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1. UVOD

1.1. Neplodnost

Neplodnost je medicinsko stanje sa vaznim medicinskim, psiholoskim i ekonomskim
posljedicama. Obzirom da obuhvaca par, a ne pojedinca, po mnogo¢emu se razlikuje od
ostalih ginekoloskih oboljenja. Neplodnost definiramo kao nemoguénost zanoSenja uz
redovite spolne odnose bez koriStenja kontracepcije u razdoblju duzem od 12 mjeseci u Zena
mladih od 35 godina Zivota, odnosno u razdoblju duzem od 6 mjeseci u Zena starijih od 35
godina (1). Fekundabilitet oznacava vjerojatnost zace¢a u jednom mjesecnom ciklusu, a ovisi
o mnogim c¢imbenicima plodnosti (2). Procjenjuje se da otprilike 10% parova boluje od
neplodnosti, dok dodatnih 10% boluje od smanjene plodnosti (2). Za parove kod kojih
trudnoca nastupi, ali nakon duzeg razdoblja nego Sto bi bilo ocekivano, koristimo izraz
»smanjena plodnost* ili ,,subfertilitet”. Studija koja je obuhvatila 200 zdravih parova koji su
pokusavali zaceti trudnocu pokazala je da je fekundabilnost prva tri mjeseca iznosila 25%,
nakon Cega se u sljede¢ih devet mjeseci istraZivanja smanjila na 11% (3). Vjerojatnost
zanosenja se smanjuje s duZim vremenom u kojem parovi pokusavaju ostvariti trudnocu, ali i

sa uznapredovalom dobi majke.

Prevalencija neplodnosti, je najviSa u Sjevernoj Africi, Bliskom Istoku, Oceaniji,
Subsaharskoj Africi i Isto¢noj Europi (4). U 2010.godini, 1.9% Zena reprodukcijske dobi nisu
uspjele roditi svoje prvorodeno dijete, a 10.5% Zena sa prethodnim Zivorodenim djetetom nisu
uspjele roditi naredno Zivorodeno dijete (4). Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji, kod
37% neplodnih parova uzrocnik je bio Zenski faktor, u 8% slucajeva uzro¢nik je bio muski
faktor, a u 35% slucajeva kombinacija muskog i Zenskog faktora (5). Faktori koji doprinose
neplodnosti ukljuéuju izmedu ostalog puSenje cigareta, prekomjernu tjelesnu teZinu,

prekomjernu konzumaciju alkohola, kofein i stres (6-10).



1.2. Nasljedni poremecaji zgrusavanja

Trombofilije su naslijedeni ili steCeni poremecaji zgrusavanja krvi koji dovode do povecanog
rizika arterijske i venske tromboze. Nasljedne trombofilije su stanja u kojima genetska
mutacija dovodi do oStec¢enja funkcije ili koli¢ine ¢imbenika u sustavu zgruSavanja. Neki
autori trombofilije dijele na ,,slabije* ili ,,jace*, ovisno o prisutnosti rizika za trombozu do
kojeg mogu dovesti (11). Testiranje za trombofilije se savjetuje kao dio sekundarne prevencije
nakon provocirane i neprovocirane venske tromboembolije (VTE), zatim kao dio primarne
prevencije kod Clanova obitelji oboljelog od VTE i kod ¢lanova obitelji koji razmatraju
terapiju estrogenom ili planiraju zacece (11). Do klini¢kog oboljenja i posljedica mogu
dovesti mutacije prirodnih inhibitora ¢imbenika koagulacije, a to su izmedu ostalih, inhibitori
antikoagulacijskog puta proteina S i proteina C, antitrombina (AT) 1 inhibitora vanjskog puta
zgruSavanja. Nasljedni manjak antitrombina se naj¢eS¢e prezentira trombozom vena gdje su

najceSce zahvacene povrsinske vene nogu, femoralna i ilijaCne vene (12).

Klini¢ki su znacajne i mutacije ¢imbenika koagulacije faktora V Leiden (FVL), inhibitora
aktivatora plazminogena-1 (PAI-1) i metilentetrahidrofolat reduktaze (MTHFR). Mutacija
FVL je relativno Cesta u ljudi, a postoje dokazi da je pomogla oCuvanju vrste. Primjerice,
mutacija smanjuje rizik od gubitka krvi pri porodu, a smatra se i da pospjesSuje preZivljenje za
vrijeme sepse (13). Inhibitor aktivatora plazminogena-1 je cimbenik fibrinolize Ciji
polimorfizam u promotorskoj regiji SERPINE1 (PAI-1) gena dovodi do tzv. ,,up regulacije* i
pretjerane ekspresije. Posljedica navedenog procesa je povecana koncentracija PAI-1 u plazmi
i, posljedicno, inhibicija fibrinolize (14). Na povisenje PAI-1 utjeCu i hipoksija, ¢imbenik
rasta za fibroblaste (engl. fibroblast growth factor, FGF), Cimbenik rasta za vaskularni endotel

(engl. vascular endothelial growth factor, VEGF), epidermalni ¢imbenik rasta (engl.



epidermal growth factor, EGF) i interleukin 1. Takoder, koncentracija PAI-1 u plazmi je
povezana i sa aterosklerozom i infarkcijom miokarda, kao i sa inzulinskom rezistencijom,
opetovanim gubitkom trudnoce, preeklamspijom i sindromom policisticnih jajnika (14).
Vjeruje se da poviSenje PAI-1 moZe sprijeciti invaziju trofoblasta preko inhibicije degradacije
izvanstani¢nog matriksa i akumulacije fibrina, Sto mozZe dovesti do preeklampsije i zastoja
rasta fetusa. Istovremeno, PAI-1 poti¢e migraciju i invaziju stanica endometrija i na taj nacin
potice endometriozu (14). Povezanost mutacija PAI-1 1 komplikacija trudnoce se joS uvijek
istrazuje. Mikrovaskularne okluzije decidue se smatraju potencijalnim uzrokom neuspjesSne
implantacije nakon lijeCenja metodama medicinski pomognute oplodnje (13). Takoder,

povezanost mutacija i neplodnosti u Zena je zanimljiva i jo$ uvijek nedovoljno istraZzena tema.

