioprotektori vecih koncentracija koji mogu biti potencijalno toksicni za

stanice. Za prevenciju stvaranja kristala leda bitno je brzo zamrzavanje. (1)



4. Onkofertilitetni postupci
4.1. Krioprezervacija embrija i oocita

4.1.1. Kontrolirana stimulacija jajnika

Krioprezervacija embrija i oocita su metode oCuvanja fertiliteta koje se smatraju standardnim
opcijama za pacijentice nakon puberteta, a kojima prijeti gubitak funkcije jajnika zbog
gonadotoksiCne terapije. (36) Zajednicki korak u obje metode je potreba za kontroliranom

stimulacijom jajnika.

Prije samog pocetka kontrolirane stimulacije jajnika veoma je vazno napraviti detaljan pregled
pacijentica. Uz utvrdivanje tipa tumora te njegovog stadija, od velike je znagajnosti znati
vrijeme koje je preostalo do poCetka terapije maligne bolesti. Takoder, da bi se za pacijenticu
moglo utvrditi da je dobar kandidat za ovu metodu procjenjuje se njezina ovarijska rezerva.
Ona se naj¢eSc¢e utvrduje brojem antralnih folikula, razinom AMH i folikulostimuliraju¢eg
hormona (FSH). (37) Smatra se da su razine AMH i broj antralnih folikula markeri koji mogu
najtocnije predvidjeti uspjeh in vitro fertilizacije (IVF). Daje se prednost AMH-u jer se njegove

razine ne mijenjaju tijekom ciklusa pa moze posluziti kao marker u bilo koje vrijeme. (38)

Kontrolirana stimulacija jajnika je metoda u kojoj se primjenom egzogenih hormona zeli postici
sinkronizirani rast i razvoj ve¢eg broja folikula. Time se omogucuje i veéi broj oslobodenih

zrelih oocita po jednom ciklusu. (39)

U procesu kontrolirane stimulacije jajnika koriste se gonadotropini, agonisti i antagonisti
gonadotropin-oslobadajuc¢eg hormona (GnRH, prema eng. gonadotropin releasing hormone).
Za konacnu indukciju ovulacije najéeSc¢e se koristi humani korionski gonadotropin (hCG, prema
eng. human chorionic gonadotropin ). Endogeni gonadotropini nastaju u stanicama hipofize, a
njihova osnovna funkcija je poticanje razvoja folikula. Takoder, potrebni su za sintezu hormona
u jajnicima. (39) Egzogeno primijenjenim gonadotropinima pokusSava se oponasati normalan
menstrualni ciklus i potaknuti folikule na rast i razvoj. Tijekom njihove primjene povecan je rizik
za pojavom preranog pika luteiniziraju¢eg hormona (LH) koji bi inducirao ovulaciju. Zbog toga
je vazna primjena agonista ili antagonista GnRH. Djelovanjem egzogeno primijenjenih
agonista u kontinuiranoj dozi dolazi do inhibicije djelovanja endogenih GnRH zbog smanjenja
broja njihovih receptora. Antagonisti GnRH imaju nekoliko prednosti pred agonistima. Oni
imaju direktan antagonisticki u€inak na receptore hipofize te dovode do brzeg pada
koncetracije gonadotropina. Zato je vrijeme njihove primjene kra¢e. Takoder, manja je pojava
sindroma hiperstimulacije, opasne ijatrogene komplikacije procesa stimulacije jajnika. Na kraju
ovog postupka, kada se dosegne zeljena zrelost folikula, intramuskularno se injicira hCG. On

je odgovoran za zavrSetak maturacije folikula te ovulaciju. (40)



Kod neplodnosti se najceSée primjenjuje standardni protokol stimulacije jajnika. On
podrazumijeva primjenu egzogenog FSH u ranoj folikularnoj fazi, nakon spontane
menstruacije. Egzogeni gonadotropini poc€inju se primjenjivati 2. ili 3. dan ciklusa te se
kontinuirano koriste kroz 9-14 dana. Kao $to je ve¢ spomenuto, prerano oslobadanje oocite
sprjeCava se prethodnom primjenom GnRH agonista u lutealnoj fazi prethodnog ciklusa u
trajanju od 2 tjedna, a koja dovodi do supresije jajnika. Osim GnRH agonista, u prevenciji
prerane ovulacije koriste se i GNnRH antagonisti koji se ne moraju koristiti prije primjene
gonadotropina jer se njihovom primjenom odmah smanjuje oslobadanje FSH i LH iz hipofize.
GnRH antagonisti se daju kad je promjer vodeceg folikula 12-14 mm &to se najCesSce dogada
Sestog dana stimulacije. Koristenjem GnRH antagonista skracuje se vrijeme procesa
stimulacije jajnika na 14 dana $to je velika prednost prema GnRH agonistima. (41) Nakon $to
vodeci folikul dosegne promjer 17-18 mm primjenjuje se hCG. Aspiracija oocita radi se 34 do

36 sati od vremena primjene hCG-a. (42)

Osim standardnog protokola postoji i random-start protokol. On je pogodniji za pacijentice koje
nisu u ranoj folikularnoj fazi ciklusa. Za razliku od standardnog ovaj se protokol zapocinje u
kasnoj folikularnoj ili lutealnoj fazi ciklusa. Time se omogucuje pocetak terapije maligne bolesti
u razmaku od 2 ili 3 tjedna od pocetka stimulacije $to je prednost u odnosu na standardni
protokol. (43) Mnogostruki valovi razvoja folikula tijekom menstrualnog ciklusa €ine temelj ovog
protokola. (41) Baerwald i sur. pratili su jajnike 50 zena transvaginalnim ultrazvukom tijekom
jednog interovulatornog stadija. Prilikom toga trazili su promjene u promjeru folikula te broju
folikula koji su jednaki ili ve¢i od 5 mm. Dosli su do zaklju¢ka da se tijekom menstrualnog
ciklusa pojavljuju veliki i mali valovi folikularnog razvoja. Dominantni folikul izabire se iz velikog
vala. (44) Zene tijekom menstrualnog ciklusa imaju dva ili tri vala folikulogeneze. Dakle, jedan
menstrualni ciklus ne rezultira samo razvojem jedne kohorte antralnih folikula kao $to su bila
prijasnja misljenja. (45)

Postoje dvile mogucénosti poCetka kontrolirane stimulacije jajnika gonadotropinima kod
pacijentica u kasnoj folikularnoj ili lutelnoj fazi. Prva mogucénost je poCetak stimulacije nakon
spontanog LH pika. Druga moguénost je nakon ovulacije potaknute primjenom GnRH agonista
ili hCG-a. Kod random-start protokola GnRH antagonisti, sliéno kao i u standardnom protokolu,
pocinju se koristiti u kasnijoj fazi ciklusa, odnosno nakon &to je promjer kohorte folikula veéi od
12 mm. Zada¢a GnRH antagonista je prevencija sekundarnog LH pika, a njihova primjena se
nastavlja do indukcije ovulacije GnRH agonistima ili hCG-om. Jedina iznimka je njegova
primjena u kasnoj folikularnoj fazi ukoliko promjer kohorte folikula dosegne 12 mm prije
spontanog LH pika. U tom slucaju, primjena GnRH antagonista kre¢ce odmah te se nastavlja

do indukcije ovulacije. (43)



Von Wolff i sur. radili su prospektivnu studiju u koju su ukljucili 40 pacijentica s malignim
bolestima. Bile su podijeljene u dvije skupine. Prvu skupinu €inile su pacijentice koje su primile
stimulaciju gonadotropinima u ranoj folikularnoj fazi, a u drugoj skupini stimulacija je pocela u
lutealnoj fazi. VaZznost ovog istrazivanja je u dokazivanju da se broj oocita dobivenih random-
start protokolom ne razlikuje statisticki zna€ajno od standardnog protokola. Takoder, poéetak
stimulacije nije utjecao na kvalitetu oocita. Ovaj protokol omoguéuje dobivanje dovoljnog broja
kvalitetnih oocita, a za razliku od standardnog protokola aspiracija oocita moguéa je unutar 2
tiedna od pocetka stimulacije. (46) Normalan razvoj folikula, dovoljan broj i dobra kvaliteta
aspiriranih oocita te uspje$na in vitro fertilizacija moguca je primjenom random-start protokola.
To ukazuje da razine progesterona u lutealnoj fazi te prisustvo zutog tijela nemaju negativnih

ucinaka na razvoj oocita tijekom ove metode stimulacije. (43)

Jos jedna opcija stimulacije jajnika prije terapije maligne bolesti je uzastopna stimulacija. Zene
s tumorom dojke obi¢no imaju 6 do 8 tjedana izmedu kirurS8kog zahvata i kemoterapije. Veoma
je vazno upoznati zene s mogucénostima oCuvanja fertiliteta da bi se Sto prije krenulo u taj
postupak. Ukoliko vrijeme to dozvoljava moze se uciniti uzastopna stimulacija jajnika. Ovom
metodom broj aspiriranih oocita te broj smrznutih embrija je statistiCki zna¢ajno povecan, nego
li u protokolu s jednim ciklusom stimulacije. (47) Uz to je vazno naglasiti da ne dolazi do
znacajnog pomaka pocetka terapije maligne bolesti te nije povecana incidencija sindroma

hiperstimulacije jajnika. (48)

