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SAZETAK

Uloga anti-Miillerovog hormona u predvidanju ishoda lije¢enja metodama

pomognute oplodnje

Lana Kavur

Anti-Miillerov hormon (AMH) proizvodi se u granuloza stanicama rastuc¢ih folikula u
jajniku. Njegova koncentracije mjerena u serumu visoko korelira s brojem antralnih folikula
(AFC) 1 predstavlja pouzdan biomarker pri¢uve jajnika. Prednost u odnosu na druge markere
ovarijske rezerve mu je visoka reproducibilnost zbog male varijacije izmedu i unutar
menstrualnih ciklusa. Odli¢an je prediktor kvantitativnog odgovora jajnika na kontroliranu
ovarijsku stimulaciju (COS) u lije¢enju metodama pomognute oplodnje (MPO). Predvida
moguénost slabog odgovora jajnika, ali i rizika razvoja ovarijskog hiperstimulacijskog
sindroma (OHSS). Glavna klini¢ka primjena mu je optimizacija odgovora jajnika u COS-u i
smanjenje rizika nastanka OHSS, odabirom prikladnih stimulacijskih protokola i doze
gonadotropina. Iako odli¢no procjenjuje prinos oocita , AMH se smatra slabim prediktorom
stopa klinic¢kih trudnoca kao i stopa zivorodene djece. Dokazi o moguénosti predvidanja
kvalitete oocite, kvalitete embrija te stope gubitka trudnoce su ograni¢eni. Ipak, zamijecena je
korelacija AMH mjerenog u folikularnoj tekucini s nekim kvalitativnim ishodima lije¢enja
menopauze u rizi¢nih pacijentica. Sve veci klinicki zna¢aj ovog hormona pridonio je razvoju
brojnih imunoeseja za odredivanje njegove koncentracije. Do sada je usporedba vrijednosti
AMH mjerenih razli¢itim imunoesejima predstavljala problem zbog velikih varijacija u
rezultatima, ali rjeSenje nude novi automatizirani imunoeseji. Serumski AMH danas je zlatni
standard u odredivanju ovarijske rezerve. U buduénosti je vazno dodatno istraziti korisnost
AMH u individualizaciji stimulacijskih protokola i razviti tocne prediktivne modele. Takoder
je vazno raditi na uspostavi medunarodnog standarda u njegovom mjerenju te istraziti dodatne
¢imbenike koji utjeCu na serumsku koncentraciju AMH kako bi se poboljSalo tumacenje

vrijednosti ovog hormona u klini¢koj primjeni.

kljuéne rijeci: anti-Miillerov hormon, metode pomognute oplodnje, in vitro oplodnja



SUMMARY

The role of anti-Miillerian hormone in predicting assisted reproductive
technology outcomes

Lana Kavur

Anti-Miillerian hormone (AMH) is produced by the granulosa cells of the growing follicles in
the ovary. Serum AMH highly correlates with the antral follicle count (AFC) and represents a
reliable biomarker of ovarian reserve (OR). The advantage of AMH over other markers of the
ovarian reserve lies in its high reproducibility due to the small variations in concentration
between and within menstrual cycles. It is an excellent predictor of quantitative ovarian
response to controlled ovarian stimulation (COS) protocols used in assisted reproductive
technology (ART). AMH predicts the possibility of poor ovarian response, as well as the risk
of ovarian hyperstimulation syndrome. Its main clinical application is to optimize ovarian
response in COS and reduce hyperstimulation risks by aiding the selection of appropriate
stimulation protocols and gonadotropin doses. Although it is a great predictor of oocyte yield,
AMH has a weak predictive utility regarding clinical pregnancy and live birth rates. There is
also limited evidence of predicting oocyte quality, embryo quality and miscarriage rates.
However, a correlation of follicular fluid AMH with some qualitative ART outcomes has been
observed. AMH could also be an indirect predictor of premature menopause onset in patients
at risk. The growing importance of this hormone in clinical practice contributed to the
development of numerous AMH immunoassays. So far, the comparison of AMH values
measured by different immunoassays has been a problem due to large variations in results.
However, a solution is offered with new automated immunoassays being developed. AMH is
the marker of choice in assessing ovarian reserve. In the future, its utility in the individualization
of stimulation protocols could be further explored and more accurate prediction models could
be developed. It is important to work on establishing an international AMH measuring standard
and investigate additional factors influencing its serum concentration in order to improve the

interpretation of AMH values in clinical application.

keywords: anti-Miillerian hormone, assisted reproductive technology, in vitro fertilization
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1. Uvod

Anti-Miillerov hormon (AMH) je glikoproteinski dimer iz obitelji transformirajucih
¢imbenika rasta i diferencijacije 8 (TGF-8), kojeg proizvode granuloza stanice rastucih
folikula u jajniku. Danas se smatra pouzdanim biomarkerom pricuve jajnika (engl. ovarian
reserve, OR), pojma koji se odnosi na ukupan broj i kvalitetu folikula u jajniku te posljedi¢nu
sposobnost ovulacije 1 ostvarivanja trudnoce. Glavna klinicka primjena AMH je predvidanje
odgovora jajnika na kontroliranu ovarijsku stimulaciju (engl. controlled ovarian stimulation,
COS) pri lijeCenju pacijentica metodama pomognute oplodnje (MPO ili engl. assisted
reproductive technologies, ART). Pored dokazane primjene u predvidanju kvantitativnih
ishoda lije¢enja MPO-om, u vidu prinosa oocita, uloga AMH istrazuje se i u kvalitativnim
aspektima ishoda takvog lijeenja, u vidu kvalitete oocita i embrija te stope trudnoca. Pri
odredivanju ovog hormona vazno je u obzir uzeti i okoli$ne i genetske ¢imbenike koji utjecu

na izmjerene vrijednosti te samu metodu mjerenja AMH (1,2).

1.1. Povijest AMH

AMH otkrio je Alfred Jost 1947. kao testikularni ¢imbenik odvojen od testosterona
odgovoran za regresiju Miillerovih cijevi. Tada se smatralo da mu je funkcija ograni¢ena na
spolnu diferencijaciju in utero, ali u kasnom 20. stolje¢u otkriveno je da ima vaznu ulogu u
postnatalnoj biologiji jajnika. Vaznost za MPO je zabiljezena 2002. godine, a u tom je
pogledu najvaznija upotreba AMH danas personalizacija doziranja gonadotropina u
protokolima stimulacije jajnika ¢ime se smanjuje rizik sindroma ovarijske hiperstimulacije
(engl. ovarian hyperstimulation syndrome, OHSS), ali i slabog odgovora jajnika. AMH je
najraniji i najsenzitivniji marker reproduktivnog starenja. Moze identificirati i Zene sa
potencijalno smanjenom OR koje mogu razmotriti smrzavanje jajnih stanica ukoliko odgadaju
trudno¢u. Novije primjene AMH istrazuju se U u smislu procjene dobi nastupa menopauze,
dijagnosticiranja sindroma policisti¢nih jajnika (engl. polycystic ovary syndrome, PCOS) i
ocjenjivanju funkcije jajnika prije i nakon ginekoloskih operacija ili primjene

gonadotoksic¢nih lijekova kod pacijentica sa zlo¢udnim bolestima (3).