Trombofilije u trudno¢i mogu biti iznimno opasne, pogotovo obzirom da je
hiperkoagulabilnost fizioloska pojava u trudno¢i. Kombinacija ovih dvaju stanja moZze
dovesti do ozbiljnih komplikacija u fetalnom razdoblju, poput placentalne tromboze i
posljedi¢ne insuficijencije placente (13). Postoje dokazi da trombofilija sudjeluje i u nastanku
preeklampsije i kasnog gubitka ploda. Zanimljivo, premda je mutacija gena za Cimbenike
zgruSavanja povezana s gubitkom ploda, zastojem fetalnog rasta, preeklampsijom i
abrupcijom posteljice nakon 14 tjedana gestacije, postoje dokazi da mutacije djeluju
protektivno prije 10. tjedna gestacije (13). Ono §to se zasigurno zna jest da je balans izmedu
koagulacije i fibrinolize iznimno bitan u prevenciji gubitka trudnoce. Nesklad moze dovesti
do akumulacije fibrina u interviloznim prostorima, tromboze u venama decidue i, posljedi¢no,

do problema u cirkulaciji posteljice (14).

Premda ne postoje Cvrsti dokazi oko djelotvornosti lijeka, heparin se danas ipak koristi u
lijeCenju nositelja mutacija Cimbenika zgruSavanja sa neuspjeSnim implantacijama (13).
Smatra se da bi heparin mogao imati pozitivno djelovanje na implantaciju ne samo kao

antikoagulantni lijek, ve¢ i preko poboljSanja receptivnosti endometrija i preko decidualizacije



stromalnih stanica endometrija. Takoder, heparin bi mogao imati pozitivan ucinak na
adhezivnost 1 invazivnost trofoblasta. Iako postoje dokazi da bi nefrakcionirani heparin ili
heparin male molekularne mase mogao povecati broj Zivorodene djece kod Zena sa ranijim
neuspjeSnim implantacijama, dokazi nisu dovoljno ¢vrsti 1 potrebna su daljnja istraZivanja

(13).

1.3 Lijecenje neplodnosti

Parovima se kao prvi korak preporuca promjena zivotnog stila koja ukljucuje prestanak
pusenja, smanjenu konzumaciju kave i alkohola te redukciju tjelesne teZine ukoliko je
potrebno. Terapijske intervencije ukljucuju lijekove, operacije i/ili metode pomognute

oplodnje (MPO).

Obzirom da su kod 18 do 25% parova koji se lije€e od neplodnosti prisutni poremecaji
funkcije jajnika, indukcija ovulacije je vazna terapijska metoda (15). Najce$¢i poremecaji koji
dovode do anovulacije su hipogonadotropni hipogonadizam, sindrom policisti¢nih jajnika,
periferne endokrinopatije, poremecaji hipofize 1 hiperprolaktinemija (2). Cilj indukcije
ovulacije je indukcija jednog folikula i uspjeS$na trudnoca s jednim djetetom uz minimalan
rizik od sindroma hiperstimulacije jajnika. Peroralni lijekovi koji se koriste za indukciju su
letrozol, klomifen citrat, metformin (kod hiperinzulinemije kao dio sindroma policisti¢nih

jajnika) i agonisti dopamina (u slu¢ajevima anovulacije zbog hiperprolaktinemije).

Intrauterina inseminacija (IUI) je metoda u kojoj se koncentrirani i pokretni spermiji direktno
umetnu u Supljinu maternice. Za uspjeSnu izvedbu IUI, potrebno je prisustvo ovulacije,
prohodnost barem jednog jajovoda i dovoljan broj pokretnih spermija. Kontraindikacija za
ovu metodu je aktivna infekcija u podrucju zdjelice, maternice i cerviksa. Vjeruje se da broj

trudnoca znatno pada nakon treceg ciklusa IUI, zbog ¢ega europske smjernice preporucaju tri



do Sest ciklusa, ovisno o uzroku neplodnosti (16). Nakon ovog broja ciklusa koji ne rezultiraju

trudno¢om, preporuca se prelazak na druge metode pomognute oplodnje.