U onkologiji se kao posebna skupina tumora navode tumori osjetljivi na djelovanje hormona.
Najces¢i tumor te skupine koji se javlja u Zena je tumor dojke. Postotak tumora dojke koji su
osjetljivi na hormone je do 60%. Odredivanje estrogenskih i progesteronskih receptora cCini
obavezni dio postupka obrade tih pacijentica. Vezanje hormona na te receptore pospjesuje

proliferaciju stanica tumora. (2)

Stimulacijom jajnika dolazi do rasta i razvoja veéeg broja folikula. To dovodi do povecane
proliferacije granuloza-stanica te njihove sve vecée brojnosti. (1) Granuloza-stanice sadrze
enzim aromatazu, a na svojoj membrani receptore za FSH. Vezanjem FSH aktivira se enzim
aromataza te se time androstendion pretvara u estradiol. (39) U normalnom menstrualnom
ciklusu vrSna koncentracija estradiola je 300 pg/ml dok u stimuliranom ciklusu ta vrijednost
doseze i 3000 pg/ml. (1) Stoga, postoji zabrinutost da bi stimulacijom ovulacije doslo do
poticanja daljnjeg rast tumora te povecanja smrtnosti. (1) Opcije oCuvanja fertiliteta u ovih
pacijentica su IVF nakon prirodnog ciklusa, primjena tamoksifena te primjena inhibitora
aromataze. Prednost treba dati kontoliranoj stimulaciji jajnika. IVF nakon prirodnog ciklusa

producira samo jednu oocitu i embrio, a uz to veoma Cesto dolazi do potpunog neuspjeha



metode. (49) Razvojem novih protokola koji smanjuju koncentraciju estradiola omogucuje se

stimulacija jajnika te mogucnost o¢uvanja fertiliteta i u ovoj skupini pacijentica.

Aromataza je enzim, citokrom P450, koji sudjeluje u pretvorbi testosterona i androstendiona u
estron i estradiol. Kodira ga gen CYP19 koji je jako zastupljen u granuloza-stanicama. Njegova
aktivnost ovisi o promjenama u koncentraciji gonadotropina. Osim u tkivu jajnika, pretvorba
androgena u estogene dogada se i u masnom tkivu i u tkivu dojke gdje se aromataza, takoder,
nalazi u poviSenim koncentracijama. (49) Inhibitori aromataze se vezu kompetativno za vezno
mjesto androstediona na aromatazi. (2) Posljedi¢no, primjenom inhibitora aromataze dolazi do
pada koncentracije estrogena. Prekida se inhibitorno djelovanje estrogena na hipotalamus i

hipofizu te razine gonadotropina poc¢nu rasti. (49)

Inhibitori aromataze mogu se koristiti za proces stimulacije jajnika. Poveéavaju broj uspjesnih
ovulacija jer potiCu rast folikula i induciraju ovulacije u Zena s anovulatornim ciklusima sa

sindromom policisti¢nih jajnika. (50)

Vaznost dodatka letrozola, kao inhibitora aromataze, u ovoj skupini pacijentica je u nizim
razinama koncentracije estradiola prema standardnom protokolu. Takoder, nema naglog
porasta njegove koncentracije prije ovulacije. Pri tome, ne dolazi do smanjenja broja
oslobodenih oocita i uspjesnih stopa njihove fertilizacije. (51) Oprez kod primjene letrozola ipak
je potreban kod mladih pacijentica sa sindromom policisticnih jajnika jer postoji veCa opasnost
vi8ih koncentracija estradiola. (42) Oktay i sur. svojim su istraZivanjem ukazali da se za isti broj
oocita smanijila primijenjena doza gonadotropina za 44%. (51) Medutim, ovi rezultati nisu
potvrdeni istrazivanjem Johnsona i sur. koji su koristili ve¢e doze gonadotropina u pacijentica
koje su primale letrozol. To se moze objasniti oslabljenim odgovorom jajnika na stimulaciju kod
pacijentica s tumorima osjetljivim na estrogen. (52) Postojanje BRCA-1 mutacije, takoder, se
moze povezati sa smanjenim odgovorom jajnika na stimulaciju kod ove skupine pacijentica.
Smatra se da te pacijentice i prije kemoterapije i/ili radioterapije imaju okultni gubitak funkcije
jajnika. (53)

Za indukciju ovulacije, kao i u ostalim protokolima, koriste se GnRH agonisti i hCG. Oktay i
sur. u svom su istrazivanju usporedivali u¢inke GnRH agonista i hCG-a kao okidaca ovulacije
u pacijentica koje primaju i aromatazni inhibitor. Njihovi rezultati pokazuju smanjeni porast
koncentracije estradiola u skupini pacijentica koje su primile GnRH agoniste $to dovodi do
manje opasnosti za stimulacijom estrogenskih receptora tumora. Osim te prednosti, broj zrelih
oocita te uspjeh njihove fertilizacije bio je bolji primjenom GnRH agonista. (54) Dakle, indukcija
ovulacije agonistima GnRH receptora, usporediva je s uspjehom hCG-a. lako je ukupni broj

aspiriranih oocita neovisan o izboru okida¢a ovulacije, primjenom GnRH agonista pospjeSuje
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se razvoj oocita te je rezultat toga povecani broj zrelih oocita te veéi broj krioprezerviranih

embrija u pacijentica s tumorom dojke. (55)

Zabrinutost zbog povecanog rizika za relapsom bolesti zbog kontrolirane stimulacije jajnika,
protokolom koji uklju¢uje FSH i letrozol, vjerojatno nije opravdana. Istrazivanjem kratkoroCnih
ucinaka, unutar dvije godine, nije doSlo do povec¢anja broja ponovno oboljelih prema
pacijenticama koje nisu bile uklju¢ene u postupak stimulacije jajnika. (56) Takoder, i nakon
duZeg vremenskog razdoblja od pet i pol godina nije dodlo do povecéane incidencije relapsa
bolesti. Smatra se da je primjena letrozola u protokolima stimulacije jajnika sigurna za primjenu

kod pacijentica s tumorima dojke te im omogucuje oCuvanje fertiliteta. (57)

Tamoksifen je lijek koji se takoder mozZe uvesti u protokol stimulacije jajnika kod Zena s
estrogen-pozitivnim tumorima. Prvi je otkriveni selektivni modulator estrogenskih receptora, a
djeluje kao njihov kompetitivni parcijalni agonist. (40) Prvi puta je upotrjebljen kod stimulacije
ovulacije u Zzena s anovulatornim ciklusima uz sli¢ne rezultate kao klomifen. (49) NatjeCe se
Zza vezno mjesto na estrogenskim receptorima zajedno s estradiolom. Svojim vezanjem
onemogucuje vezanje estradiola, a on sam nema ucinak. Osim svog antagonistickog

djelovanja, tamoksifen ima i agonisti¢ko djelovanje na neke organe kao $to su kosti i maternica.

(2)

Kod pacijentica s tumorom dojke, za stimulaciju ovulacije moze se koristiti tamoksifen tijekom
prirodnog ciklusa za IVF. Stimulacija tamoksifenom dovodi do boljih rezultata Sto
podrazumijeva veci broj zrelih oocita i embrija naprema ciklusima bez primjene tamoksifena.
(58) Jo$ su bolji rezultati primijec¢eni kod kombinacije tamoksifena s FSH u kontroliranoj
stimulaciji jajnika. Usporedujuéi ucinke letrozola i tamoksifena, ve¢a koncetracija estradiola je
kod metode stimulacije s tamoksifenom $to ukazuje na mogucu vecéu sigurnost primjene
letrozola. (42) Ipak, primjena tamoksifena smatra se sigurnom u pacijentica s tumorima
osjetljivim na estrogen unato€ viSim koncentracijama estradiola. Ta sigurnost proizlazi iz
¢injenice antagonisti¢kog djelovanja tamoksifena na receptore prisutne na stanicama tkiva

dojke te time inhibicije u€inka estradiola na rast tumora. (49)

Rezultati viSe istrazivanja doveli su do razli€itih zaklju€aka uspjesnosti kontrolirane stimulacije
jajnika u pacijentica s malignim bolestima. Robertson i sur. u svom su istrazivanju u obje grupe
pacijentica, s i bez maligne bolesti, koristili iste doze gonadotropina bez razlika u odgovoru
jajnika na stimulaciju. Broj aspiriranih oocita te embrija bio je podjednak u obje skupine. (59)
Razliku u dozi gonadotropina, broju dana potrebnih za stimulaciju i broju aspiriranih oocita nisu
pronasli ni Almong i sur. u svom istraZivanju. Zaklju€ak i ovog istrazivanja bio je da prisutnost
maligne bolesti ne utje€e na odgovor jajnika na kontroliranu stimulaciju. (60) Uspjeh

krioprezervacije embrija s kasnijim transferom usporediv je s Zenama koje nemaju malignu
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bolest. Takoder, uspjeh trudnoca te broj zZivorodene djece ne bi se trebao razlikovati u ove
dvije skupine pacijentica. (61) Medutim, istrazivanje Dominga i sur. pokazalo je drugacije
rezultate. Broj oocita kod pacijentica s malignom boleS¢u bio je maniji $to je posljedica slabije
aktivacije jajnika na stimulaciju. Postoji moguénost da maligna bolest i prije kemoterapije i/ili
radioterapije dovodi do smanjenja ovarijske rezerve. (62) Uz to, u pacijentica s malignom
boleS¢u broj nezrelih oocita dobivenih aspiracijom je veéi. To moze biti rezultat pokusaja

lijie€nika da aspiriraju $to viSe oocita, ukljuujuci i malene folikule. (52)