1.2. Fiziologija AMH

Gen koji kodira AMH nalazi se na kromosomu 19p13.3. U ranom in utero razvoju
muskog fetusa, AMH se izlucuje iz Sertolijevih stanica testisa i poti¢e regresiju Miillerovih
cijevi. U njegovom odsutstvu, Miillerove cijevi razvijaju se u maternicu, gornju tre¢inu vagine
ijajovode. U zenskih fetusa pocinje se luciti od 36. tjedna gestacije. Proizvode ga granuloza
stanice folikula u razvoju- primarnih, preantralnih i malih antralnih folikula te se moze mjeriti
u serumu (1). Serumska koncentracija AMH korelira s brojem rastuéih folikula pa je zapravo
ispravnije govoriti o AMH kao markeru funkcionalne rezerve jajnika (FOR), budu¢i da
opisuje bazen folikula koji rastu i potencijalno mogu ovulirati. Ukupnu ovarijsku rezervu ¢ine
broj i kvaliteta primordijalnih folikula koje se smanjuju s godinama. Ne postoji serumski
marker koji direktno mjeri broj primordijalnih folikula. Medutim, iako u mladoj
reprodukcijskoj dobi AMH opisuje uglavnom FOR, u pacijentica starije reprodukcijske dobi
reflektira i ukupnu OR. Kao indirektni serumski marker OR-a, AMH se mjeri ve¢ dva
desetlje¢a. Gotovo da nije mjerljiv u novorodenackom razdoblju, serumska koncentracija
postepeno raste s nastupom puberteta, a dostize maksimalne vrijednosti u dobi od 25 godina.
Nakon 25. godine Zivota, serumska vrijednost AMH pada razli¢itom brzinom u razli¢itih
zena, a nekoliko se godina prije nastupa menopauze vise ne registrira u plazmi. Ekspresija

AMH u folikulima raste dok im dimenzije ne dosegnu 7-8 mm u promjeru i zatim o$tro pada

(4).

Razvoj folikula u jajnicima krece inicijalnim regrutiranjem primordijalnih folikula
koji vodi do rasta kohorte malih antralnih folikula iz kojih se odabire dominatni.
Folikulostimuliraju¢i hormon (FSH) usmjerava ciklicku regrutaciju folikula u menstrualnom
ciklusu. Jednom regrutirani, primarni folikuli po¢inju izlu¢ivati AMH. Kada u visim stadijima
razvoja folikuli postanu ovisni o FSH, ekspresija AMH se gotovo potpuno sniZzava i kasnije
preostaje samo u stanicama kumulusa. AMH ima inhibitornu ulogu u dva stadija
folikulogeneze. Prvi je inhibicija tranzicije primordijalnih folikula u zrelije stadije i regulacija
broja folikula koji zaostaju u primordijalnom bazenu. Time se sprjecava njihova prerana
deplecija. Drugi je inhibitorni u¢inak na folikularnu osjetljivost na djelovanje FSH koji ima
ulogu u procesu selekcije dominantnog folikula. FSH djeluje na dominantni folikul u kojemu
se AMH vise ne izlucuje, osim u stanicama kumulusa (1). AMH takoder smanjuje kapacitet

enzima aromataze u granuloza stanicama rezultiraju¢i nizom proizvodnjom estradiola (E2) u



manjim folikulima. Kada oni povecaju svoj promjer, snizi se koncetracija AMH i dolazi do
porasta E2.

U ranoj folikularnoj fazi, broj antralnih folikula dimenzija 2-10 mm (engl. antral
follicle count, AFC) i koncentracija AMH su u korelaciji. AMH ne fluktuira zna¢ajno tijekom
ciklusa za razliku od FSH i inibina B, jer je uglavnom odreden stopom regrutacije ranih
folikula u ukupnom bazenu primordijalnih folikula i ne ovisi 0 menstrualnom ciklusu (2).
Ipak moze postojati odredena intraindividualna varijabilnost, prema nekim istrazivanjima i do
20% u jednom ciklusu. Taj fenomen je ¢e$¢i u mladih Zena s visokom OR, pa je time i manje
klini¢ki relevantan. Medutim, ipak se preferira mjerenje AMH u ranoj folikularnoj fazi kada
se mjere i ostali hormoni poput FSH, inhibina B i E2.

Vise vrsne koncentracije AMH u dobi od 25 godina zamijecene su kod pacijentica iz
Kine u usporedbi s pacijenticama iz Europe, ali pacijentice iz Kine imaju i brzi pad AMH pa
tako s 30 godina imaju 28% nizi, a s 45 godina ¢ak 80% nizi AMH od Europljanki. Obrnuta
situacija je zabiljezena kod Afroamerikanki s nizim vrsnim AMH vrijednostima i njihovim
sporijim padom u usporedbi s europskim pacijenticama. Pri usporedbi ovih mjerenja, vazno je
uzeti u obzir i metodu odredivanja AMH te ostale ¢imbenike koji mogu utjecati na njegovu
koncentraciju u serumu (4).

U fiziologiji jajnika vazan je i odnos AMH i androgena. Ako je narusen, moze imati
ulogu u patogenezi smanjivanja rezerve jajnika ili nastanka PCOS-a. Obje situacije mogu
rezultirati neplodnoséu. AMH preko svojih receptora aktivira stanice koji lu¢e gonadotropin
oslobadajuci hormon (engl. gonadotropin-releasing hormone, GnRH) u hipotalamusu i tako
povecava pulsatilnost i sekreciju luteiniziraju¢eg hormona (LH). LH povecava proizvodnju
AMH u granuloza stanicama i njihova medusobna amplifikacija pridonosi nastanku PCOS-a.
Povecana sekrecija AMH inhibira daljnji razvoj folikula. Inhibicijom aromataze dolazi do
dodatnog nakupljanja androgena. S druge strane, ako je koncentracija androgena preniska,
insuficijentni androgeni ne mogu opskrbiti jajnik za sintezu ovarijskih steroidnih hormona. U
Zena sa smanjenom ovarijskom rezervom (engl. diminished ovarian reserve, DOR) nizak
AMH vodi do ubrzane potrosnje folikula. Nadomjestanje androgena u zena sa DOR-om ili
supresija androgena u PCOS-u mogu biti od koristi u kontroliranoj ovarijskoj stimulaciji

(COS). Primjerena razina androgena je nuzna u folikularnom razvoju (5).



1.3. Principi kontrolirane ovarijske stimulacije u MPO-u

Metodama pomognute oplodnje lije¢i se neplodnost jednog ili obaju partnera. U MPO
ubrajaju se intrauterina inseminacija (1UI), in vitro fertilizacija (IVF) i intracitoplazmatska
injekcija spermija (ICSI). Nakon obrade neplodnog para, odabire se §to jednostavnija
ucinkovita metoda lijeCenja. Usmjeravanje na slozene metode provodi se ranije, kod
pacijentica starijih od 36 godina i pri onkofertilitetnim postupcima. Postupci mogu biti
homolgni ili heterologni, ovisno o podrijetlu gameta. MPO zahtijevaju primjenu kontrolirane
ovarijske stimulacije (COS), iako se u odredenim okolnostima mogu provoditi i u prirodnom
ciklusu (6).

COS je proces definiran kao farmakoloski tretman radi indukcije ili stimulacije rasta i
razvoja folikula u jajniku. Ima dvije moguce svrhe. Prva je poticanje ovulacije za planiranje
seksualnog odnosa ili intrauterinu inseminaciju (1Ul). Druga je stimulacija razvoja multiplih
folikula radi aspiracije oocita i provodenja IVF postupka (7,8). Dakle, principi stimulacije
jajnika razlikuju se kod 1Ul u odnosu na IVF i ICSI. Kod intrauterine inseminacije Zeljeni
odgovor jajnika je razvoj jednog folikula (monoovulacija) uz eventualno jedan kodominantni
folikul. U IVF/ICSI postupcima cilj je posti¢i visestruku folikulogenezu uz optimalan razvoj
9-12 oocita.

Stimulacija ovulacije mora biti indicirana, individualizirana i kontrolirana. Prema
hrvatskim klini¢kim smjernicama za medicinski pomognutu oplodnju iz 2013. godine (6), sa
svrhom individualizacije protokola ovarijske stimulacije koriste se parametri ovarijske
rezerve: AMH i AFC. Vazni podatci su i dob Zene, prethodni postupci MPO-a i indeks
tjelesne mase (BMI, engl. body mass index). Cest problem je slab odgovor jajnika i niska
rezerva jajnika koja se javlja s u¢estalocu od 10-50 % i ovisi 0 dobi.