In vitro fertilizacija (IVF) je metoda u kojoj su jedna ili viSe jajnih stanica aspirirane iz
folikula jajnika, nakon Cega se jajne stanice oplode u laboratoriju (,,in vitro*), nakon Cega
slijedi transfer jednog ili viSe embrija u Supljinu maternice. Cijeli proces traje otprilike dva
tjedna i naziva se ,IVF ciklus“. Aspiracija oocita se odvija pod nadzorom transvaginalnog
ultrazvuka. Nakon aspiracije, jajna stanica se u kontroliranim uvjetima spaja sa spermijima..
IVF kao metoda pomognute oplodnje se koristi kod Zena kod kojih je dijagnosticirano
oStec¢enje jajovoda, kod neplodnosti zbog muskog faktora, smanjene ovarijske rezerve ili
njezinog potpunog nedostatka, zatim kod insuficijencije jajnika i kod drugih oboljenja kad ne
pomazu ostale, prethodno opisane metode postizanja trudnoce. Prema istraZivanju iz
2020.godine, u Zena mladih od 35 godina najvisa stopa nataliteta uz IVF iznosi 67.9%, dok u
Zena iznad 40 godina iznosi 21.9% (17). Smanjeni uspjeh kod Zena starijih od 40 godina je
povezan sa smanjenim odgovorom jajnika na stimulaciju gonadotropinima i smanjenim
brojem jajnih stanica, kao i naruSenom implantacijom zbog slabije kvalitete jajne stanice.
Premda transfer ve€eg broja embrija povecava Sansu za trudno¢om, istovremeno povecava i
Sansu viSeplodne trudnoce. Kako bi se ta mogucnost smanjila na minimum, dogovoreno je da

se u jednom ciklusu ne transferira vise od dva embrija.

Osim gore navedenih, postoje i ostale metode pomognute oplodnje koje se rjede koriste. Jedna
od njih je intracitoplazmatska injekcija spermija (ICSI) kod koje se spermij izravno injicira u
citoplazmu jajne stanice. NajceSce se koristi kad uzrok neplodnosti lezi u muskom ¢imbeniku,
a posebnost ove metode lezi u tome da je oplodnja moguca i u slu¢ajevima kad je broj
spermija ispod 100 (2). U slucajevima azoospermije i aspermije, postoje metode kojima se
spermiji mogu ekstrahirati direktno iz epididimisa ili testisa: perkutana aspiracija spermija iz

epididimisa (PESA), testikularna aspiracija spermija (TESA) i mikrokirur§ka aspiracija



spermija iz epididimisa (MESA). ICSI se rjede koristi iz razloga $to je za njegovu primjenu
potrebna visokotehnoloSka oprema koju nemaju svi laboratoriji. Intratubarna inseminacija
(ITT) ukljucuje direktnu inseminaciju sjemena u jajovod. Provodi se prije ovulacije, a za
izvedbu je potreban barem jedan prohodan jajovod. Transfer gameta (GIFT), odnosno transfer
zigota intratubarno (ZIFT) su metode kod kojih se u jajovod inseminiraju jajna stanica i
spermij, odnosno oplodena jajna stanica. U slucaju da je kod muSkog partnera prisutna
potpuna azoospermija, da u epididimisu i testisu nisu prisutni produkti spermatogeneze ili se
pokuSavaju izbjec¢i nasljedne i imunoloske bolesti, moguca je i heterologna inseminacija. U
ovoj metodi se koristi sjeme donora, a moZe se primjenjivati u prirodnom i induciranom
ciklusu. Za kraj, kao nadopunu IVF metodi moze se Kkoristiti krioprezervacija, odnosno
zamrzavanje 1 odmrzavanje zametaka i gameta. Ovakav postupak se moZe koristiti za pohranu
zametaka za transfer u buduénosti. Zameci su krioprezervirani na -196 °C u teku¢em duSiku

gdje se mogu Cuvati, po odredbama zakona, do deset godina (2).

Kao i svaki medicinski zahvat, MPO mogu izazvati komplikacije koje su rijetke i naj¢esce ne
izazivaju trajne posljedice. NajceS¢a komplikacija nakon terapije induktorima ovulacije je
viSeplodna trudnoca koja se javlja u 18 do 25% slucajeva, zatim nuspojave samih lijekova u 5
do 8% slucajeva, sindrom hiperstimulacije jajnika u 4 do 9% slucajeva i izvanmateri¢na
trudnoca u 4 do 5% slucajeva. Znatno rjede se dogadaju heterotopi¢na trudnoca, hidatidozna
mola i hiperlipoproteinemija (2). Naj¢es¢a komplikacija nakon transvaginalne aspiracije jajne
stanice je neuspjeSna aspiracija koja se dogada u 2% sluCajeva. Krvarenje iz rodnice,

intraperitonealno krvarenje i upala organa zdjelice se susrecu izuzetno rijetko (2).

1.3.1 Uspjesnost metoda pomognute oplodnje

Uspjeh MPO ovisi o mnogo faktora, izmedu ostalog o odabranoj metodi, dobi pacijentice,

komorbiditetima i iskustvu osoblja u IVF centrima. Studija na preko 1000 IVF centara (2)



pokazala je da 15.6-28% pokuSaja IVF-om zavrsi sa kliniCkom trudno¢om. 73% trudnoca
zavr$i sa porodajem Zivog djeteta, dok je izvanmateri¢na trudnoéa komplikacija prisutna u
45 do 7.5% trudnoca. 32.1% trudno¢a zavr$i porodom nedonoS¢eta, a 2.1% sa
malformacijama. U 18 do 25.5% dolazi do viSeplodne trudnoce, u 36% slucajeva dijete se

rada sa niskom porodajnom teZinom, a 43 do 54% porodaja se zavrsi carskim rezom (2).