Tijekom procesa stimulacije ovulacije gonadotropinima mozZze do¢i do sindroma
hiperstimulacije jajnika. Sindrom hiperstimulacije dijeli se na blagi, srednje teski te teski,
ovisno o veli€ini jajnika izmjerenoj transvaginalnim ultrazvukom te tezini simptoma. Pod blagim
sindromom podrazumijeva se veli¢ina jajnika do 5x5 cm uz blagu do srednju nelagodu
abdomena. Veli¢ina jajnika 12x12 cm uz srednju do jaku nelagodu abdomena spada u srednje
teSki sindrom hiperstimulacije. Najtezi stupanj ove komplikacije se opisuje povecanjem jajnika
vide od 12x12 cm uz pojavu ascitesa. Kod nekih pacijentica dolazi i do hidrotoraksa,
poremecaja elektrolita te hemokoncentracije. (54) Svaka komplikacija vezana uz o€uvanje
fertiliteta dovodi do odgode terapije maligne bolesti. Takoder, moze rezultirati neuspjehom
ciklusa stimulacije bez aspiriranih oocita. Posto pacijentice prije pocetka kemoterapije ifili
radioterapije naj¢eSce nemaju viSe prilika za protokole stimulacije, treba smanijiti rizik pojave
ove komplikacije. Smanjena incidencija ovog opasnog sindroma uocila se prilikom primjene
GnRH agonista kao okidaca ovulacije u usporedbi s hCG-om. (55) Moguce objasnjenje
zastitne funkcije GnRH agonista je uzrokovanje LH pika koji ima kraci poluzivot $to rezultira
brzim uniStenjem Zzutog tijela. Zbog toga, dolazi do oslobadanja nizih razina vazoaktivnih
peptida koji ¢ine zna€ajan dio patofizioloSkog lanca nastanka sindroma hiperstimulacije. (63)
Ipak, primjena GnRH agonista moze rezultirati neuspjelom indukcijom ovulacije. (43)
Ocekivani rizik je izmedu 1.4 i 3,5%. (64) To se moze sprijeCiti ve¢im dozama GnRH agonista
ili se njima moze dodati hCG. (43)

4.1.2. Krioprezervacija embrija

Krioprezervacija embrija je najduze koristena metoda oCuvanja fertiliteta. Prva trudnoc¢a nakon
transfera embrija, koji je bio krioprezerviran, datira u 1983. godinu. Ipak, trudnoc¢a nije bila
uspjeSna te je nakon 24 tjedna zavrSila mrtvorodentem. (65) Prva uspjeSna trudnoca je
rezultirala rodenjem blizanaca nakon krioprezervacije embrija godinu dana kasnije, 1984.
godine. (66) Kod krioprezervacije embrija stopa zivorodene djece na jedan transfer je 30-40%
u SAD-u. To je neSto niza stopa nego nakon krioprezervacije oocita. (67) lako se smatra

standardnom metodom, ima svojih ograniCenja. To je potreba za muskim partnerom ili
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donorom sperme za IVF, te vrijeme potrebno za njezino provodenje $to u nekih pacijentica nije

moguce zbog potreba terapije maligne bolesti. (68)

Metode krioprezervacije embrija su ,slow freezing® i vitrifikacija koja u posljednje vrijeme
pokazuje bolje rezultate od sporog smrzavanja. Nakon otapanja embrija, oni smrznuti
vitrifikacijom imaju bolje prezivljenje nego li oni metodom sporog smrzavanja. Takoder,
vitrifikacija ima pozitivan ucinak na uspje$nost implantacije, odnosno postotak trudnoéa po

transferu embrija visi je nakon vitrifikacije. (69)

Tijekom razdoblja pracenja (od 15 godina) kod 5 pacijentica nakon izlje¢enja bolesti embriji su
preneseni u maternicu. Transferi su rezultirali s dvije uspjeSne trudnoc¢e, odnosno stopa
zivorodene djece bila je 22%. (70) Usporedbom pacijentica kod kojih je napravijen transfer
prethodno smrznutih embrija i kontrola kojima je transfer napravljen odmah nakon IVF-a nema
razlike u stopama trudnoée po transferu. Tako je stopa trudnoce po transferu u skupini
pacijentica s smrznutim embrijima 37% naprema 43% kod kontrolne skupine. Takoder, postoci
zivorodene djece po transferu su bez velikih odstupanja, kod metode krioprezervacije to je
30%, a kod kontrolne skupine 32%. (61) Uspjeh krioprezervacije embrija mozemo vidjeti i kroz
istraZivanje Dolmansa i sur. Kod devet Zena obavljen je transfer embrija pri ¢emu je doslo do
6 uspjesnih implantacija, ali su dvije zavrSile spontanim pobacajem. Prema tome, postotak
zivorodene djece po pacijentici je bio 44% $to se ne razlikuje zna€ajno prema opc¢oj populaciji.
Ovi rezultati pokazuju da dugorona krioprezervacija nema negativnih ucinaka na kasnije

rezultate te je sigurna metoda za oCuvanije fertiliteta. (71)
4.1.3. Krioprezervacija oocita

Americko druStvo za reproduktivnu medicinu, 2012. godine, donijelo je odluku da se
krioprezervacija oocita smatra standardnom metodom oCuvanja fertiliteta, odnosno da se vise
ne smatra eksperimentalnom. (72) Do 2012. godine pomocu krioprezervacije oocita rodeno je
preko 1000 djece. Ova se metoda svojim konstantnim napretkom i uspje$nim rezultatima ¢ini

pogodnim izborom kao metoda oCuvanja fertiliteta. (73)

Kod pocetka postupka krioprezervacije oocita nije potreban muski partner, odnosno donor
sperme $to je velika prednost u odnosu na krioprezervaciju embrija. Time se osigurava veca
autonomija Zzene te se mogu izbjeci problemi vezani uz eti¢ka, moralna i zakonska pitanja, kao

Sto uciniti u slu€aju rastave partnera s oplodenim smrznutim embrijima. (68)

Oocite se mogu zamrznuti metodom vitrifikacije ili 'slow freezing'. Rezultati pokazuju da se
primjenom vitrifikacije pove¢ava Sansa prezivljenja oocita te da su bolji rezultati fertilizacije.
(74) Mnoge klinike Sirom svijeta uvele su vitrifikaciju kao metodu izbora za smrzavanje oocita.

(75) Jos jedna pozitivha strana ove metode je 5to ne dovodi do poveéanog rizika za razvojem
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aneuploidija u embrija. (76) Zbog dobrih klini¢kih ishoda, vitrifikacija se danas smatra metodom

izbora kod krioprezervacije oocita. (75)

Kod metode krioprezervacije oocita poseban je problem njihova osjetljivost na postupak
smrzavanja to se pripisuje njihovoj velikoj veli€ini. Osim toga, oocita je stanica bogata vodom.
Smanjeno prezivlienje oocite tijekom smrzavanja objaSnjava se unutarstani€nom
kristalizacijom, promjenama u zoni pellucidi te u mejotickom diobenom vretenu. (1) Unato¢
mogucim osteéenjima, prema istrazivanju Rienzi i sur. uspjeh fertilizacije i razvoja embrija bio
je bez znacajnih razlika izmedu skupine pacijentica sa smrznutim oocitama i skupine
pacijentica kod kojih je fertilizacija oocita bila odmah nakon aspiracije. (77) Nisu primijeCene
velike razlike ni u broju uspjeSnih trudno¢a koje su rezultirale rodenjem zivog djeteta. Po
jednom transferu embrija bilo je 45,8% zZivorodenih. (78) Pozitivni rezultati primijeéeni su i kod
pacijentica koje su odabrale metodu krioprezervacije oocita za ocuvanje fertiliteta prije
gonadotoksi¢ne terapije. Martinez i sur. prikazom serije sluajeva prikazuju uspjeh ove
metode. Nakon ucinjena 11 embrio transfera do$lo je do 4 uspjesne trudnoce koje su rezultirale
zivom djecom u terminu i s tezinom normalnom za gestacijsku dob. Takoder, tijekom trudnoce

kod ove Cetiri pacijentice nije doslo do nikakvih komplikacija. (79)

Smatra se da se promjene u mejotickom diobenom vretenu vjerojatno ispoljavaju samo kod
stanica koje se dijele. Tada djelovanjem fenomena 'sve ili ni§ta' dolazi do propadanja
nenormalnih stanica. Zbog toga nema razvoja embrija koji nisu kvalitetni, odnosno onih koji
imaju mogucu aneuploidiju, do stadija blastociste ¢ime se moze objasniti manji broj blastocista
kod ove metode. Unato€ tome, broj uspjesnih implantacija i broj Zivorodene djece usporediv je
s rezultatima blastocista koje su dobivene nakon fertilizacije svjeZih oocita. Ne dolazi do
povecéanog rizika za pojavom anomalija nakon dugoroCne krioprezervacije oocita (srednja
duljina razdoblja krioprezervacije je bila 3,5godina). (80) Dakle, u djece rodene nakon
smrzavanja i otapanja oocita nema povecanja abnormalnosti kromosoma ili poremecaja
razvoja u usporedbi s djecom rodenom nakon fertilizacije svjezih oocita. (67) Primijeceno je
da 1,3% djece rodene nakon oocitne krioprezervacije ima kongenitalne anomalije od ukupno
936 zive djece rodene ovom metodom. To je u skladu s postocima anomalija nakon spontanih

trudnoéa u populaciji $to potvrduje sigurnost metode smrzavanja oocita. (81)