Biljezi pri¢uve vazni su za odabir protokola i doze lijekova za COS. Protokoli se
razlikuju u dozama primijenjenih gonadotropina i odabiru ostalih lijekova pa tako postoje
blagi i standardni protokoli, a MPO se takoder mogu provoditi i u prirodnom ili
modificiranom prirodnom ciklusu. Za stimulaciju folikulogeneze primjenjuju se
gonadotropini s po¢etkom primjene izmedu 2. i 7. dana ciklusa, u trajanju od 6 do 12 dana.
Doza moze biti 25- 400 i.j. dnevno, obi¢no 100-225 i.j. dnevno, a odabir ovisi velikim dijelom
o biljezima OR. Primjenjuju se takoder i lijekovi za supresiju endogenog LH, a to su agonisti i
antagonisti GnRH. Oni se mogu primjenjivati svakodnevno ili kao depo-pripravci. Za

konacno dozrijevanje oocita koristi se humani korionski gonadotropin (hCG) u dozi 5000-



10000 i.j. Agonisti GnRH poput triptorelina u dozi 0,1 mg- 0,2 mg subkutano mogu se
takoder koristiti za dozrijevanje oocita u ciklusima u kojima se koriste antagonisti GnRH, a sa
svrhom izbjegavanja ovarijskog hiperstimulacijskog sindroma. U takvim se protokolima,
zbog, neadekvatne luteinske faze izbjegava vracanje zametaka, embrio transfer, ve¢ se svi
dobiveni zameci zamrznu. Adjuvantni lijekovi u stimulaciji ovulacije mogu biti metformin,
dehidroepiandrosteron (DHEA), hormon rasta, heparin, aspirin i kortikosteroidi, ali njihova
ucinkovitost u smislu povisenja stope zivorodene djece, nije dokazana u randomiziranim
studijama (6). Danom ovulacije (aspiracije oocita) pocinju se primjenjivati lijekovi za pomo¢
zutom tijelu koji se daju 5-10 tjedana. Primjenjuje se progesteron, vaginalno, intramuskularno
ili.subkutano, odnosno didrogesteron per 0s. U posebnim se indikacijama dodaje i E2. Danas
je primjena hCG-a kao pomoci zutom tijelu uglavnom napustena, zbog povecanog rizika
nastanka OHSS-a. Kod primjene hCG-a, rani testovi trudno¢e mogu biti lazno pozitivni jer
hCG ostaje u cirkulaciji do 10 dana.

Standardni protokol moze ukljuéivati dugu odnosno kratku primjenu agonista GnRH
ili primjenu antagonista GnRH po fiksnom ili fleksibilnom protokolu (6). Protokoli s GnRH
antagonistima smatraju se boljim izborom za pacijentice s o¢ekivanim normalnim odgovorom
jajnika, a poglavito za one s o¢ekivanim jakim odgovorom, zbog jednake ucinkovitosti uz
istovremeni manji rizik nastanka OHSS-a. Kod zena s o¢ekivanim slabim odgovorom na
stimulaciju, snaga preporuke je jednaka za primjenu protokola s GnRH agonistima ili
antagonistima (7,9).

Posebni protokoli provode se kod visokog rizika razvoja OHSS-a. Na taj rizik
upucuju: vrijednosti AMH u cirkulaciji > 30 pmol/L, AFC > 20, prethodno zabiljezen OHSS i
vrijednosti E2 u cirkulaciji > 4000 pg/ mL. Kod pacijenata s visokim rizikom za nastanak
OHSS-a primjenjuju se niZze doze gonadotropina (preporu¢eno oko 100 IU), dodatak
metformina, zamjena hCG-a kao okidaca finalne maturacije oocita s GnRH agonistom uz
freeze-all postupak ili odgoda primjene hCG-a uz prestanak stimulacije u trajanju od 1 do 5
dana do zadovoljavajuc¢eg pada E2 (engl. coasting). To je pogotovo korisno u pacijentica s
dijagnosticiranim PCOS-om i tendencijom prenaglasenog ovarijskog odgovora (engl. high
response, HR).

Nepotrebno velike doze gonadotropina ne postizu bolji uspjeh IVF-a. Optimalno je
prikupiti 9-12 oocita, koje su i visoko euploidne. Doza folitropina ne bi trebala prelaziti 400
I.J. niti kod zena s predvidenim slabim odgovorom (engl. poor responders, PR) (6). Prema
novijim istrazivanjima, preporuc¢ena doza gonadotropina ne prelazi niti 300 i.j. dnevno kod

PR-a (7,10). U svim protokolima uspjeh je bolji uz GnRH agoniste ili antagoniste u



usporedbi s primjenom samih gonadotropina. Radi inhibicije endogenog FSH i sinkronizacije
antralnih folikula moze se provoditi i predpostupak primjenom oralne hormonske
kontracepcije prije samog ciklusa IVF-a. Preporuke o primjeni i doziranju fertilitetnih
lijekova u Republici Hrvatskoj donosi Hrvatsko drustvo za ginekolosku endokrinologiju i

humanu reprodukciju (HDGEHR) (6).

2. Uloga AMH u predvidanju kvantitativnih ishoda lijecenja
MPQO-om

2.1. Uloga AMH u predvidanju slabog odgovora jajnika (POR) na COS

Ve¢ je 2002. godine otkrivena poveznica serumske koncentracije AMH i odgovora
jajnika na stimulaciju gonadotropinima (11). U brojnim je studijama potvrdeno da zene s
vec¢im brojem jajnih stanica dobivenih aspiracijom imaju ve¢i AMH (12-14). Niska ovarijska
rezerva, odnosno slab odgovor jajnika na stimulaciju ovulacije, jedan je od klju¢nih problema
u lije¢enju metodama pomognute oplodnje. Pacijentice s POR-om ukupno imaju nize stope
trudnoce u usporedbi s pacijenticama normalnog odgovora jajnika iste dobi i istog indeksa
tjelesne mase. Etipatogenetski bi u podlozi mogle biti deplecija ovarijskih folikula,
uznapredovala endometrioza, kromosomske alternacije, operacije i zdjeli¢ne priraslice,
metabolicke, autoimune i enzimatske bolesti (15). Predvidanje odgovora na COS bitno je pri
savjetovanju pacijenata i postavljanju realisticnih ocekivanja glede moguceg odustajanja od
postupka, duzeg trajanja primjene terapije i manjih stopa trudnoce. Do nedavno, kljuéni je
problem pri interpetaciji rezultata studija bio nedostatak globalno prihvacene definicije POR-
a. Moguce definicije bile su suboptimalan broj dominantnih folikula ili prikupljenih oocita ili
pak potreba za odustajanem od ciklusa (3). Razlicite cut-off vrijednosti AMH u predvidanju
POR-a bile su zabiljezene u razli¢itim istrazivanjima pa su tako Nelson i suradnici (16)
ustanovili su da je optimalna cut-off vrijednost AMH 0,7 ng/mL uz senzitivnost od 75% i
specifi¢nost 91%, dok je jedna druga studija je ocijenila optimalnom vrijednost AMH od 1,36

ng/mL sa senzitivnoscu 75,5 % i specifi¢nosc¢u 74,8 % (17,18).



2.1.1. Bologna kriteriji i POSEIDON Klasifikacija

U zadnjem desetljecu proces dijagnosticiranja POR-a pokusao se standardizirati
razvitkom Bologna kriterija (BC), a zatim i POSEIDON Kklasifikacije. Europsko drustvo za
humanu reprodukciju i embriologiju (ESHRE) je donijelo Bologna kriterije kako bi se
smanjila heterogenost u dijagnosticiranju POR-a. Ti kriteriji zahtijevali su da budu prisutna
barem dva od navedenih ¢imbenika: uznapredovala dob pacijentice >40 godina, prethodni
POR na stimulaciju jajnika oznacen s < 3 aspirirane oocite nakon konvencionalne stimulacije
ovulacije i/ ili abnormalni testovi ovarijske rezerve (ORT) sa AFC-om <7 ili AMH < 1,1
ng/mL. U odsutstvu zadovoljenja ovih kriterija, pacijentica moze biti dijagnosticirana nakon
dvije epizode POR-a na maksimalnu stimulaciju. Prema ovim kriterijima bile su zabiljeZene
konzistetno niske stope radanja zivog djeteta, ali velik problem je predstavljala heterogenost
pacijentica ¢ak i unutar BC populacije. Subpopulacije pacijentica imale su i razlicite

prognoze, koje su poglavito ovisile o dobi.