1.4. Povezanost nasljednih trombofilija i neplodnosti

Povezanost nasljednih trombofilija sa neplodnos$¢u je iznimno kontroverzna tema. Trenutno
medu reprodukcijskim endokrinolozima i reprodukcijskim imunolozima ne postoji konsenzus
oko veze ovih dviju medicinskih pojava. Postoje brojna istrazivanja koja govore u prilog
povezanosti, ali i istrazivanja koja govore protiv toga. Egipatska retrospektivna kohortna
studija na preko 2500 Zena (18) je ispitala pojavnost trombofilija u Zena sa tri ili vise
neuspjesSna pokuSaja MPO. Kod 17.4% ispitanica je dokazana homozigotna mutacija za PAI-
1, dok je kod 67.5% testiranjem potvrdena heterozigotna mutacija istog ¢imbenika. Takoder,
kod 9.8% 1 45.1% Zena je dokazana homozigotna, odnosno heterozigotna mutacija za
MTHFR A, dok je kod 7,7% i 35.3% potvrdena homozigotna, odnosno heterozigotna
mutacija za MTHFR C. Nadalje, kod viSe od tre¢ine Zena (35.8%) su dokazane dvije
homozigotne mutacije za ¢imbenike koji su povezani s trombofilijom, a kod jos jedne tre¢ine
(34.6%) jedna homozigotna mutacija. Premda u ovoj studiji nije bilo usporedbe sa zdravom
populacijom, vidljiva je velika prevalencija mutacija ¢imbenika zgruSavanja kod Zena sa

neuspjesnoim postupcima MPO.

Retrospektivna ,,case-control® studija u Grékoj je pokazala povezanost izmedu PAI-1 4G/5G
polimorfizma i neobjasnjene neplodnosti. U studiji su sudjelovale 222 Zene, od kojih je 115

imalo problem neutvrdenog uzroka neplodnosti, a ostale nisu imale problema sa zanoSenjem



niti su imale komplikacije u kasnijoj trudno¢i. Studija je dokazala da bi navedeni

polimorfizam mogao biti koristan prediktor kod neobjas$njene neplodnosti (14).

I ,case-control” studija (36 ispitanica sa idiopatskom neplodnoS¢éu, 65 ispitanica sa
ponavljaju¢im spontanim pobacajima i 62 zdrave Zene - kontrolna grupa) je ispitivala
povezanost FVL i MTHFR mutacija i neplodnosti (19). Pokazalo se da je ucestalost FVL
mutacija znacajno visa u neplodnih ispitanica (30.6%) i u ispitanica sa ponavljajuc¢im
spontanim pobacajima (20%) nego kod zdravih Zena (0%). Takoder, ucestalost MTHFR
mutacija se pokazala zna¢ajno visa kod Zena sa ponavljaju¢im spontanim pobacajima (63.1%)

nego kod zdravih Zena (38.7%).

Jedna studija je ispitivala povezanost izmedu mutacija PAI-1 i MTHFR te ucestalosti
spontanih pobacaja (20). U studiju je bilo uklju¢eno 150 Zena sa PAI-1 mutacijom, od ¢ega je
100 Zena u anamnezi imalo spontani pobacaj, dok je 50 Zena sa normalnom trudno¢om ¢inilo
kontrolnu skupinu. Takoder, ukupno 138 Zena je imalo obje mutacije, PAI-1 i MTHFR.
Studija je pokazala statisticki znacajnu povezanost PAI-1 mutacije i spontanih pobacaja, kao i
povezanost obje mutacije i pojavnosti spontanih pobacaja. Ova studija je dokazala da mutacije
koje dovode do trombofilija mogu dovesti i do problema s reprodukcijom ¢ak i nakon pocetno

uspjesnog zaceca.

Suprotno prethodnim rezultatima, istraZivanje kojeg su proveli Gopel i sur. (21) je pokazalo
da mutacije FVL imaju pozitivan ucinak na embriotransfer u prvom ciklusu. Ispitanice sa
navedenom mutacijom su imale gotovo dvostruko viSu stopu uspjeSnog transfera od ispitanica
bez mutacija (90% naspram 49%). Takoder, medijan neuspjes$nih transfera je bio niZi kod

Zena sa mutacijom nego kod Zena bez mutacije (0 1 2).

Zanimljivo je nizozemsko istrazivanje u gradu Leidenu u koje su uklju¢eni muskarci i Zene.

Istrazivana je povezanost FVL mutacije i plodnosti (u ovom istrazivanju plodnost su definirali



kao vrijeme izmedu pocetka braka i rodenja prvog djeteta) (22). U muskaraca je FVL
mutacija pozitivno korelirala sa plodnoS¢u. Nakon 3 mjeseca braka, 67% muSkaraca sa
mutacijom je zacelo dijete, naspram 19% muskaraca koji nisu bili nositelji mutacije. Nakon 6
mjeseci, sveukupno 75% muskaraca sa mutacijom i 34% musSkaraca bez mutacije je zacelo
dijete U nije dokazana povezanost FVL mutacije 1 plodnosti. Svakako je vaZzno naglasiti da je
u samo 4.3% ukupne populacije bila dokazana FVL mutacija. Takoder je vazno za naglasiti
da je rije¢ o retrospektivnom istraZivanju gdje su svi podaci prikupljeni iz registra brakova i
registra rodenih, tako da postoji moguénost da su odredene trudnoée pobacene i nisu upisane

u registre.



2. SVRHA RADA

Postoje brojni prijepori oko povezanosti nasljednih trombofilija i neplodnosti, odnosno
uspjesnosti lijeCenja metodama medicinski pomognute oplodnje. Metode medicinski
pomognute oplodnje su relativno nove metode lijeCenja u medicini. Veliki broj parova pati od
neplodnosti, tako da je optimizacija MPO jedan od prioriteta u medicini. Cilj istrazivanja je
bio ispitati povezanost izmedu nasljednih trombofilija i vremena lijeCenja koje je potrebno za
ostvarenje zaceca postupcima MPO (engl. Time to pregnancy, TTP), odnosno broja ciklusa

MPO do postignutog zaceca.