4.2. Krioprezervacija tkiva jajnika

Krioprezervacija i transplantacija tkiva jajnika eksperimentalna je metoda o€uvanja fertiliteta
koja se mozZe izvoditi samo u posebnim centrima sa stru€njacima iz tog podrucja. (36) Vazna

znaCajka ove metode je ocCuvanje i endokrine funkcije jajnika nakon krioprezervacije i
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transplantacije. Stoga, uspjes$no izvodenje ove metode dovodi do velikog poboljSanja kvalitete

zivota u pacijentica. (82)
4.2.1. Indikacije

Postoji nekoliko indikacija za primjenu krioprezervacije tkiva jajnika. PreporuCuje se kod
pacijentica koje moraju hitno zapoceti s gonadotoksi€énom terapijom svoje maligne bolesti te
stoga nisu pogodne za stimulaciju jajnika. (83) Kako kod ove metode nije potrebna stimulacija
jajnika, te pacijentice ne moraju biti spolno zrele, ova metoda oCuvanja fertiliteta se moze
koristiti kod djevojcica kod kojih jo$ nije zapoCeo pubertetalni razvoj. To je vjerojatno jedina
opcija u zenske djece za ocCuvanje fertiliteta. (36) Pacijenticama s tumorima osjetljivim na
estrogen, zbog mogucéih opasnosti stimulacije jajnika, takoder se moze preporuciti ova metoda
oCuvanja fertiliteta. (84) Osim kod malignih bolesti, moze se koristiti i kod pacijentica s
benignim hematoloskim bolestima, a kojima je potrebna autologna transplantacija koStane srzi.
(85) Koristi se i u benignim stanjima s velikim rizikom za pojavom prijevremenog gubitka
funkcije jajnika kao $to su benigna cista jajnika, endometrioza, Turnerov sindrom, pozitivha
anamneza pojave rane menopauze. (86) Ova metoda koristila se €ak i u pacijentice s
recidiviraju¢im torzijama jajnika $to ukazuje da se indikacije za ovu metodu o€uvanja fertiliteta

proSiruju kroz vrijeme. (87)
4.2.2. Postupak za krioprezervaciju tkiva jajnika

Jajnik se sastoji od kore i srzi. U kori jajnika smjesteni su folikuli s oocitama, dok se u srzi

jajnika nalazi gusta mreza krvnih zila. (88)

Primordijalni folikulu rezistentniji su na ozljede nastale postupkom krioprezervacije u odnosu
na zrele oocite. Karakterizirani su malom veli¢inom, sporim metabolizmom te ne postojanjem

zone pellucide $to ih vjerojatno Cini izdrzljivijima. (89)

Prije zapoc€injanja terapije maligne bolesti potrebno je kirursSki odstraniti tkivo jajnika, Sto se
najcesc¢e Cini laparoskopski, ali moguce je uciniti i mini-laparotomiju. Tkivo jajnika mozZe se
uzeti usporedno s postupkom transpozicije jajnika ukoliko je transpozicija indicirana. Uzimaju
se rezovi debljine 0,3-2 mm koji se potom zamrzavaju. (84) Za zamrzavanje tkiva jajnika na
raspolaganju su ,slow freezing“ i vitrifikacija kao i kod dvije prethodno opisane metode

oCuvanja fertiliteta. (90)
4.2.3. Ortotopitna autotransplantacija

Dvije su moguc¢nosti autotransplantacije tkiva jajnika nakon izlijeéenja bolesti, ortotopi¢na i

heterotopi¢na.
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Kod ortotopi¢ne autotransplantacije tkivo jajnika smjesta se u podrucje peritonealne Supljine.
Pri tome se tkivo jajnika moze transplantirati na srz jajnika, ovarijsku fosu ili Siroki ligament
maternice. (91) Ukoliko se komadici tkiva jajnika odluée transplantirati na postojeéi jajnik, prvo
se mora odstraniti korteks kako bi se omogucio pristup srzi jajnika. Ona sadrzi krvne Zile
potrebne za reimplantaciju i normalan razvoj autotransplantiranih komadi¢a tkiva jajnika. (92)
Perfuzija unutar jajnika moze biti adekvatna za prezivljenje tkiva jajnika i u slu¢ajevima kada
je postojedi jajnik atrofian kao rezultat terapije maligne bolesti. (93) Vra¢anjem tkiva jajnika u
njegov prirodan polozaj i okolinu povetava se $ansa za povratkom njegove normalne
endokrinoloske i reproduktivne funkcije te normalnog razvoja primordijalnih folikula u korteksu.
(84) Ukoliko nakon ortotopiCne autotransplantacije primordijalni folikuli nastave svoj razvoj,
postoji mogucnost trudnocée prirodnim putem, odnosno bez koriStenja IVF-a. Preduvjet za
spontanu trudnocéu su neosteceni jajovodi. Potrebno je priCekati izmedu 4,5 i 5 mjeseci nakon
autotransplantacije do prvog vidljivog folikula. (94) Duljina ovog razdoblja objasSnjava se
normalnim razvojem primordijalnih folikula do stadija antralnih folikula €iji razvoj na kraju

rezultira ovulacijom. (95)

Pacijentica, kojoj je u€injena obostrana salpingo-ooforektomija, bila je prvi primjer uspjesne
ortotopiCne autotransplantacije nakon krioprezervacije tkiva jajnika 2000. godine. Primjenom
egzogenog gonadotropina potaknula se folikulogeneza te ovulacija, ali nije uslijedila trudnoca.
(96) Prvi primjer uspjeSne trudno¢e nakon ortotopi¢ne autotransplantacije bio je 2004. godine
kod pacijentice izlijeCene od Hodgkinovog limfoma stadija 4. 11 mjeseci nakon

autotransplantacije potvrdena je trudnoca koja je rezultirala rodenjem zivog djeteta. (97)

Ova je metoda rezultirala rodenjem 42 djece bez povecane incidencije spontanih pobacaja ili
kongenitalnih malformacija prema opc¢oj populaciji. (90) Ipak, tek 2015. godine Demeestere i
sur. prikazuju klini¢ki slu¢aj rodenja zivog djeteta nakon krioprezervacije tkiva jajnika u

djetinjstvu, kod djevoj€ice prije nastupa menarhe. (98)
4.2.4. Heterotopi¢na autotransplantacija

Heterotopi€na autotransplantacija podrazumijeva reimplantaciju tkiva jajnika u podrucja izvan
zdjeli¢ne Supljine. Tkivo jajnika mozZe se transplantirati u potkoZno tkivo podlaktice te trbusni
zid. (73) KirurSki je manje zahtjevna metoda te se indicira ukoliko ortotopi¢na
autotransplantacije nije moguc¢a. Nakon radioterapije zdjelicne Supljine postoji mogucnost
nastanka postoperativnih priraslica te se u tom slu¢aju preporu€uje autotransplantacija tkiva
jajnika na heterotopiéno mjesto. (99) Olaksan je i postupak uklanjanja ili zamjene tkiva
presatka ukoliko je to kasnije potrebno. (100) Stoga, kada se oCekuje brzi gubitak funkcije
presatka, a time se javi i potreba za ponavljajuéim presadivanjem tkiva, bolja opcija je

transpantacija na heterotopi¢no mjesto. (101) Nedostatak heterotopitne autotransplantacije je
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nemogucnost spontane trudnoce te je za nju potreban IVF. (102) Smjestaj presatka blize
povrsini tijela omogucuije lakSe pracenje razvoja folikula ultrazvukom. Tijekom procesa razvoja
folikula dolazi do povec¢anja volumena presatka $to se ponekad moze vidjeti na samoj povrsini

tijela. Postupak aspiracije oocita prije IVF-a time je olakSan. (100)

Prepreka kod ove metode je pitanje primjerenog mjesta za transplantaciju presatka. Veoma je
vazno da to mjesto bude dobro vaskularizirano ¢ime se skracuje interval hipoperfuzije tkiva
koja dovodi do njegovog propadanja. Osim vaskularizacije, za prezivljenje presatka bitan je i
okoli§ u koji je premjesten. Razlike u temperaturi, tlaku, citokinima, faktorima angiogeneze,
hormonalnom okruzenju u odnosu na njegov prirodni polozZaj u tijelu mogu dovesti do prekida

njegovog razvoja. (101)

Stern i sur. prikazom klini€kog slu€aja potvrduju moguénost trudno¢e nakon heterotopi¢ne
autotransplantacije. To je prva takva dokumentirana trudnoéa. Pacijentici je tkivo jajnika
transplantirano na podrucje prednjeg trbusSnog zida. Blizanacka trudnoc¢a, metodom IVF-a, bila
je uspjeSna nakon drugog postupka autotransplantacije tkiva jajnika. Ovaj slu€aj potvrduje
korisnost ove metode u oCuvaniju fertiliteta te daje mogucnost povratka funkcije jajnika ukoliko

ortotopiCna autotransplantacija nije moguca za izvodenje. (103)