Zato su razvijeni kriteriji POSEIDON grupe (Patient Oriented Strategies Encompassing
Individualized Oocyte Number) (15). Klasifikacija predlaze podjelu pacijentica u Cetiri
skupine, temeljene na kvantitativnim i kvalitativnima parametrima. To su dob i o¢ekivana
stopa aneuplodije, markeri OR-a: AFC i/ ili AMH te prethodni odgovor ako je pacijentica ve¢
bila podvrgnuta COS-u. Uveden je i novi marker za uspjeh u lije¢enju MPO-om, ato je za
pacijenticu specifican minimalan broj potrebnih oocita kako bi imala barem 1 euploidni
embrij za tranfer (engl. embryo transfer, ET). Prema ovim Kritrerijima razvijen je i online

kalkulator za pomo¢ u procjeni broja potrebnih oocita za POSEIDON marker uspjeha.

POSEIDON skupine 3 i 4 pripadaju o¢ekivanom POR-u, dok skupine 1i 2
neocekivanom POR-u. Pacijentice iz skupina 1-4 predstavljaju polovicu svih pacijentica koje
zatraze lijecenje MPO-om. U skupinu 4 o¢ekivanog POR pripada 55% pacijentica . To su
pacijentice u dobi od 35 godina i starije uz AFC <5 i /ili AMH <1,2 ng/mL. Skupina 3
obuhvaca 10 % pacijentica. One su mlade od 35 godina uz AFC <5 i AMH <1,2 ng/mL. U
danasnje vrijeme, veci se broj zena odlucuje na kasniju trudno¢u pa i do 76% pacijentica

pripada grupi 4.

U ,,neo¢ekivanim* POR skupinama 1 (<35 godina) i 2 (>35 godina) pacijentice imaju
AFC > 51 AMH >1,2 ng/mL, ali im je nekog razloga prikupljeno <4 oocite ili suboptimalnih

4-9 oocita , nakon standardne stimulacije ovulacije. Teorija za suboptimalan odgovor kod



ovih pacijentica je moguce postojanje polimorfizama (engl. single nucleotide polymorphism,

SNP) gonadotropina FSH i/ili LH ili receptora za gonadotropine (15).

2.1.2. Odredivanje grani¢ne vrijednosti AMH za predvidanje POR-a

Meta-analizom 28 istrazivanja ustanovljeno je kako je AMH bolji prediktor POR-a
nego dob. Vrijednosti povrsine ispod krivulje (engl. area under the curve, AUC) u
predvidanju POR-a za AMH i dob bile su 0,78, odnosno 0,61. Kombinacijom obje varijable u
toj analizi nije stvoren bolji prediktivni model. (12) Problem u odredivanju grani¢ne
vrijednosti AMH za dijagnozu POR-a do sada je bio u koristenju razli¢itih mjernih eseja za
AMH i posljedi¢no neusporedivih vrijednosti tog hormona u razli¢itim istrazivanjima.
Medutim, taj se problem nastoji rijesiti novim automatiziranim esejima koji imaju mnogo
vecu preciznost od prethodnih manualnih. Poboljsano mjerenje AMH je dovelo do
mogucénosti da se odredi donji prag koncetracije pri kojoj bi se s velikom sigurnosé¢u moglo
predvidjeti koja ¢e pacijentica imati ograni¢en ili nikakav odgovor na maksimalnu stimulaciju
ovulacije. Poboljsana mjerenja novim esejima koji registriraju nize koncentracijske raspone
AMH otvaraju mogucénosti za savjetovanje pacijentica sa vrlo niskom ovarijskom rezervom,

odnosno niskim vrijednostima AMH u cirkulaciji.

Provedeno je istrazivanje s ciljem da se pokusa odrediti minimalna koncentracija
AMH u cirkulaciji pri kojoj je moguce postignuti klasi¢ne kriterije za primjenu hCG-a kao
okidaca ovulacije (barem 3 folikula > 17mm na dan primjene hCG-a ). Mjerenje je izvodeno
uz pomo¢ potpuno automatiziranog Elecsys AMH eseja tvrtke Roche Diagnostics koji moze
detektirati AMH pri koncentraciji 0,07 pmol/L. Zaklju€eno je da je vrijednost AMH od 4
pmol/L prediktivna za razvoj manje od tri zrela folikula (sa stopom lazno pozitivnih zena od
11%) odnosno mali broj dobivenih oocita ( sa stopom lazno pozitivnih pacijentica od 12%).
U svim mjerenjima AMH je bio usporedive prediktivne vrijednosti s AFC-om, medutim imao
je bolju prediktivinu mo¢ u promatranju broja dobivenih jajnih stanica. Stopa zivorodene djece
(engl. live birth rate, LBR) za Zene s AMH <4 pmol/L iznosila je 5,7% po zapocetom ciklusu.
Smatra se da jedno mjerenje bazalnog AMH nije razlog da se pacijentici uskrati lijeCenje, pa
¢ak ni ako je mjereno novim osjetljivim esejem. Vrijednost AMH u predvidanju POR-a ipak
postoji, jer se parovima moze pruziti vise informacija o tome kolika je vjerojatnost da ¢e
MPO postupak rezultirati trudno¢om . Za to¢niji zakljucak o ulozi AMH u predvidanju POR-a

potrebno je uciniti istrazivanja o kumulativnoj stopi zivorodene djece po jednom ciklusu



(19). Kumulativna stopa trudnoca/zivorodene djece po ciklusu oznacava broj

trudnoca/zivorodene djece koji se postize iz svjezeg ciklusa.

Ustanovljeno je da Cak i zene s vrlo niskim AMH, ispod 0,16 ng/mL, imaju stopu
radanja po ciklusu od 9,5%, premda je stopa odustajanja od stimulacije ovulacija kod takvih
zena bila visoka i iznosila je 54%. (20) Takoder, u jo$ jednom istrazivanju ¢ak 23,5% Zena s
nedetektabilnim razinama AMH, ali mladih od 40 godina, zatrudnjelo je nakon IVF
postupaka (21). Sukladno navedenom, AMH moze pomo¢i u predvidanju slabog odgovora
jajnika na stimulaciju ovulacije, medutim, nikako ne moze biti osnova za uskraéivanje

provodenja MPO postupka.