Navedeni rezultati bi mogli pomoc¢i u savjetovanju parovima koji se lijeCe od neplodnosti, a
kod kojih je prisutna trombofilija, odnosno u odluci za uvodenje dodatnog medikamentoznog

lijecenja uz postupke MPO, s ciljem povecanja u¢inkovitosti metoda MPO.

Hipoteze istraZivanja su:

- postoji povezanost izmedu nasljednih trombofilija i TTP

- postoji povezanost izmedu nasljednih trombofilija i ukupnog broja MPO potrebnih za

ostvarenje zaceca
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3. ISPITANICI I POSTUPCI

U istraZivanje su ukljucene ispitanice koje su lijeCene zbog neplodnosti na Zavodu za humanu
reprodukciju Klinike za ginekologiju i1 porodniStvo Klinickog bolni¢kog centra Rijeka. Sve
ispitanice uklju¢ene u istraZivanje su zacele trudnocu, dok tijek i ishod trudnoce nisu
ukljuceni u istraZzivanje. Ukupno su obuhvacene 493 ispitanice koje su se lijecile tijekom 11
godina, od listopada 2008. godine do studenog 2019. godine. Ispitanice su u navedenom
razdoblju zacele ukupno 634 trudnoc¢e uz postupke MPO. Podaci potrebni za istraZivanje su
prikupljeni retrospektivno, analizom medicinske dokumentacije Zavoda za humanu
reprodukciju, te iz bolni¢kog informati¢kog sustava (BIS). Prikupljanje podataka je obavljeno
uz suglasnost Etickog povjerenstva Klinickog bolni¢kog centra Rijeka uz postivanje EtiCkog
kodeksa i zaStitu privatnosti ispitanica. Podaci koji su analizirani u istrazivanju ukljucuju

sljedece:

1.) Zivotna dob ispitanice
2.) kalendarska godina pocetka lijeCenja

3.) kalendarska godina u kojoj je doslo do zace¢a

4.) metoda medicinski pomognute oplodnje, kojom je ostvareno zacece

5.) broj postupaka MPO (IUL, IVF-ET/ICTS, FET) do zace¢a

6.) broj trudnoca koje je ispitanica zacela

7.) broj Zivorodene djece

8.) prisutnost/odsutnost mutacija gena koji su povezani trombofilijom (PAI, MTHFR,
ostale rjede mutacije — faktor II, faktor V).

9.) U ispitanica sa dokazanim mutacijama zabiljeZena je vrsta i tip nasljeda mutacije
(homozigotna ili heterozigotina mutacija)

10.) dokazani ginekoloSki komorbiditeti.

11



Rezultati su analizirani statistickim programom S TATISTICA*
(http://www statsoft.com/Products/STATISTICA-Features/Version-12). Rezultati su tumaceni

uz prihvatljivu razinu znacajnosti p<0,05.

Za potrebe istraZivanja, ispitanice su podijeljene u tri skupine:

1) homozigoti za barem jednu od istraZzivanih mutacija (N =60),

2) heterozigoti (N =54) 1

3) ispitanice bez mutacija (N = 379).

Nakon toga je istrazeno postoji li znaCajna razlika izmedu ispitanica bez mutacije i
homozigota, ispitanica bez mutacije i heterozigota, odnosno izmedu homozigota i
heterozigota za dva Cimbenika: broj mjeseci do trudnoce (TTP) i broj MPO od pocetka

lije€enja neplodnosti do zacete trudnoce.
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4. REZULTATI

Srednja vrijednost dobi ispitanica na pocetku lije¢enja neplodnosti bila je 32.89 godina

(SD#4.11). Dobnu strukturu ispitanica prikazuje Slika 1.

20-25 26-30 31-35 36-40 40+

Slika 1. Struktura ispitanica ovisno o Zivotnoj dobi na pocetku lijeCenja

Najveci udio ispitanica (42.77%) je lijeCenje zapoceo u dobi od 31 do 35 godina Zivota.

Opcenito, vecina ispitanica (71.86%) je lijeCenje zapocela u mladoj reprodukcijskoj dobi.

4.1. Opdi rezultati

Od ukupnog broja zaletih trudno¢a (N = 634), najveci broj je zacet nakon postupka in vitro
fertilizacije IVF/ ET); (N=354, 56%). Prijenosom zamrznutih zametaka (FET) je zafeto 24%
trudnoca (N=156), a homolognom inseminacijom (IUI) 11% trudnoca, (N=68). Najmanji
udio trudnoca je zacet spontano (N=56, 9%), u razdoblju izmedu lijeenja postupcima MPO

(Slika 2).
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Slika 2. Udio zacetih trudnoc¢a prema metodi lijeCenja (postupak MPO)

U vecine ispitanica koje su bile ukljuene u istraZivanje, viSe od tri Cetvrtine nisu imale
dijagnosticiranu nijednu mutaciju gena koja se povezuje s nasljednom trombofilijom (N=379,
77%). Manji broj ispitanica (N=114, 23%) su imale dijagnosticiranu barem jednu mutaciju (ili

viSe njih), heterozigotnu ili homozigotnu (Slika 3).