Do povratka endokrine funkcije tkiva jajnika dolazi i nakon heterotopi¢ne autotransplantacije.
U svojem istrazivanju Kim je pratio razvoj endokrine funkcije u pet zena nakon heterotopicne
autotransplantacije. Prije same transplantacije razine hormona bile su postmenopauzalnih
razina te su se pacijentice Zalile na simptome menopauze, ponajvise na valove vrucine.
Vrac¢anje endokrine funkcije primijeCeno je nakon 12-20 mjeseci nakon transplantacije
praéenjem razine estradiola i FSH-a, a odrzala se sljedeéih 3-6 mjeseci. Nakon druge
transplantacije doslo je do brzeg vra¢anja endokrine funkcije, a uz to je produzeno i njezino
trajanje. Istrazivanje ukazuje na uspjesnost heterotopiéne transplantacije u o€uvanju i vracanju
endokrine funkcije jajnika. Trajanje endokrine funkcije bilo je razliCito kod pacijentica u

ovisnosti o broju folikula koji su se nalazili u presadenom tkivu jajnika. (104)
4.2.5. Transplantacija cijelog jajnika

Zbog osjetljivosti tkiva jajnika na ishemiju pokusali su se pronaci i drugi nacini transplantacije
¢ime bi se omogucila brza reperfuzija presatka. Kao jedno od rjeSenja ponudila se metoda
autotransplantacije cijelog jajnika. (105) Uz to, ova metoda se preporuc€uje pacijenticama s

velikim rizikom potpunog gubitka funkcije nakon agresivne terapije maligne bolesti. (84)

Pocetak ovog postupka sastoji se u odstranjenju jajnika zajedno s njegovom vaskularnom

peteljkom laparotomijom ili laparoskopski. Preporu¢ena veli€ina te vaskularne peteljke je vise
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od 5 cm infudibulopelviénog ligamenta. (106) Nakon kirurS§kog postupka radi se krioperfuzija

tkiva te se tkivo zamrzne metodom ,slow freezing-a“ ili vitrifikacijom. (107)

Kod transplantacije cijelog jajnika, za razliku od transplantacije komadi¢a tkiva jajnika, odmah
dolazi do revaskularizacije presatka. Time se sprje€ava pojacani gubitak folikula uzrokovan
produzenom ishemijom. (105) PoboljSanom revaskularizacijom o€ekuju se pozitivni rezultati
dugotrajnog prezivljenja presatka te time dugotrajnije odrzavanje njegove funkcije. (108)
Martinez i sur. su u svojem istrazivanju pratili moguce efekte zamrzavanja i odmrzavanja
jajnika na njegovo prezivljenje. Nije primije¢eno pojacano propadanje primordijalnih i primarnih

folikula te nije doSlo do oStecenja stanica strome i krvnih zila. (109)

Ipak, ova metoda ima i neke negativne strane. Moguc je nastanak ishemijsko-reperfuzijske
ozljede te je jedna od komplikacija ove metode nastanak tromboze na podrucju anastomoze
koja uzrokuje akutnu ishemiju. (108) Problem se javlja i kod postupka zamrzavanja jer je teSko
posti¢i adekvatnu koncentraciju krioprotektanta u svim stanicama jajnika. (105) Prema
autotransplantaciji komadic¢a tkiva jajnika, ova metoda ima povecan rizik ponovnog prijenosa
malignih stanica koje su zaostale na podrudju srZi jajnika, posebice u pacijentica oboljelih od
limfoma. (108)

Uspjesi autotransplantacije cijelog jajnika, kao metode ocuvanja fertiliteta, su ograniceni iz
nekoliko razloga. Neadekvatan postupak krioprezervacije, mala arterija ovarica te prekratka
vaskularna peteljka mogu biti uzrokom osteéenja jajnika. Takoder, moze doc¢i do dehiscencije
anastomoze. Ukoliko se ugrozi preZivljenje jajnika, ova metoda ne pruza moguénost za

ponovnu autotransplantaciju. (110)

Za sada nema uspjeSne trudnoce nakon krioprezervacije i transplantacije cijelog jajnika. (90)
Ipak, postoji sluCaj uspjeSne trudnole nakon presadivanja cijelog svjezeg jajnika nakon

transplantacije uCinjene izmedu jednojaj¢anih blizanki. (111)

Zbog nedostatka primjerenih naéina oluvanja funkcije cijelog jajnika nakon postupka
krioprezervacije i transplantacije, autotransplantacija tkiva jajnika ima prednost kao metoda
oCuvanja fertiliteta. Osim veé¢ navedenih negativnih strana, joS se mozZe dodati puno
kompleksniji kirurski zahvat kod transplantacije cijelog jajnika, a i duze vrijeme potrebno za

oporavak ovih pacijentica. (112)
4.2.6. Razlozi propadanja folikula

Unaprjedenje krioprezervacije tkiva jajnika kao metode o€uvanja fertiliteta ovisi i o uspjesSnosti
vaskularizacije presatka nakon transplantacije. Tokom razdoblja neovaskularizacije moze doc€i
do apoptoze i viSe od 50% primordijalnih folikula. Razlog za to se moze naci, osim u

nedovoljnoj opskrbi tkiva krvlju i time u hipoksiji, u prevelikom broju primordijalnih folikula koji
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pocinju svoj razvoj istovremeno nakon transplantacije. (113, 114) To nije normalna fizioloSka
pojava te je primije¢ena razlika u stupnju razvoja granuloza-stanica i oocita $to dovodi do
pojaCane apoptoze folikula. (115) Ve¢ je spomenuta prednost transplantacije cijelog jajnika.
Kod krioprezervacije cijelog jajnika odmah nakon transplantacije i anastomoze vaskularne
petelike s krvnim Zilama dolazi do perfuzije. Time se smanjuje rizik propadanja primordijalnih
folikula. (105) Prezivljenje folikula pokus$alo se poboljSati i primjenom faktora angiogeneze, kao
i antiapoptoti¢nim faktorima. (116) Tijekom istrazivanja ucinkovitosti sfingozin-1-fosfata, kao
faktora angiogeneze, Soleimani i sur. koristili su ksenotransplantaciju tkiva jajnika u misa.
Zakljucili su da sfingozin-1-fosfat pospjeSuje neovaskularizaciju tkiva jajnika te smanjuje
odumiranje tkiva. (117) Takoder, mezenhimalne matiCne stanice poti€u neovaskularizaciju
tkiva jajnika te pospjeSuju prokrvavljenost presatka u istraZivanju provedenom nakon
ksenotransplantacije tkiva jajnika u misa. To je jo$ jedan nacin koji bi u budu¢nosti mogao

dovesti do boljeg uspjeha transplantacije jajnika kao metode o€uvanja fertiliteta. (118)
4.2.7. Prednosti

lako se krioprezervacija tkiva jajnika jo$ uvijek smatra ekperimentalnom, vazno je napomenuti
da je rezultirala s 60 Zivorodene djece. (119) Kao $to je ranije prikazano, postoji nekoliko
prednosti krioprezervacije tkiva jajnika prema ostalim metodama oCuvanja fertiliteta. Za razliku
od metoda krioprezervacije embrija i oocita nije potrebno odgadati poCetak terapije maligne
bolesti posto nije potrebna stimulacija jajnika. Krioprezervacija tkiva jajnika jedina je metoda
koja se moze koristiti kod djevoj€ica prije puberteta. (90) Znacajna prednost prema ostalim
metodama je i ponovna funkcija jajnika kao endokrinoloskog organa u gotovo svih Zena, a koja
potraje otprilike 5 godina. (92) Ovom metodom odgada se poCetak menopauze u ovoj skupini
pacijentica. (120) Razdoblje tijekom kojeg transplantirano tkivo odrzi svoju funkciju ovisi o broju
folikula koji su prezivjeli proces krioprezervacije i autotransplantacije. (101) Osim ve¢
spomenute ishemije koja dovodi do propadanja folikula, vazan ¢imbenik je i dob pacijentice
koja utje€e na broj folikula na samom pocetku postupka. (101) Smatra se da postoji veca ansa
za uspjeh krioprezervacije tkiva jajnika u Zenske djece zbog vece startne brojnosti

primordijalnih folikula u korteksu njihovih jajnika. (121)

Anderson i sur. prikazom slu€aja pokazuju sposobnost povratka folikularnog razvoja, nakon
transplantacije manjeg broja smrznutih i otoplienih komadiéa tkiva jajnika, koji rezultira
ovulacijom. Pacijentica je rodila troje djece, od €ega je samo kod prve trudnoce koriStena blaga
stimulacija jajnika, a druge dvije trudnoce su bile spontane. Vazno je naglasiti da je rodenje
treCeg djeteta bilo gotovo 6 godina nakon transplantacije. To potvrduje moguénost dugoro¢nog

oCuvanja funkcije jajnika te ponovni razvoj folikula koji mogu rezultirati spontanom trudno¢om.
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(120) Ostavljanjem dijela tkiva jajnika joS uvijek zamrznutim, omogucuju se ponovne

transplantacije ¢ime se mogu ponovno otkloniti znakovi i simptomi menopauze. (86)