2.2. Uloga AMH u predvidanju prenaglasenog odgovora jajnika na COS

2.2.1. Rizici prenaglasenog odgovora jajnika na COS

Prenaglasenim odgovorom jajnika (engl. high response, HR) na stimulaciju ovulacije
smatra se prikupljanje >15 oocita aspiracijom ili pak odustajanje od ciklusa zbog
prekomjernog broja folikula (22). Oko tre¢ina zena podvrgnutih IVF postupcima ima
pretjeran odgovor na stimulaciju ovulacije. Prenaglaseni odgovor jajnika moze rezultirati
nizom vjerojatno$¢u trudnoce, slabijom kvalitetom embrija ili odustajanjem od ciklusa (2).
Takoder je povezan s razvojem ovarijskog hiperstimulacijskog sindroma (OHSS), koji moze
dovesti do ozbiljnih zdravstvenih komplikacija s potrebom za hospitalizacijom i intenzivhom
skrbi. Mogu¢ je razvoj venske tromboembolije ili viSestrukog zatajenja organa i izravnog
ugrozavanja zivota pacijentica. Blagi i umjerni oblici OHSS-a mogu se javiti u 15-20% svih
ciklusa COS-a, dok se teski oblik pojavljuje u 1-3% njih (1). Specifi¢ni ¢imbenici rizika za
OHSS ukljuc¢uju mladu dob, nizi BMI, PCOS i prethodno zabiljeZen razvoj OHSS-a (23).
Prepoznavanje ovih ¢imbenika rizika je vazno prije zapocinjanja stimulacije ovulacije jer je
individualni odabir, uglavnom nize od standardne doze gonadoprina, primarni preventivni
¢imbenik. Blagi oblik OHSS-a moze se manifestirati kao nadutost i blaga bol u abdomenu, uz
prisutno povecanje veli¢ine jajnika <8 cm. Umjereni OHSS karakteriziran je velicinom
jajnika 8-12 cm, umjerenim bolovima i mu¢ninom uz moguce povracanje te ultrazvucni dokaz

ascitesa. Teski OHSS se prezentira klinicki vidljivim ascitesom, ponekad hidrotoraksom ,



oligurijom, hematokritom ve¢im od 45%, hipoproteinemijom 1 veli¢inom jajnika obi¢no iznad

12 cm (24).

2.2.2. Odredivanje granicne vrijednosti AMH za predvidanje HR-a

Vaznost AMH u predvidanju izraZzenog odgovora jajnika na stimulaciju istrazivana je
u brojnim studijama. U meta-analizi provedenoj na 4 786 zena, predloZen je prediktivni model
za pretjeran odgovor jajnika na COS koji uzima u obzir serumske koncentracije AMH, AFC i
dob. Prema modelu, ROC (engl. reciever operation characteristic) regresijskom analizom
ustanovljeno je da je zbirna prediktivna vrijednost tih parametara prikazana AUC (engl. area
under the curve) vrijednosc¢u od 0,85. Sli¢na to¢nost dobivena je i upotrebom samo AMH i
AFC-a. Zakljuceno je kako su AMH i AFC vrlo dobri prediktori HR-a. AUC vrijednost za
AMH bila je 0,81, a za AFC 0,79. Takoder je zakljuéeno da oba parametra imaju nisku
prediktivnu vrijednost za nastanak trudnoce nakon IVF-a (AUC vrijednosti 0,5, odnosno
0,55) (14,25). Razli¢ita istrazivanja na velikom broju ispitanica zabiljeZila su relevantne
vrijednosti AMH u predvidanju HR-a. U jednom je istrazivanju cut-off od 3,36 ng/mL (24
pmol/L) mjeren Diagnostic System Laboratories imunoesejem predvidio razvoj OHSS-a uz
senzitivnost od 90,5% i specifi¢nost 81,3 % (26). Danas se vrijednosti AMH Koriste se pri
odredivanju pocetne doze gonadotropina i predvidanju broja jajnih stanica dobivenih

aspiracijom. U predvidanju broja dobivenih oocita mogu se koristiti nomogrami (27).

U brojnim istrazivanjima o povezanosti HR-a i povisene serumske koncentracije AMH
prijavljene su osjetljivosti izmedu 0,57 1 0,93 1 specificnosti izmedu 0,62 1 0,96 pri razli¢itim
cut-off vrijednostima abnormalnog testa. Pokazano je da je AMH bolji prediktor pretjeranog
odgovora na stimulaciju ovulacije u odnosu na dob, BMI, bazalni FSH ili inhibin (26,28,29).

Smatra se da AMH ima sli¢nu prediktivnu vrijednost kao i AFC (29).

Dva istrazivanja koja su koristila GnRH agonisticki, odnosno antagonisticki protokol,
predlozila su cut-off vrijednost AMH od 15 pmol/L (2,10 ng/mL) u predvidanju HR-a
koriste¢i AMH ,,Gen 2 ELISA (Beckman-Coulter) i DSL AMH ELISA imunoeseje (16,30).
Ta je vrijednost validirana u istrazivanju ucinjenom na 149 Zena mladih od 44 godine
upotrebom automatiziranog Elecsys] AMH imunoeseja. Znacéajne razlike primije¢ene su kod
zena slabog, normalnog i izrazenog odgovora i to u broju folikula prije aspiracije, broju
dobivenih oocita i pojavi OHSS-a (p < 0,001). AUC vrijednost za AMH u predvidanju HR-a
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iznosila je 82,1% (95% interval pouzdanosti (Cl): 72,5%-91,7%). Uz cut-off vrijednost AMH
od 15 pmol/L, osjetljivost u predvidanju visokog odgovora bila je 81,3%, a negativna
prediktivna vrijednost (NPV) bila je 96,6% u iskljuc¢enju HR-a (24).

Za odredivanje cut-off vrijednosti za pojavu HR-a, koriStene su usporedne studije
vrijednosti AMH kod pacijentica s PCOS-om i onih bez PCOS-a. Tako je jedno istrazivanje
na 246 pacijentica utvrdilo u skupini pacijentica bez PCOS-a grani¢nu vrijednost od 4,85
ng/ml (34,6 pmol/L) sa specifi¢cnoscu od 89,7 % i osjetljivoséu od 85,7% za HR. U skupini s
PCOS-om cut-off vrijednost bila je 6,85 ng/mL (48,9 pmol/L) s osjetljivoséu od 66,7 % i
specifi¢noscu od 68,7%(31).

Odredivanje AMH je prediktivno i za sam AFC. U multicentricnom istrazivanju
ispitivala se vrijednost Elecsys AMH imunoeseja u identifikaciji zena s AFC-om >15.
Istrazivanje je radeno u 13 klinika za reproduktivnu medicinu u SAD-u na Zenama u dobi 21-
44 godine kojima je AFC odreden transvaginalnim ultrazvukom , a uzorci seruma prikupljeni
su izmedu 2. i 4. dana ciklusa. U derivacijskoj kohorti od 306 pacijentica odreden je optimalni
AMH cut-off od 1,77 ng/mL (12,6 pmol/L) za AFC >15. Senzitivnost je iznosila 88,34%, a
specificnost 68,29%. AMH je prema ROC analizi imao bolju prediktivnu vrijednost za AFC
nego estradiol (AUC 57,1%) ili FSH ( AUC 69,7%) s AUC AMH od 85,7% . Zene s AMH
vrijednostima ispod 1,77 ng/mL imale su vrlo malu vjerojatnost da ¢e im broj malih antralnih
folikula biti visi od 15. Zakljuceno je kako je Elecsys esej pouzdan za odredivanje OR-a i
mogao bi olak3ati informirano klini¢ko donoSenje odluka za Zene koje se savjetuju oko

lije¢enja MPO-om (32).

Potrebna su dodatna istrazivanja koji bi utvrdila optimalnu grani¢nu vrijednost AMH u
predvidanju izrazenog odgovora jajnika na stimulaciju ovulacije gonadotropinima, kao $to je
potrebna i standardizacija mjernih imunoeseja. Moguci razlog za razliite predloZene cut-off
vrijednosti moze biti 1 varijabilnost vrijednosti AMH u razli¢itim etni¢kim populacijama Zena.
Unato¢ svim nedostacima i nedorecenosti, danas se AMH zajedno s AFC smatra najto¢nijim

prediktorom prenaglasenog odgovora na kontroliranu ovarijsku stimulaciju.
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3. Uloga AMH u predvidanju kvalitativnih ishoda lijeCenja MPO-
om

3.1. Predvidanje kvalitete oocita i stope implantacije embrija

Starenjem zenama pada broj, ali i kvaliteta oocita. Posljedi¢na anecuploidija embrija je
vodeci uzrok povisene stope spontanih pobacaja u dobi iznad 35 godina (33). Ve¢ su prve
studije o povezanosti AMH i kvalitete oocita u IVF i ICSI postupcima ukazale da su niske ili
visoke razine serumskog AMH povezane s manjim brojem prikupljenih oocita dobre kvalitete
u odnosu na normalan raspon AMH koncentracija. Morfoloski, u pacijentica niskog AMH,
oocite su imale tamne srediSnje granulacije u citoplazmi, a od nepravilnosti kod pacijentica s
visokim AMH postojale su agregacije u glatkom ER-u. Suprotno tome, nije dokazana
povezanost izmedu vrijednosti AMH i stope oplodnje, kao ni niti kvalitete embrija na razini
brazdanja i izgleda blastocisti (34). Druga je studija pokazala je da vrijednosti bazalnog
AMH ne stoje u korelaciji s kvalitetom embrija niti formacijom blastociste, ali su njegove

vrijednosti utjecale na kvalitetu oocita, stopu fertilizacije te implantacije (35).