F R

M Pacijentice s mutacijama

M Pacijentice bez mutacija

Slika 3. Udio ispitanica s mutacijama i ispitanica bez mutacije gena povezanih s nasljednom
trombofilijom
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U ispitanica sa dijagnosticiranim mutacijama (N = 114), udio homozigota i heterozigota je

bio podjednak. Slika 4 prikazuje raspodjelu i odnos ispitanica homozigota i heterozigota.

® Homozigoti

M Heterozigoti

Slika 4. Udio ispitanica koje su homozigoti za mutaciju i ispitanica koje su heterozigoti za
barem jednu mutaciju gena

4.2. Vrijeme do zacec¢a (TTP)

Prvi ispitivani ¢imbenik je vrijeme lijeCenja postupcima MPO do zaceca (TTP), izraZeno u
mjesecima. U Tablici 1 prikazano je prosjecno vrijeme do zaceca u ispitanica bez dokazanih
mutacija i iznosilo je 7.79 mjeseci (SD+9.45). Nasuprot tomu, ispitanicama koje su bile
homozigoti za jednu od dokazanih mutacija je bilo potrebno prosjecno 13.58 mjeseci
(SD+14.22) do zacec¢a. Sli¢an rezultat je zabiljeZen i u ispitanica koje su heterozigoti za

barem jednu mutaciju, a prosje¢no vrijeme do zaceca iznosilo je 12.28 mjeseci (SD+11.74).
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Tablica 1. DuZina lijeCenja do zaceca (mjeseci)

Mjeseci do zaceca Varijanca P
SV +£SD
Ispitanice bez mutacija

(N =379) 7.79+£9.45 89.56
Homozigoti

(N =60) 13.58+14.22 204.35 0.0003*
Heterozigoti

(N =54) 12,28+11,74 139,83 0.003*

*p < 0,05 — statisticki znacajno, homozigoti i heterozigoti se ne razlikuju znacajno

SV=srednja vrijednost, SD= standardna devijacija

Usporedbom duzine lijeCenja do zacec¢a u ispitanica bez mutacija i homozigota, dokazano je
da su homozigotne mutacije u ispitanica povezane sa znacajno duzim razdobljem lijeCenja
neplodnosti postupcima MPO (p=0.0003). Sli¢no tomu, ispitanice sa heterozigotnim
mutacijama gena imaju znacajno duze vrijeme lijeCenja postupcima MPO u odnosu na one
bez mutacija (p=0.003). Razlika u duZini lijecenja izmedu homozigota i heterozigota nije

dokazana. (p=0.52, Tablica 1).

Dobiveni podaci ukazuju da postoji znacajna razlika izmedu ispitanica bez mutacije za jedan
od ispitivanih gena i ispitanica sa mutacijom. Obzirom da pri usporedbi duZine lijeCenja
homozigota 1 heterozigota nema znacajne razlike, moZzemo zakljuciti da nije bitno je li
ispitanica homozigot ili heterozigot, ve¢ prisustvo ili odsustvo dokazanih mutacija utjece na

ishod lijeCenja metodama pomognute oplodnje.
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4.3. Broj ciklusa MPO do zaceca

Drugi ispitivani ¢imbenik je bio broj ciklusa medicinski pomognute oplodnje do zaceca.
Prikazane su zajedno sve koriStene metode pomognute oplodnje, odnosno ukupni broj ciklusa
zametaka. U ispitanica bez mutacije, prosjecan broj ciklusa bio je 3.19 (SD+ 1.37). U
ispitanica koje su homozigoti za mutaciju prosjecan broj zahvata bio je 4.18 (SD+1.68), dok

je u ispitanica koje su heterozigoti prosjec¢an broj zahvata bio 4.04 (SD+1.62).

Tablica 2. Broj ciklusa MPO do zaceca

Prosjecan broj ciklusa Varijanca p
SV +SD
Ispitanice bez mutacije

(N=379) 3.19+1.37 4.11
Homozigoti

(N=60) 4.18£1.68 8.88 0.002*
Heterozigoti

(N=54) 4.04£1.62 8.74 0.02*

*p < 0,05 — statisticki znacajno, homozigoti i heterozigoti se ne razlikuju znacajno

SV=srednja vrijednost, SD= standardna devijacija

Usporedbom ukupnog broja postupaka MPO do zacec¢a trudnoce u ispitanica bez mutacija i
homozigota, ukazuje da su homozigotne mutacije povezane sa znacajno duzZim razdobljem
lijeCenja neplodnosti postupcima MPO (p=0.002). Sli¢no tomu, ispitanice sa heterozigotnim

mutacijama gena imaju znacajno duZe vrijeme lijeCenja postupcima MPO u odnosu na
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ispitanice bez mutacija (p=0.02). Razlika u duZini lijeCenja izmedu homozigota i heterozigota

nije dokazana (p=0.76, Tablica 2).