UspjesSna stimulacija puberteta jos je jedna znaCajka ove metode. Ernsta i sur. prikazali su tu
mogucnost kod djevoj€ice Ciji su jajnici izgubili funkciju zbog agresivne kemoterapije i
radioterapije Ewingovog sarkoma. Cetiri i pol godine nakon terapije sarkoma djevojéica, u dobi
od 13.5 godina, bila je bez znakova povratka bolesti. Zbog nedostatka pubertetalnog razvoja,
odluc¢eno je transplantirati dva komadica tkiva jajnika na podrucje preostalog. Godinu dana
poslije djevojcica je dobila menarhu. Pomoéu transabdominalnog ultrazvuka prikazan je i
razvoj folikula do antralnog stadija. Takoder, pocela je razvijati sekundarne spolne
karakteristike do stadija Tanner B4 i P3. Ovo je prvi klini¢ki prikaz koji dokazuje uspjeSnost
indukcije puberteta pomoc¢u autotransplantacije tkiva jajnika. Razvoj folikula i proizvodnja

spolnih hormona dokazuje povratak endokrine i reproduktivhe sposobnosti jajnika. (122)
4.2.8. Nedostaci

S druge strane, postoji nekoliko negativnin strana krioprezervacije te potom
autotransplantacije tkiva jajnika. Jedan od nedostataka je potreba za invazivnim kirurskim
zahvatima. (107) Drugi problem je Sto transplatirano tkivo jajnika samo tijekom odredenog
razdoblja zadrzava svoju endokrinolosku i reproduktivnu funkciju. (120) Najveca opasnost ove
metode oCuvanja fertiliteta je prisustvo malignih stanica u jajniku te moguc¢nost ponovne pojave
bolesti nakon reimplantacije. (123) U Zena reproduktivhe dobi vecina tumora ne metastazira
u jajnik. Povecani rizik ponovnog presadivanja malignih stanica s tkivom jajnika postoji kod
pacijentica s leukemijom, Burkittovim limfomom te kasnim stadijima karcinoma dojke i kolona.
(100) Najveéi rizik prijenosa malignih stanica s transplantiranim tkivom jajnika postoji kod
leukemije u odnosu na ostale maligne bolesti. Ipak, taj rizik se smatra malim kada se
krioprezevacija tkiva jajnika radi u razdoblju remisije bolesti. Postojanje Sanse za prijenosom
malignih bolesti smatra se kontraindikacijom za provodenjem ove metode oCuvanja fertiliteta,
posebice u pacijentica oboljelih od leukemije. (123) Autopsijom je potvrdeno prisustvo malignih
stanica u 8-55% zena mladih od 40 godina, a koje su oboljele od razli€itih vrsta malignih tumora
(leukemija, limfom, karcinom Zeluca, tumor dojke, tumor maternice, karcinom pluca i kolona).
(124)

Opasnost prijenosa malignih stanica naglasava vaznost detaljne analize i njihove detekcije u
izvadenom tkivu jajnika prije i poslije krioprezervacije. To ukljuuje detaljnu histolosku analizu
te biomolekularne i imunohistoloSke metode. (125) Svojim istraZivanjem Rosendahl je ukazao
na vaznost primjene lanfane reakcije polimeraze (PCR, prema eng. polymerase chain
reaction) za detekciju malignih stanica unutar jajnika prije transplantacije. Imunohistoloske

metode kod pacijentica s leukemijom nisu detektirale maligne stanice, za razliku od PCR-a.
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lako se PCR smatra senzitivnom metodom, uspjeh detekcije malignih stanica veoma ovisi o
kvaliteti uzorka. (126) Jos jedan nedostatak ove metode je nespecifiénost rezultata, odnosno
pozitivan rezultat PCR-a potvrduje prisustvo malignih stanica, ali ne govori o njihovom
stvarnom potencijalu da uzrokuju ponovnu pojavu bolesti. U posljednje vrijeme, zbog
nedostataka ovih metoda, poCela se razvijati tehnika ksenotransplatacije. Dijeli¢i tkiva jajnika
transplantirani su u imunodeficijentne Zivotinje te se nakon vremena potrebnog za razvoj

bolesti evaluiraju s ciliem pronalaska malignih stanica. (127)

Prema Dolmansu maligne bolesti podijeliene su u tri razreda ovisno o riziku postojanja

malignih stanica u tkivu jajnika (Tablica 3).(123)

Krioprezervacija i transplantacija tkiva jajnika ne bi smjela biti metoda izbora za oCuvanje
fertiliteta u skupini pacijentica koje su oboljele od malignih bolesti sa srednje visokim i visokim

rizikom postojanja metastaza u jajniku.

IstrazivaCi pokuSavaju naci nacin da se i ovim pacijenticama ispuni Zelja za maj¢instvom u
buduénosti. (128)

Tablica 3. Rizik postojanja metastaza u jajniku ovisno o vrsti maligne bolesti (modificirano
prema ref. 124)

Rizik prisutnosti malignih stanica u ovisnosti o vrsti maligne bolesti

Visok rizik Srednji rizik Nizak rizik
Leukemija Tumor dojke(4.stadij) Tumor dojke(1.-2.stadij)
Neuroblastom Karcinom kolona Karcinom vrata
. . ) maternice  skvamoznih
Burkittov limfom Adenokarcinom vrata
) stanica
maternice

Hodgkinov limfom
Non-Hodgkinov limfom d

Nongenital

Ewingov sarkom _
rabdomiosarkom

Wilmsov tumor

Moguca opcija ouvanja fertiliteta kod pacijentica oboljelih od leukemije je in vitro maturacija
(IVM) nezrelih oocita. (123) Ta metoda prevladava problem prijenosa malignih stanica u ovoj
skupini pacijentica. Kod ove metode folikuli rastu u in vitro uvjetima, a rezultiraju sa zrelim

oocitama koje se naknadno mogu oploditi. Za razliku od krioprezervacije tkiva jajnika, ne radi
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se reimplantacija tkiva pa nema bojazni za prijenosom stanica tumora. (129) Takoder, IVM
nezrelih oocita je primjerena i za pacijentice s tumorom jajnika. Pacijentici, kod koje je
stimulacija jajnika i krioprezervacija tkiva jajnika bila kontraindicirana, nakon ooforektomije je
radena aspiracije svih vidljivih folikula. Nakon sazrijevanja oocita one su oplodene te je potom
izvedena krioprezervacija embrija. Nakon izlje€enja pacijenti€ini embriji su odmrznuti te su
preneseni u maternicu. To je rezultiralo uspjeSnom trudno¢om i rodenjem zivog djeteta. Ovo
je ujedno i prva dokumentirana trudnoc¢a nakon IVM-a nezrelih oocita. (130) Kada dode do
trudnoée, u ovih pacijentica potrebna je primjena egzogenih hormona za njezino odrzavanje
jer kod ove metode ne postoji moguénost vra¢anja endokrine funkcije. Osim tijekom trudnoce,

potporna terapija potrebna je kroz cijeli zivot. (129)
4.2.9. Arteficijalni jajnik

Primjena arteficijalnog jajnika jos je jedna mogucénost kod pacijentica kojima je krioprezervacija
tkiva jajnika kontraindicirana metoda ocuvanja fertiliteta. (128) Dovodi do povratka
reproduktivne funkcije jajnika bez rizika za prijenosom malignih stanica. (90) Kod ovog
postupka, sli¢no kao i kod smrzavanja tkiva jajnika, uzima se biopsija tkiva jajnika prije poCetka
ljeCenja. Zatim se iz tog bioptata, prije ili nakon krioprezervacije, izoliraju preantralni folikuli.
(131) Kod izdvajanja preantralnih folikula, bitno je uvijek provjeriti nepostojanje malignih
stanica. (132) Nakon $to se u pacijentice postigne remisija potrebno je jo§ jednom napraviti
biopsiju jajnika kako bi se izolirale potrebne stanice jajnika. Ovo je potrebno kako bi izbjegli
vracanje stanica koje su potencijalno maligne, a i zato jer su krioprezervirane stanice loSije
kvalitete od stanica koje se potencijalno mogu dobiti nakon kemoterapije. (128, 133) Zatim bi
se izolirane stanice trebale autotransplantacijom vratiti u tijelo Zzene, ali u umjetno izraden
jajnik. Za materijal tih jajnika koristile su se brojne tvari — kolagen, fibrin, alginat i druge. (128)

Do sada nije zabiljeZena ni jedna uspjedna trudnoca u Zena koriste¢i ovu metodu. (90)
4.2.10. Kriteriji za krioprezervaciju tkiva jajnika

Postojanje negativnih strana kod krioprezervacije tkiva jajnika diktira potrebu za stvaranjem
kriterija po kojima se pacijentice mogu ukljuciti u proces krioprezervacije. Prema Edinburskim
kriterijima krioprezervacija tkiva jajnika moguéa je u prepubertetalnih djevoj€ica, djevojkama u
doba adolescencije i u mladih Zena do 35 godine zivota. Preporucuje se prije gonadotoksic¢ne
terapije za koju se smatra da povecéava rizik gubitka funkcije jajnika za vise od 50%. Vazno je
da postoji velika Sansa za petogodiSnjim prezZivljenjem kod ovih pacijentica te nizak rizik
postojanja malignih stanica u tkivu jajnika. Ukoliko je pacijentica starija od 15 godina, ne smije
prije ove metode primati kemoterapiju i/ili radioterapiju, a mladima od 15 godina dozvoljena je
kemoterapija umjerene gonadotoksicnosti. SeroloSkim testovima vazno je iskljuciti postojanje

infekcija koje se prenose krvlju (HIV, sifilis i hepatitis B). Kontraindikacija za ovu metodu je i
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trudnoc¢a te rodenje djece prije pojave maligne bolesti. Sve pacijentice moraju potpisati
informirani pristanak, a u slu¢aju maloljetnih pacijentica to mora uciniti roditelj ili pravni skrbnik.
(134)