Nove studije ukazuju o moguéoj povezanosti serumskog AMH i stope aneuploidije
embrija (3). U istrazivanju La Marce iz 2017. pokazano je kako, neovisno o dobi, postoji
odnos serumskog AMH i stope euploidnih blastocista dobivenih IVF i ICSI postupkom
odnosno da za svaki 1 ng/mL povecanja koncentracije AMH postoji 27% veca vjerojatnost
dobivanja jedne euploidne blastocite u populaciji zena u dobi od 27 do 43 godine (36). lako
je ovaj ucinak zabiljezen kod gotovo svih dobnih skupina, ipak Jiang i suradnici pronalaze da
kod AMH vrijednosti nizih od 1,5 ng/mL postoji ve¢i rizik aneuplodijie, ali samo kod zena
iznad 35 godina starosti (37). Ova zapazanja svakako ukazuju na prediktivnost AMH za rizik

aneuplodije.

Kvaliteta oocita smatra jednim od glavnih ¢imbenika za uspjesnu implantaciju.
Zanimljivo je da su zamijecene znacajno nize stope implantacije embrija u zena s
vrijednostima AMH <1 ng/mL u serumu, ito u dobnoj skupini mladoj od 35 godina (38).
Razlog nize stope implantacije embrija u Zena s niskim AMH vjerojatno stoji u smanjenoj

proizvodnji AMH u folikulima $§to dovodi do do inkompetentnosti oocita (3).
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3.2. Predvidanje stope klinicke trudnoée i stope Zivorodene djece

Dob je najtocniji prediktor zanoSenja kao i stope zivorodene djece (engl. live birth
rate, LBR) u lijeCenju MPO-om, ali joj je prediktivna to¢nost umjerena. U potrazi za drugim
markerima ovih ishoda jos je 2004. godine primijeceno da postoji znacajna poveznica izmedu
serumskog AMH i ishoda IVF-a. Visoke razine AMH bile su povezane s ve¢im brojem
dobivenih zrelih oocita i embrija visoke kvalitete te viSom stopom trudno¢a u zena mladih od
42 godine (39). Nadena je pozitivna korelacija oocitnog prinosa i LBR-a u svakoj dobnoj
skupini Zena. ZabiljeZen je rast stope zivorodene djece ukoliko se stimulacijom ovulacije te
aspiracijom dobilo do 15 oocita te postupan pad nakon 20 i vise prikupljenih oocita (40).
Temeljem navedenih ispitivanja, moglo bi se zakljuciti, da ukoliko AMH predvida odgovor
jajnika i oocitni prinos nakon stimulacije ovulacije , takoder bi trebao biti i prediktor LBR-a.
Nekoliko meta analiza ocijenilo je AMH vrlo slabim prediktorom stope zanoSenja, stope
klini¢kih trudnoca i stope zZivorodene djece (12,41,42). U jednom retrospektivnom
kohortnom istrazivanju, Zene s nizim AMH imale su manju vjerojatnost postizanja klinicke
trudnoce, ali nije bilo razlike u stopi trudnoce u tijeku (43). U navedenoj studiji Pacheco i
suradnici zakljucuju da kod Zena s niskim AMH koje uspiju postiéi transfer embrija postoji
razumna vjerojatnost uspjesne trudnoce, poglavito u mladih pacijentica. Sli¢ni su zakljucci
dobiveni i u istrazivanju Peuranpda P. i sur. koji su pokazali da niske (<1,0 pug/L) ili umjerno
niske (1,0-1,9 pg/L) vrijednosti AMH stoje u korelaciji s nizom stopom klini¢kih trudnoc¢a
(engl. clinical pregnancy rate, CPR) i stope zivorodene djece (LBR) usporedbi sa
normalnim vrijednostima (>2,0 ug/L) AMH. Navedeni rezultati mogu se objasniti manjim
brojem oocita dobivenih aspiracijom, posljedi¢énim manjim brojem embrija prikladnim za
embriotransfer, kao i starijom Zivotnom dobi Zena s niskim AMH. Pokazano je da Zene s
niskim AMH imaju jednaku vjerojatnost radanja zivog djeteta, kao i Zene s normalnim AMH,
kao i jednaku stopu spontanih pobacaja (44). Iz svega navedenog moze se zakljuciti da bi
AMH mogao biti marker kvantitete, ali ne i kvalitete oocita. Zanimljivo je da su u populaciji
zena koje ne lijeCe neplodnost, zabiljezene sli¢ne stope trudnoca kod niskog i visokog AMH
(45). U istrazivanu Sunn i sur. dob, AMH i broj dobivenih oocita pokazani su kao nezavisni

¢imbenici koji utje¢u na stopu klini¢kih trudnoca (46).

Seifer i sur. analizirali su prediktore CPR i LBR te zakljucili da AMH nije kvalitetan
prediktor CPR-a i LBR-a, odnosno da drugi ¢imbenici poput genetske kompetencije embrija,

kvalitete i kvantitete spermija te receptivnosti endometrija snaznije utjecu na Sansu ostvarenja
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trudno¢e nego AMH (47). lako je pokazana vrlo slaba povezanost izmedu vrijednosti AMH i
stope implantacije odnosno CPR-a u postupcima MPO-a, smatra se da vrijednost AMH
moze imati klini¢ku primjenu u savjetovanju pacijentica glede vjerojatnosti postizanja
trudnoce, pogotovo onih sa niskom ovarijskom rezervom (41). U nedavno objavljenom
istrazivanju Tal i sur. pokazano je da vrijednosti AMH u cirkulaciji stoje u snaznoj korelaciji
s kumulativnom stopom zivorodene djece (engl. cumulative live birth rate, CLBR), neovisno
0 dobi (47).

3.3. Predvidanje gubitka trudnoce

Kromosomski abnormalni embriji ¢est su uzrok spontanih pobacaja. Kvaliteta jajnih
stanica smanjuje se s dobi. Sunkara i suradnici pronasli su povezanost izmedu broja oocita
dobivenih aspiracijom i stope pobacaja u postupcima IVF-a. U navedenom istraZivanju
pokazano je da je u skupini pacijentica kod kojih je dobiveno 1-3 oocite aspiracijom, 20%
njih imalo rane spontane pobacaje, dok je u skupini s 15 i vise dobivenih oocita stopa
pobacaja iznosila 13% (48). Nakon prilagodbe za dob, broj oocita je i dalje stajao u korelaciji
s negativnim ishodom trudnoca, stoga je zaklju€eno da postoji povezanost niske ovarijske
rezerve i stope spontanih pobacaja, neovisno o dobi. S obzirom da je AMH prediktor OR-a,
posljedi¢no se moze zakljuciti da je i prediktor spontanih pobacaja. Jedna je ranije objavljena
studija zakljucila da povisen rizik spontanih pobacaja postoji samo kod Zena s niskom
ovarijskom rezervom starije zivotne dobi (iznad 36 godina), dok taj rizik nije zamijecen u
zena s istim vrijednostima AMH, ali mlade reprodukcijske dobi (49). Jiang i suradnici utvrdili
su da postoji povezanost AMH i rizika aneuplodije u starijih Zena, ali ne i mladih Zena.
Suprotono tome, nedavna studija je preimplantacijskim genskim probirom na aneuploidije
(engl. preimplantation genetic testing for aneupolidy, PGT-A) u IVF postupcima ukazala na
povezanost AMH i stope euploidije blastociste, koja je bila statisticki znac¢ajna samo u Zzena
mladih od 38 godina. Jednom kad je u¢injen embriotransfer euploidnog embrija, stope
biokemijske, klinicke i trudnoce u tijeku, kao i stope pobacaja, bile su usporedive u svim
dobnim skupinama (49). Zakljucci o ulozi AMH u predvidanju ploidnosti i stope pobacaja u
razlicitim dobnim skupinama su kontradiktorni. Moguc¢i razlog je provodenje istrazivanja na

premalim uzorcima. Ipak, moze se zakljuciti kako nizak AMH uistinu nosi rizik za
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aneuploidiju, ali nema znacajnu prediktivnu ulogu za daljnje ishode ako je transferiran

euploidan embrij.