Postoji znaCajna razlika izmedu ispitanica bez mutacije za jedan od ispitivanih gena i
ispitanica sa mutacijom. Obzirom da pri usporedbi broja postupaka do zaceta izmedu
homozigota i heterozigota nema znacajne razlike, mozemo zakljuciti da nije bitno je li
ispitanica homozigot ili heterozigot, ve¢ prisustvo ili odsustvo dokazanih mutacija utjeCe na

ishod lijeCenja metodama pomognute oplodnje.
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5. RASPRAVA

Glavni rezultat ovog istrazivanja ukazuje da prisutnost mutacija ¢imbenika koagulacije,
znacajno doprinosi produzenom lijecenju postupcima MPO, dok vrsta mutacije (homozigotna
ili heterozigotna) nema takav ucinak. Obzirom da danas parovi sve kasnije planiraju
potomstvo, postupci MPO su postali iznimno vazan nacin lijeCenja neplodnosti u
reprodukcijski starijih parova. Prema rezultatima istraZivanja, testiranje na mutacije
¢imbenika koagulacije bi moglo biti koristan korak pri dijagnostici i donoSenju odluke o
terapiji neplodnosti. Ovo se posebice odnosi na parove kod kojih je prisutna neplodnost
neobjasnjenog uzroka koja bi se mogla povezati s mutacijom ¢imbenika koagulacije. Takoder,
testiranje bi moglo biti od koristi u parova koji imaju veci broj neuspjeSnih postupaka MPO.
U Zena sa dokazanom mutacijom ¢imbenika zgruSavanja i u kojih je prisutna neplodnost
neobjasnjenog uzroka ili ve¢i broj neuspjeSnih ciklusa MPO, neki predlaZzu terapiju
heparinom, koja bi mogla biti dodatno lije€enje uz postupke MPO. Dokazano je da heparin
ima pozitivno djelovanje na implantacijski proces i na receptivnost endometrija (13). Premda
su potrebna daljnja istraZivanja, terapija heparinom bi mogla pomo¢i u lije¢enju neplodnosti i
povecanju uspjeSnosti MPO. Kako je ranije navedeno, postoje istraZivanja koja govore u
prilog povezanosti mutacija ¢imbenika zgruSavanja i neuspjeSnih MPO 1 istraZivanja koja isto
opovrgavaju. Prema objavljenoj analizi (23) koja je obuhvatila sedam znanstvenih ¢lanaka,
uspjesSnost lije¢enja IVF metodom nije povezana sa mutacijama MTHFR, kao niti sa ostalim
ispitanim ¢imbenicima (FVL, protrombin i rezistencija na aktivirani protein C). Nadalje,
analiza ukljucenih ,,case-control® studija je pokazala da ne postoji povezanost izmedu
mutacija MTHFR i uspjesnosti lijeCenja MPO (24). Medutim, dokazana je povezanost FVL i
uspjeSnosti MPO, dakle prisutnost FVL mutacije dovodi do slabijih rezultata lije¢enja MPO.
Medutim, prospektivne kohortne studije koje su obradene u meta-analizi nisu pokazale

povezanost nijednog ¢imbenika zgruSavanja i u¢inkovitosti MPO.
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Postoje istrazivanja €iji su rezultati komplementarni sa rezultatima naSeg istraZivanja.
Primjerice, studija koja je usporedivala Zene koje su imale 4 ili viSe neuspjes$na ciklusa IVF-
ET i Zene koje nisu imale problema sa zace¢em je pokazala povezanost izmedu prisutnosti
nasljednih trombofilija 1 smanjene uspjeSnosti metode IVF-ET (25). Ispitani su geneticki
¢imbenici MTHFR, protrombin, FVL, antitrombin III, protein C i protein S. Naime, u skupini
Zena sa neuspjeSnim IVF-ET, u 42.9% dokazana je barem jedna od navedenih mutacija
naspram u 18.2% zdravih Zena [OR 2.9], p<0.05. Sude¢i po ovoj studiji, mutacije navedenih

¢imbenika dovode do gotovo tri puta slabijeg ishoda nakon postupka MPO.

,,Case-control“ studija (26) je usporedila neplodne Zene sa neuspjesnim IVF-ET postupcima i
zdrave Zene koje su spontano zaceCe. Prema ovom istraZivanju mutacija barem jednog
¢imbenika zgruSavanja povecava rizik od neuspjeSnih postupaka MPO vise od tri puta
[OR=3.15]. Homozigotima za mutaciju MTHFR je dokazan 12 puta ve¢i rizik od neuspjesnog
lijecenja MPO [OR=12.33]. Takoder, dokazana je negativha povezanost mutacije FVL i

uspjesnosti MPO [OR=3.06], dok za ostale ¢cimbenike povezanost nije dokazana.

Razultati prikazani u nasem istraZivanju potvrduju povezanost mutacija gena sustava
zgrusavanja krvi , te duZeg lijeCnja odnosno potrebe ponavljanja vec¢eg broja postupaka MPO.
U budu¢im istrazivanjima bi moglo biti korisno ciljano odvojiti mutacije za MTHFR i
mutacije za PAI-1, kako bi se istrazilo u kojoj je mjeri odredeni mutirani ¢imbenik povezan s
povecanim broj ciklusa MPO. Medutim, i bez navedene podjele je dokazali smo da postoji
znacajna povezanost. Obzirom da je jedna od mutacija dokazana kod gotovo Cetvrtine Zena
ukljucenih u naSe istrazivanje, smatramo da bi antikoagulantno lijeCenje, odnosno otkrivanje
trombofilija bi moglo biti kljucan korak u lijeCenju neplodnosti kod velikog broja parova.
Najveci broj ispitanica ukljucenih u istraZivanje je lijeCenje MPO uspjesno zavrSilo zate¢em
nakon in vitro fertilizacije (56%), zatim nakon transfera odmrznutih zametaka (24%), i nakon

intrauterine inseminacije (11%). Prema podacima Ministarstva zdravstva za 2017.godinu (27),
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u Hrvatskoj se kao metoda MPO najviSe koristio IVF/ICSI (61%), zatim IUI (21%) i FET
(18%), sto potrebuje velika nov€ana sredstva. Povec¢anjem ucinkovitosti lije€enja, odnosno
skracenjem vremena lijeCenja utjeCemo i na financijski aspekt lijeCenja neplodnosti, te su
ovakva istrazivanja zanimljiva zbog lijeCenih neplodnih parova prvenstveno, ali 1 zbog opceg

drustvenog interesa.
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6. ZAKLJUCAK

1. Dokazano je da uz mutaciju gena MTHFR 1 PAI-1 lijeCenje neplodnosti potrebuje znacajno

veci broj ciklusa MPO.