Wallace i sur. su, kako bi potvrdili valjanost Edinburskih kriterija, iz skupine od 410 pacijentica
izabrali 34 koje su odgovarale kriterijima. Nakon prac¢enja pacijentica iz obje skupine, rezultati
su pokazali da je u skupini koja je spadala pod kriterije za krioprezervaciju tkiva jajnika $ansa
Za razvoj prijevremenog zatajivanja jajnika iznosila 35%, dok je kod ostalih pacijentica bila tek
1%. Njegova analiza je stoga pokazala da Edinburski kriteriji tocno identificiraju djevojke i

mlade Zene koje imaju vedi rizik za prijevremeni gubitak funkcije jajnika. (135)

4.3. GnRH Agonisti
Sliede¢a metoda o€uvanja fertiliteta je primjena GnRH agonista.

Gonadotropin oslobadajuci hormon je peptidni hormon koji izlu€uju neuroni u hipotalamusu. O
njegovom pulsativnom oslobadanju ovisi razvoj folikula te normalan menstrualni ciklus.
Takoder, pulsativnim oslobadanjem on sam poveéava broj svojih receptora na stanicama
hipofize. Svojim vezanjem na receptore hipofize dovodi do stvaranja i oslobadanja FSH i LH.
(39)

GnRH agonisti su sintetski peptidi koji se, kao i endogeno izlu€eni GnRH, vezu na receptore
hipofize. (136) Za razliku od njegovog endogenog pulsativhog lu¢enja, kontinuirana primjena
agonista GnRH receptora rezultira njihovim inhibicijskim uinkom te smanjenjem broja
receptora. Konacni rezultat primjene GnRH agonista je pad koncentracije gonadotropina
oslobodenih iz hipofize te nize koncentracije hormona oslobodenih iz gonada. (40) Moze se
koristiti kao terapija u bolestima koje su ovisne o steroidnim hormonima kao $to su miomi,
endometrioze ili hormon ovisni tumori. (39) Agonisti hormona koji oslobadaju luteinizirajuci
hormon koriste se u u premenopauzalnih Zena kao dodatna terapija tumora dojke ovisnog o
hormonima. Njihova prednost je reverzibilnost njihovog ucinka. Nakon prekida lijeCenja dolazi
do ponovne normalizacije razine hormona §to pove¢ava Sansu za vra¢anjem reproduktivhe
sposobnosti. (2) Medutim, kao metoda oCuvanja fertiliteta upitne je efikasnosti. Postoji nekoliko
teorija o zastitinom djelovanju GnRH agonista u pacijentica s malignim bolestima. Procesom
starenja sve viSe folikula podlijeZe apoptozi te su razine FSH u krvi lagano poviSene zbog
nedostatka negativne povratne sprege estrogena na os hipotalamus-hipofiza. Smatra se da
poviseni FSH poti¢e daljnu apoptozu folikula te se time cijeli proces i dalje pospjesSuje. Nastaje
takozvani fenomen 'circulus vitiosus'. Kemoterapija zbog svog gonadotoksi¢nog djelovanja

uzrokuje uniStavanje folikula. To dovodi do smanjene koncentracije spolnih hormona te se
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prekida negativna povratna sprega na os hipotalamus-hipofiza. Primjenom GnRH agonista
sprje€ava se porast koncentracije FSH koji se oekuje te nema poticanja rasta nove kohorte
folikula koja bi bila uni§tena kemoterapijom. (137) GnRh agonisti dovode do smanjenog broja
folikula u razvoju pa je smanjena i koncentracija estrogena. (138) Estrogeni uzrokuju
vazodilataciju posrednim djelovanjem dusSikova oksida. (139) Hipoestrogeno stanje dovodi do
smanjenje prokrvavljenosti jajnika te su oni u smanjenom kontaktu s gonadotoksi€nim
lijekovima. Sfingozin-1-fosfat je molekula &ija je funkcija sprieavanje apoptoze. Moguce je da
GnRH agonisti uzrokuju njegovo poja¢ano djelovanije te se time smanjuje unistavanje folikula.
Takoder, GnRH agonisti onemogucuju uniStavanje zametnih mati¢nih stanica jajnika. Kasnije

se iz njih mogu ponovno razviti primordijalni folikuli. (138)

Brojna su istrazivanja provedena sa svrhom utvrdivanja uspjesSnosti oCuvanja fertiliteta
primjenom GnRH agonista. Behringer i sur. u svojem istrazivanju na pacijentima s
Hodgkingovim limfomom nisu primjetili poboljSanje ovarijske funkcije uz primjenu GnRH
agonista. Kao pokazatelj rezerve jajnika koristili su AMH ¢ija je koncentracija ostala niza i
godinu dana nakon prestanka terapije. GnRH agonisti nisu se pokazali kao siguran izbor za
oCuvanje fertiliteta u mladih zena. (140) Postotak amenoreje uzrokovane kemoterapijom
gotovo je podjednak u skupini pacijentica koje su primila GnRH agonist i onih koje nisu.
Amenoreja se koristila kao indirektni pokazatelj fertiliteta. Dakle, zaklju€ak i ovog istraZivanja
je da primjena GnRH agonista nema pozitivan ucinak na o¢uvanje funkcije jajnika te da GnRH
agonisti nisu siguran izbor za o€uvanje fertiliteta u mladih zena. (141) Prema istrazivanju
Demeesterea i sur. i u skupini koja je primala agoniste GnRH doslo je do preranog gubitka
funkcije jajnika. Nakon godine dana pracenja, otprilike 20% pacijentica u obje skupine je
doZivjelo je gubitak funkcije jajnika. (142) Ipak, postoje istraZivanja koja pokazuju suprotne
rezultate. Rana menopauza u pacijentica s tumorom dojke javila se u 25,9% pacijentica koje
su primale samo kemoterapiju i u 8,9% pacijentica koje su uz kemoterapiju primale i GhRH
agoniste. Ovo istrazivanje pokazalo je da se GnRH agonisti mogu koristiti kao profilaksa
sprjeCavanja ostecenja funkcije jajnika. (143) Slicne rezultate pokazuje i istrazivanje koje je
nedavno provedeno kod pacijentica s tumorom dojke. Gubitak funkcije jajnika kroz dvije
godine, koji se evaluirao odsustvom menstruacije te koncentracijama FSH, u skupini
pacijentica bez primjene GnRH agonista bilo je 22%, a u skupini pacijentica koje su ih primale
8%. Pozitivan u€inak GnRH agonista vidio se i na stopama trudnoce, koje su bile vise kod
pacijentica koje su primale agoniste tijekom svoje kemoterapije. Vazno je spomenuti i

povecanje stopa prezivljenja kod ove skupine pacijentica. (144)

Zbog veoma razli€itih rezultata, dosadasnjim istrazivanjima nije u potpunosti potvrdena korist
GnRH agonista u o€uvanju fertiliteta u pacijentica koje primaju gonadotoksi¢nu terapiju. Ipak,

njihova primjena ima dokazanu pozitivhu stranu. Agonisti dovode do manje incidencije jaCeg
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vaginalnog krvarenja koje je uzrokovano toksi¢nim djelovanjem kemoterapije na trombocite.
(142)

Unato¢ nekim ohrabruju¢im rezultatima, odlukom Ameri¢kog drusStva za reproduktivnu
medicinu iz 2013. godine, zbog svoje dvojbene koristi GnRH agonisti se ne bi trebali preporuditi
pacijenticama kao opcija oCuvanja fertiliteta. (36) Medutim izvjeSéem iz 2015. godine, zbog
dodatnih pozitivnih rezultata istraZivanja, Ameri¢ko drustvo za reproduktivnu medicinu pridaje
odredenu vaznost GnRH agonistima kao mogucéoj opciji oCuvanja funkcije jajnika u
premenopauzalnih Zena s tumorima dojke. (145) Takoder, preporucuje se primjena GnRH
agonista kao dodatna terapija uz krioprezervaciju embrija, oocita ili tkiva jajnika ¢ime se

povecaju Sanse za pozitivnim ishodom metoda oCuvanja fertiliteta. (146)

4.4. Transpozicija jajnika

Zastitna funkcija transpozicije jajnika s ciliem oCuvanja fertiliteta uocena je jos 1970-tih godina.
Jajnici su se laparotomijom premjestali izvan podrucja djelovanja radioterapije. (147)
Transpozicija jajnika prvi put je izvedena 1968. godine. Cilj je bio zaStita funkcije jajnika u
zenskih pacijentica oboljelih od Hodgkinovog limfoma. U oko 60% pacijentica uspjesno je

oc€uvana funkcija jajnika te mogucénost kasnijeg zaceca. (148)