U ispitivanju AMH na 1060 pacijentica koje su postigle klinicku trudno¢u nakon
embriotransfera, one pacijentice koje su imale nizi serumski AMH, imale su i vise stope
pobacaja neovisno o broju aspiriranih oocita, ali samo u dobnoj skupini starijih od 33 godine
(50). Mlade Zene imaju veci broj visoko kvalitetnih oocita za izbor. Kada s godinama OR
postane limitirajuc¢i cimbenik, AMH ima znac¢ajniju ulogu u predikciji losije kvalitete jajnih
stanica. Obrnuta povezanost AMH i stope pobacaja prijavljena je i u prirodnim trudno¢ama.
Prilagodeno dobi, one zene koje su imale AMH ispod 0,4 ng/mL, imale su 2,3 puta ve¢i rizik
nastanka pobacaja u odnosu na one s normalnim vrijednostima AMH (vi§im od 1 ng/mL)
(32). Zakljuc¢ci navedene studije imali su neka ogranicenja, koja se prvenstveno odnose na
¢injenicu da nije radena kromosomska analiza pobacenih zametaka pa nema podataka o tome
je li razlog gubitka trudnoce bila aneuplodija (33). Zakljucno, moze se re¢i da postoji
povezanost niskog AMH i povecane vjerojatnosti gubitka trudnoc¢e. Razlog moze lezati u
aneuploidiji, ali i promijenjenoj folikulogenezi koja utjece na implantaciju neovisno 0

kromosomskom statusu (3).

3.4. Uloga AMH u folikularnoj tekuéini u predvidanju kvalitativnih ishoda
lije¢enja MPO-om

AMH se, osim u serumu, moze mjeriti i u folikularnoj tekuéini. Njegova ekspresija
perzistira u stanicama kumulusa preovulatornog folikula koje mogu biti informativne i o
kompetenciji oocite. Lin i suradnici istrazivali su povezanost AMH sa stopom oplodnje,
razvojem blastociste, kvalitetom embrija, CPR-om i LBR-om u pacijentica podvrgnutih IVF
ili ICSI postupcima. Spearmanovom korelacijskom analizom zamijec¢eno je da su broj oocita,
embrija visoke kvalitete i blastocista bili povezani s vrijednostima AMH (p<0,05) te da je
stopa radanja zivog djeteta korelirala s vrijednostima AMH u folikularnoj tekuéini (engl.
follicular fluid AMH, ffAMH) (r=0.495, P<0,05). Stopa oplodnje oznacava broj oplodenih
jajnih stanica od ukupnog broja aspiriranih oocita. U ovom istraZivanju nije pronadena
povezanost stope oplodnje i ffTAMH, ali moguc¢i je razlog tome $to je folikularna tekuc¢ina za
analizu dobivena 1z veceg broja folikula i1 odredena vrijednost ffAMH nije bila specifi¢na za
pojedinu oocitu. Kao embrij visoke kvalitete bio je oznacen onaj koji je imao 6-8 stanica

treceg dana od oplodnje ili 4-6 stanica drugog dana. Klinicka trudnoca se verficirala
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prisutstvom gestacijske vrece, a biokemijska trudnoca koncentracijom B-HCG-a visom od 50

miU/mL (52).

Bazalni AMH, FSH, dob i AFC nisu uspje$no predvidjeli CPR u IVF-u i ICSI-u, ali
ffAMH jest. Prediktivna cut-off vrijednost ffAMH za predvidanje klini¢ke trudnoce bila je
1,77 nmol/L uz senzitivnost 91% i specifi¢nost 86% (ROC AUC 0, 83). Studija je pokazala
pozitivnu korelaciju bazalnog serumskog AMH, AMH mjerenog 6. dana stimulacije ovulacije
1 ffAMH s brojem oocita dobre kvalitete i embrija dobre kvalitete. Zabiljezeno je i da su samo
ffAMH, stopa oplodnje i broj brazdanja zigote bili drugaciji u skupini Zena koje su zatrudnile

i onih koje nisu (52).

ROC analizom usporedeni su razli¢iti parametri predikcije CPR-a i ustanovljeno je da
je jedino ffAMH imao prikladnu razinu osjetljivosti (91,2%) i specifi¢nosti (86,5%) (53). Ovi
rezultati su indicirali da bi ffAMH mogao biti koristan marker za predvidanje razvoja
blastociste i ishoda kao $to su stope klini¢ke trudnoce i Zivorodene djece (51). U drugim
istrazivanjima zabiljezeno je da je u ffAMH bio tri puta visi u oocita koje su bile oplodene
nego koje nisu (52). Hattori i suradnici zabiljezili su 2013. godine da su kod pacijentica bez
PCOS-a vise stope klini¢ke trudnoce prisutne pri visSim koncentracijama izmjerenog ffAMH
(53).

Ciepela i suradnici ustanovili su u istrazivanju iz 2019. kako je ffAMH iz folikula
pridruzenog oociti odli¢an prediktor LBR-a nakon transfera pojedina¢nog svjezeg embrija
(engl. single embryo transfer, SET) (55). Istrazivanje je radeno na 322 uzorka folikularne
tekuc¢ine od 299 zena, a ffTAMH koncentracije bile su vise u oocita koje se se kasnije razvile u
embrij visoke kvalitete. Visi ffAMH povecao je vjerojatnost radanja zivog djeteta (omjer
Sansi 1,93). AUC vrijednost za ffAMH u predvidanju LBR-a iznosila je 0,954 (specifi¢nost
91,7% i senzitivnost 91,2 %) (55).

Zakljuceno je da visoko kompetentne humane oocite imaju u folikularnoj tekucini
sastav AMH, FSH i androgena sli¢an kao u prirodnom ciklusu. Intrafolikularno hormonsko
okruZenje oocite u razvoju moglo bi biti prvi kriti¢ki indikator sposobnosti pojedine oocite da
bude oplodena i razvije se u embrij. Kao cut-off vrijednost ffAMH odredena je 4,44 ng/mL, a
samo je 8% pacijentica ispod te koncentracije ffAMH imalo konac¢ni ishod radanja zivog
djeteta. Korelacija sa serumskim AMH bila je umjerena, ali uo¢ena je autonomija ffAMH u

odnosu na serumski.
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Zakljucak je da su AMH i FSH u folikularnoj tekuéini na dan prikupljanja oocite bili
povezani s kvalitetom oocite i predvidali razvoj embrija visoke kvalitete koji ima dobar
implantacijski potencijal. Zabiljezene su nize serumske koncentracije AMH u odnosu na
ffAMH impliciraju¢i folikularnu autonomiju. Ovi pronalasci bit ¢e od klinicke vaznosti
ukoliko se proces prikupljanja i brze analize tekucine individualnih folikula uvede u praksu

(54).