2. Isto tako, mutacije navedenih gena znacajno su povezane sa duzim vremenom potrebnim

za zacece.

3. Obzirom da su metode pomognute oplodnje novije medicinske metode lijeCenja, joS uvijek
postoje prijepori oko povezanosti mutacija genetickih ¢imbenika koagulacije i u¢inkovitosti

postupaka MPO.

4. Rezultati istrazivanja bi mogli doprinositi lijeCenju parova s neplodnosscu neobjaSnjenog

uzroka i parova s velikim brojem neuspjeSnih ciklusa MPO.

5. Antikoagulantno lije€nje kao dodatno lije¢enje uz MPO bi moglo povecati vjerovatnost

postizanja trudnoce, Sto je svakako cilj buducih istrazivanja.
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7. SAZETAK

Uvod: Neplodnost se definira kao nemogucénost zaceca nakon 12 mjeseci redovitih spolnih
odnosa bez zastite. JoS uvijek postoje brojne kontroverze oko povezanosti neplodnosti i

nasljedne trombofilije nastale zbog mutacije ¢imbenika zgrusavanja krvi.

Cilj: Cilj istrazivanja je bio utvrditi povezanost genskih mutacija ¢imbenika koagulacije u

Zena koje se lijeCe zbog neplodnosti 1 ishoda lijecenja postupcima MPO.

Ispitanici i postupci: U istraZivanje su ukljucene 493 Zene koje su se lijecile zbog
neplodnosti na Zavodu za humanu reprodukciju Klini¢kog bolni¢kog centra Rijeka i koje su
nakon postupaka MPO zacele trudnocu. Ispitanice su lijeCene intrauterinom inseminacijom, in
vitro fertilizacijom, transferom odmrznutih zametaka i kombinacijom navedenih metoda.
Ispitanice su testirane na mutacije ¢imbenika zgruSavanja krvi (plazminogen aktivator
inhibitor-1, metilentetrahidrofolat reduktaza, faktor II, faktor V Leiden). U ukupno 114
ispitanica je dokazana mutacija gena (60 homozigota i 54 heterozigota). Za sve ispitanice je

izraCunato trajanje lijeCenja 1 broj ciklusa MPO do zaceca.

Rezultati: U ispitanica homozigota i heterozigota za mutaciju C¢imbenika zgruSavanja
potrebno je znacajno viSe mjeseci lijeCenja do zafeca nego kod ispitanica bez mutacije
(p=0.0003, odnosno p=0.03). Nije dokazana znacajna razlika u duzZini lijeCenja izmedu
homozigota i heterozigota. Sli¢no tome, u ispitanica homozigota i heterozigota potrebno veci
broj ciklusa MPO do zaceca nego u ispitanica bez mutacije (p=0.002, odnosno p=0.02). Nije
dokazana znacCajna razlika broja ponavljanih postupaka MPO izmedu homozigota i

heterozigota.

Zakljucak: Mutacija genskih ¢imbenika zgruSavanja krvi znacajno je povezana s duZim
lijeCenjem neplodnosti i potrebom ponavljanja ciklusa lije¢enja MPO. Prisustvo ili odsustvo

mutacije znacajno utjece na uspjeh lijeenja, a ne vrsta mutacije.
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Kljucne rijeci: neplodnost, metode pomognute oplodnje, nasljedna trombofilija
8. SUMMARY
Introduction: Infertility is defined as a reduction or lack of ability to reproduce. There are

still controversies regarding the importance of coagulation factors mutations in infertility.

Aim: Aim of this research was to examine the importance of coagulation factors mutations in

patients with infertility.

Materials and methods: Research examined 493 female patients who underwent treatment
for infertility on Department of human reproduction in Clinical Hospital Centre in Rijeka. The
patients ended their treatment with total of 634 pregnancies. Therapy included intrauterine
insemination, in vitro fertilization, frozen embryo transfer or the combination of mentioned
methods. Research examined whether the patients had a mutation of coagulation factors
(plasminogen activator inhibitor-1, methylenetetrahydrofolate reductase, factor II, factor V
Leiden). 114 patients had diagnosed mutation, 60 of which were homozygotes and 54 were
heterozygotes. For every patient duration of therapy on Department of human reproduction

and number of times they underwent the therapy was examined.

Results: Research proved that both homozygotes and heterozygotes require longer time to
pregnancy than patients without mutations (p=0.0003 and p=0.03, respectively). There was no
difference between homozygotes and heterozygotes. Similarly, both homozygotes and
heterozygotes required more ART cycles before reaching pregnancy than patients without
mutations (p=0.002 and p=0.02, respectively). There was no difference between homozygotes

and heterozygotes regarding number of cycles.

Conclusion: Presence of mutation of coagulation factors leads to prolonged ART treatment

and more cycles needed to reach the pregnancy.

Key words: infertility, assisted reproduction therapy, inherited trombophilia
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