Danas se prednost daje laparoskopskom postupku transpozicije jajnika jer je vrijeme oporavka

nakon takve operacije krace. Omogucava se i poCetak radioterapije bez odgadanja. (147)

Doza radioterapije koja djeluje na jajnike smanjuje se za ¢ak 95% primjerenom transpozicijom
jajnika. (149)

Presijecanjem utero-ovarijskih ligamenata jajnici postanu pokretni te se kod kraniospinalne
radijacije pomicu Sto vie prema lateralno. Kod radioterapije zdjeli€nog podrugéja cilj je jajnike
premjestiti Sto vide iznad ruba pelvisa. Smjestiti se mogu ili na podru€je prednjeg zida
abdomena ili u parakoliéni prostor. Ova metoda se ne preporuuje pacijenticama koje uz
radioterapiju trebaju primiti i kemoterapiju posto ova metoda ne §titi od gonadotoksi¢nosti

kemoterapije. (150)

Transpozicija jajnika povezuje se uz nekoliko moguéih negativnih posljedica. Nakon
operativhog zahvata vedi je rizik stvaranja ciste jajnika te nastanak postoperativnih priraslica.
Moze se javiti kroni€¢na bol na podrucju zdjelice, a moze doéi i do preranog gubitka funkcije
jajnika. U manjem postotku pacijenata (1%) u tkivu jajnika mogu biti prisutne maligne stanice.
(151) Kod karcinoma vrata maternice transpozicija jajnika se preporucuje raditi u pacijentica

koje su mlade od 40 godina i kod kojih je karcinom u ranom stadiju (manji od 3 cm). Time se

25



smanijuje rizik postojanja metastaza u jajnicima, a koje bi kasnije dovele do relapsa bolesti i
ugrozile zivot pacijentica. (152) Jajnici se mogu spontano seliti s mjesta transpozicije pa su

preporuke da se transpozicija jajnika obavi $to blize datumu pocetka radioterapije. (153)

Nedostatak ove metode je i nemoguénost spontanog zaCeéa. Nastanak postoperativnih
priraslica sprjeCava mogucnost vrac¢anja jajnika u zdjeli€nu Supljinu. (154) Osim toga,
radioterapija osteCuje krvne Zile te se smanjuje prokrvljenost maternice, a koja je bitna za
uspjeSnu implantaciju i trudnocu. (155) Jajovodi su C&esto oSteceni tijekom postupka
transpozicije, Sto je jos jedan faktor koji dovodi do smanjenja Sanse za spontanom trudno¢om.
(154) Smanjen broj skupljenih oocita za IVF nakon transpozicije jajnika moze biti rezultat
transabdominalnog pracenja razvoja folikula i aspiracije oocita. (156) Osim potrebe za IVF-
om, Cesto se javlja se potreba i za surogat majkom $to nailazi na etiCke i zakonodavstvene
probleme. (157)

Veéina pacijentica nakon radioterapije ima oCuvanu endokrinu funkciju jajnika, dok neka
istrazivanja ukazuju da samo kod 15% pacijentica dolazi do oporavka reproduktivne funkcije
ovarija. (158) Nedavna analiza prikazala je o€uvanje funkcije jajnika u 69,2% pacijentica zbog
transpozicije jajnika prije radioterapije, a funkcija jajnika evaluirala se prisutnod¢éu simptoma i
razinama FSH-a. (159) Istrazivanje Saliha i sur. potvrduje hipotezu da transpozicija jajnika
omogucuje ocuvanje endokrine funkcije jajnika jer je doslo do normalizacije razina hormona.
Pacijentice su povratile i normalan menstrualni ciklus. lako to govori u prilog oporavka
endokrine funkcije, ne moze se na temelju uspostave menstrualnog ciklusa zakljuciti da je i
reproduktivna funkcija jajnika o€uvana. Efikasnost transpozicije jajnika, kao metode o€uvanja
fertiliteta, teSko je utvrditi zbog malog broja pacijentica koje se javljaju za postupak IVF-a u
Zelji za majginstvom. (154) Cini se da je najveéa prednost ove metode oduvanje endokrine

funkcije, a ne mogucénost uspjesne reprodukcije nakon transpozicije. (160)

Postoje sluCajevi uspjesne indukcije ovulacije i IVF-a nakon transpozicije jajnika. Primjer je
uspjeSna stimulacija jajnika u pacijentice oboljele od karcinoma vrata maternice. Zbog
histerektomije i radioterapije, za trudnocu joj je bila potrebna surogat majka. (161) Nedavni
slu¢aj prikazuje pacijenticu koja je sama iznijela trudnocu, bez potrebe za surogat majkom. To
je pacijentica oboljela od karcinoma anusa za Cije lijeCenje je bila potrebna radioterapija
zdjelicnog podrudja. Unato¢ tome, nakon stimulacije jajnika i IVF-a doSlo je do uspjesSne

implantacije embrija nakon transfera. (162)

Prema dosadasnjim rezultatima istraZivanja nesigurno je govoriti o kvaliteti reproduktivhe
funkcije jajnika nakon transpozicije. Ipak, istraZivanja dokazuju njezin uspjeh u ocuvanju
endokrinoloske funkcije jajnika koja dovodi do redovitog menstrualnog ciklusa, a time i do vece

kvalitete zivota pacijentica. (154)
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4.5. Krioprezervacija sjemena

Krioprezervacija sjemena je standardna metoda o€uvanja fertiliteta u dje€aka nakon puberteta
i u odraslih muskaraca. Hormonalna terapija GnRH agonistima se ne preporucuje jer se nije
pokazala efikasnom. Krioprezervacija tkiva testisa, koja je eksperimentalna metoda, moze se

preporuciti dje€acima prije poCetka puberteta jer za nju nije potrebna spolna zrelost. (36)

NajCes¢e maligne bolesti od kojih obolijevaju dje€aci nakon puberteta i odrasli muskarci su
karcinom testisa i non-Hodgkinov limfom. (4) Veoma je vazno pacijentima napomenuti visok

rizik gubitka reproduktivne sposobnosti uzrokovane terapijom malignih bolesti. (163)

Muski spolni sustav izrazito je osjetljiv na djelovanje kemoterapije i/ili radioterapije. Terapija
ima direktan gonadotoksiCan ucinak na testise. Uz to djelovanjem na Leydigove stanice
oSteCuje se njihova endokrina funkcija. (37) Leydigove stanice izluCuju androgene hormone,
odnosno zaduZene su za proizvodnju testosterona. (88) Posljedica terapije je i oStecenje DNA,
smanjen broj i pokretljivost spermija. Snizen broj spermija moze biti rezultat i same maligne
bolesti posebice u pacijenata oboljelih od Hodgkinovog limfoma i karcinoma testisa. Poremecaj

ejakulacije, zbog disfunkcije zivaca, nastaje ¢esto kod operacija na podrucju zdjelice. (10)

Vazan korak kod ove metode je provjera kvalitete sjemena prije njegovog pohranjivanja. (164)
Nalaz spermiogram mozZze biti lo$ i prije samog pocetka terapije. Intracitoplazmatska injekcija
spermija omogucuje o€uvanije fertiliteta i kod ovakvih slu¢ajeva. (36) Dovoljno je samo nekoliko
spermija da dode do oplodnje oocite te trudnoce. Stoga, i u pacijenata koji imaju lo$ rezultat

spermiograma, treba poticati odluku za krioprezervacijom sjemena. (165)

Krioprezervacija sjemena mora biti omoguéena svim musSkarcima s reproduktivnim

potencijalom te Sto prije poCetka terapije maligne bolesti. (36)
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5. Zakljuéak

Zahvaljujuéi uspjeSnijim protokolima lijeCenja pacijenata oboljelih od malignih bolesti
poboljSalo se njihovo preZivljenje. To uvjetuje da se sve viSe paznje pridaje dugorocnoj kvaliteti
Zivota pacijenata. Karakteristika kvalitetnog Zivota je i moguénost uspjedne reprodukcije. Zbog
toga je veoma vaZan razvoj onkofertilitetne medicine koja omogucuje oCuvanje fertiliteta kod
ove skupine pacijenata. Najpouzdanije metode koje se koriste ukljuCuju krioprezervaciju
embrija i oocita te primjenu GnRH agonista kod Zenskih osoba, a krioprezervaciju sjemena
kod muskih osoba. Od velike je znacajnosti i daljnje ulaganje u ovu granu medicine s ciljem
poboljSanja sigurnosti i rezultata postoje¢ih metoda te otkivanje novih. Poseban naglasak bi
trebao biti na oCuvaniju fertilnosti kod djece prije puberteta jer se metode za oCuvanje fertiliteta
kod ove skupine jo$ uvijek smatraju eksperimentalnim. Ipak, pregled rezultata istrazivanja
krioprezervacije tkiva jajnika pokazuje da je to obeéavaju¢a metoda oCuvanja fertiliteta.
Potrebno je lije€nike Sto viSe upoznati s mogucnostima onkofertilitetne medicine. Njihovo
pravodobno djelovanje vazno je da bi se uspjele provesti odabrane metode oCuvanja fertiliteta
prije terapije maligne bolesti. Dakle, da bi onkofertilitetna medicina dosla do Sto boljih rezultata

potrebno je educirati sve lije¢nike koji su uklju¢eni u skrb pacijenta.
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