4. Odredivanje koncentracije AMH u uzorku

4.1. Vrste AMH imunoeseja

AMH se u granuloza stanicama proizvodi kao homodimer od 140 kDa s disulfidnim
vezama i u tome se prvotnom obliku zove proAMH. In vitro istraZivanja na fetalnim testisima
i stani¢nim linijama Stakora upucéuju na to da je potrebno proteoliticko cijepanje AMH nakon
izlu¢ivanja kako bi postao bioloski aktivan, a pritom nastaju njegove razlicite izoforme. Zbog
klini¢ke vaznosti AMH mjerenja, razvijeno je u tu svrhu nekoliko imunoeseja koji su koristili
razlicita protutijela za detekciju AMH. Trenutno Cesto koriSteni manualni imunoeseji
ukljucuju: modificirani Gen II esej proizvodaca Beckman Coulter te Ultrasensitive AMH
enzim vezani imunosorbentni esej (engl. enzyme-linked immunosorbent assay, ELISA) i
picoAMH imunoesej proizvodac¢a Ansh Labs koji koriste razli¢ita antitijela od Gen Il AMH
imunoeseja. Imunoesej picoAMH ELISA ima poboljsanu osjetljivost u nizem rasponu
koncentracija. Detektira AMH u koncentraciji od 1,3 pg/mL u usporedbi s Gen Il esejem koji
moze detektirati 0,08 ng/mL AMH. Ova razlika u detekcijskoj moc¢i klinicki je relevantna u
Zena sa smanjenom OR (55). Imunoesej AMH Gen Il ELISA eseja tvrtke Beckman Coulter
izraden je kako bi se prebrodio disparitet rezultata prikupljenih prije koriStenim esejima
proizvodaca Diagnostic Systems Lab (DSL) i Immunotech (IOT). Antitijela koriStena u Gen
Il eseju su zatim upotrijebljena za izradu prvih potpuno automatiziranih imunoeseja: Access
AMH proizvodaca Beckman Coulter i Elecsys AMH proizvodaca Roche Diagnostics.
Automatizirani eseji pokazali su optimalni performans i stabilnost u usporedbi s prijaSnjim

manualnim (56). Izravna usporedba AMH vrijednosti izmjerenih ovim esejima i dalje

17



predstavlja problem. Razlike u vrijednostima u manualnim esejima mogu se objasniti
razli¢itim parovima koriStenih protutijela koji bi mogli detektirati razlicite AMH izoforme.
Nestabilnost uzroka ili matri¢ni efekt utjecu na reproducibilnost mjerenja u razlic¢itim
laboratorijima i takoder mogu pridonijeti razli¢itim izmjerenim vrijednostima AMH na
uzorcima. Razvoj automatiziranih eseja povecao je njihovu preciznost, reproducibilnost, ali i

brzinu mjerenja. To ih ¢ini superiornima manualnim imunoesejima (55).

4.1.1. Usporedba razli¢itih AMH imunoeseja

Nekoliko istrazivanja usporedilo je vrijednosti AMH dobivene ru¢nim i automatiziranim
imunoesejima i predstavilo regresijske jednadzbe za usporedbu AMH koncentracija. Ovisno o
istrazivanju i koncentraciji AMH, mijenjao se stupanj i smjer konverzije koncentracija.
Primjerice za koncentraciju AMH od 1 ng/mL zabiljezene su varijacije od -12,8 % do —25,2%
pri usporedivanju Elecsys automaziranog eseja i Gen II ELISA u razli¢itim studijama.
Medutim za koncentraciju AMH od 5 ng/mL dobivena je varijacija u interpretaciji od —24%
do +45% (57-59). lako utjecaj varijacije na apsolutne izmjerene AMH vrijednosti nije toliko
velik, ove promjene utjeCu na odabrane cut-off vrijednosti i posljedi¢no na klinicko
prosudivanje u lijecenju neplodnosti. Razlike medu esejima dovode do naizgled suprotnih
rezultata u klini¢kim istrazivanjima koja se bave mjerenjem AMH koncentracije. Nedostatak
internacionalnog standarda ¢ak i 20 godina od izrade prvog AMH ELISA imunoeseja je jedan

od glavnih problema u njegovoj klini¢koj primjeni (55).

4.1.2. Zamjenjivost dvaju automatiziranih eseja u klini¢koj primjeni

Novo istrazivanje La Marce i1 suradnika bavilo se izmjenjivos¢u dvaju automatiziranih
eseja, Rocheovog Elecsys AMH i Beckman Coulterovog Access AMH imunoeseja pri
odabiru pocetne doze gonadotropina u IVF-u (56). AMH vrijednosti mjerene su na oba eseja i
prema njima su odredene pocetne doze FSH. Glavni ishod istrazivanja bio je postotak Zena
koje bi bile stratificirane za primanje razli¢itih doza gonadotropina temeljem razlika u AMH
vrijednostima kad se usporede dva testa. Access AMH esej je sistemati¢no pruzao vise

vrijednosti kad se usporedio s Elecsys esejem.
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Ispitivaci su promatrali su kako ¢e se primjena razlicitih testova odraziti na raCunanje doze
folitropina alfa pri koristenju La Marca nomograma za personalizaciju COS-a i folitropina
delta u Ferringovom algoritmu. La Marca nomogram razvijen je 2012. godine za ra¢unanje
prikladne dnevne doze FSH (folitropina alfa), a ona se rac¢una prema dobi Zzene, FSH
mjerenog 3. dana ciklusa i AMH (60). Koristi se za ra¢unanje optimalne pocetne doze
gonadotropina u IVF ciklusima s dugim GnRH agonistickim ili GnRH antagonistickim
protokolom za pacijentice koje prvi puta zapocinju lije¢enje MPO-om. AMH je vodeci
prediktor i objasnjava velik dio varijabilnosti modela. Folitropin delta dozirao se prema
unaprijed odredenoj razini AMH mjerenoj Elecsys AMH imunoesejem te prema tjelesnoj
masi pacijentice. Folitropin delta je licenciran je za personalizirano doziranje u kombinaciji s

dijagnostikom preko Rocheovog Elecsys eseja.

Istrazivanje je radeno na 113 pacijentica s redovitim menstruacijskim ciklusom tijekom
njihovog prvog ciklusa IVF-a. Uzorke se prikupljalo 2.-5. dana ciklusa. Srednja vrijednost
izmjerenog AMH bila je 3,1 ng/mL (+ 2.2 ng/mL) na Elecsys imunoeseju i 3,8 ng/mL (+ 2.8
ng/mL) na Accessovom eseju. Folitropin alfa imao je >15% razlike u pocetnoj dozi za 2 od
113 pacijentica kod upotrebe Access eseja. Folitropin delta imao je >15% razlike u pocetnoj
dozi kod 21 od 113 pacijentica. Promatrajuci samo zene s visokom ovarijskom rezervom, 4 od
51 pacijentice bi primile folitropin delta u dozi koja je prelazila 15% razlike pri upotrebi
Access eseja umjesto Elecsys eseja.

U zakljucku Elecsys 1 Access imali su skromne razlike izmjerenih AMH vrijednosti i
mali utjecaj na FSH kalibraciju u protokolima stimulacije jajnika. Nije postojala znacajna
razlika u primjeni ova dva testa pri koristenju La Marca nomograma, a minimalna razlika se
javljala u upotrebi Ferring algoritma, s manje od 10% pacijentica koje bi zahtijevale razli¢itu
dozu folitropina delta. Iliodromiti i suradnici (61) zakljucili su da Access imunoesej daje
sistemati¢no vise kocentracije u odnosu na Elecsys, u prosjeku 10%, $to bi rezultiralo s 29%
zena s pogresno odredenom dozom FSH delta. Buduc¢i da Access daje vise vrijednosti AMH,
to moze rezultirati suptilnim snizenjem doze folitropina. Teoretski takav bi «propust» mogao

imati povoljan ucinak na pacijentice s visokom OR, smanjuju¢i rizik razvoja OHSS-a (56).

19



4.1.3. Nedostatak medunarodnog standarda u