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Izvledek - Izhodisc¢a. Uvedba antagonistov gonadotropin spro-
Scujocega hormona (ant GnRH) je omogocila ponovno upo-
rabo protokolov za spodbujanje ovulacije s klomifen-citratom
(CC), saj je hipofiza na zacetku takih ciklusov popolnoma do-
vzetna za impulze GnRH.

Namen nase raziskave je bil oceniti uspesnosti ciklusov zu-
najtelesne oploditve, ki so bili spodbujeni s CC, gonadotropi-
ni in antagonisti GnRH.

Metode. Retrospektivno smo primerjali uspesnost 40 ciklusouv,
v katerih smo ovulacijo spodbujali s CC in gonadotropini ob
uporabi ant GnRH (1. skupina) z uspesnostjo 226 ciklusou,
spodbujanih le z gonadotropini in ant GnRH (2. skupina).
Primerjali smo povprecno Stevilo porabljenih ampul, povprec-
no stevilo dni dajanja ampul gonadotropinou, stevilo doblje-
nih oocitov, delez fertilizacije, delez ciklusouv s prenosom za-
rodka, delez zanositev na prenos zarodka in na ciklus. Razli-
ke v vrednosti spremenljivk smo obdelali s hi-kvadrat testom
in t-testom.

Rezultati. Povprecno stevilo porabljenih ampul in povprecno
Stevilo dni dajanja gonadotropinov je bilo statisticno znacil-
no niZje v prvi skupini. Razlike v povprecnem Stevilu oocitou,
delezu normalne fertilizacije, delezu zanositev na prenos za-
rodkov in na ciklus med skupinama niso bile statisticno zna-
Cilne.

Zakljucki. Na podlagi rezultatov sklepamo, da daje protokol s
CC, gonadotropini in antagonisti GnRH primerljive rezulta-
te s protokolom z gonadotropini in ant GnRH pri bistveno
nizji porabi ampul in casu dajanja gonadotropinov.

Key words: clomifen citrate; gonadotrophins; antagonist of
gonadotrophin releasing hormons,; assisted reproductive tech-
niques

Abstract - Background. The antagonists of gonadotrophin
releasing hormon (ant GnRh) offer possibilities of using
clomiphene citrate (CC) in ovarian stimulation regimens,
because at the beginning of the controlled ovarian stimu-
lation cycle the pituitary is fully susceptible to GnRH pulses.
The aim of our study was to asses the succes of cycles stimu-
lated with CC, gonadotrophins and ant GnRh.

Methods. 40 cycles stimulated with CC, gonadotrophins and
ant GnRH (first group) were analysed and compared with
226 cycles stimulated with gonadotrophins and ant GnRH
(second group). We compared the mean number of ampouls
of gonadotrophins, the administration of ampouls in days,
the mean number of oocytes, the percent of normal fertilisa-
tion, the pregnancy rate per transfer and the pregnancy rate
per cycle. The diffrent values of the variables were compared
using Chi-square test and t-test.

Results. The mean number of ampoules of gonadotrophines
used and the mean number of days of stimulation were stati-
sticaly significant lower in the first group of patients. The di-
ferences in the mean number of oocytes, the percent of nor-
mal fertilisation, the pregnancy rate per transfer and the pre-
gnancy rate per cycle between the groups were not statisti-
caly significant.

Conclusions. Considering of our results, we can conclude that
ovarian stimulation regimen with CC, gonadotrophins and
ant GnRH offer comparable results with regimens with gona-
dotrophins and ant GnRH with lower number of ampoules
used and shorter period of administration of gonadotrophins.
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Uvod

Antagonisti GnRH (ant GnRH) omogocajo uvedbo novih pro-
tokolov za spodbujanje ovulacije v postopkih zunajtelesne
oploditve (1). Njihova uporaba zmanj$a moznost nezZelenih
pojavov, kot so sindrom ovarijske hiperstimulacije. Uporab-
ljamo pa jih tudi pri bolnicah, ki se »drugace« odzivajo na
obicajne protokole spodbujanja ovulacije (1-3). Iz literature
jerazvidno, dase prezgodnji LH vrh pojavljav omenjenih pro-
tokolih manj kot v enem odstotku, zato nista ogrozeni fertili-
zacija in stopnja zanostive (1).

Delovanje GnRH agonistov in ant GnRH je razli¢no.

Ant GnRH dajemo v sredini ciklusa v obliki eno- ali ve¢dozne-
ga odmerka. Tako je hipofiza v zacetku spodbujanja ovulaci-
je popolnoma dovzetna za impulze GnRH (1).

To dejstvo je omogocilo ponovno ozivitev protokolov spod-
bujanja ovulacije s klomifen-citratom (CC), ki so bili v upora-
bi v ¢asu pred agonisti GnRH (1, 2). Spodbujanje ovulacije s
CC in z gonadotropini v zgodnji folikularni fazi je bila stan-
dardna oblika protokolov v preteklosti. Zaradi skupnega de-
lovanja obeh ucinkovin je koli¢ina potrebnih gonadotropi-
nov v ciklusu nizja in s tem tudi strosek ciklusa. Zaradi pogo-
stega prezgodnjega LH vrha in posledi¢no velikega odstotka
izlo¢enih bolnic se je ta protokol prenehal uporabljati, ko so
bili na voljo agonisti GnRH (1).

CC je poceni in nacin jemanja je preprost. Uporabljamo ga
Ze §tiri desetletja in je Se vedno zdravilo izbire pri zdravljenju
neplodnih Zensk s ciklusi brez ovulacije in normalno ravnjo
gonadotropinov (2).

CC je estrogenski agonist/antagonist, ki se veze na hipotala-
micne estrogenske receptorje. Celice hipotalamusa zaznajo
navidezno hipoestrogeno stanje. Tako se poveca sekrecija
GnRH, ki poveca izlo¢anje LH in FSH iz hipofize v obtok, kar
je pomembno za spodbujanje ovulacije (3).

Materiali in metode

Namen nase raziskave je bil oceniti uspesnost stiridesetih ci-
klusov zunajtelesne oploditve, prikaterih smo ovulacijo spod-
bujali s CC (Klomifen, Belupo, Hrvaska), z rekombinantnim
FSH (r FSH) (Gonal F, Serono International S.A. Svica) ali s
¢istim FSH (FSH) (Metrodin HP, Serono International S.A. Svi-
ca) in ant GnRH cetroreliksom (Cetrotide, Serono Internatio-
nal S.A.) (1. skupina).

Uspesnost omenjenih ciklusov smo retrogradno primerjali z
uspesnostjo 226 ciklusov zunajtelesne oploditve, pri katerih
smo ovulacijo spodbujali s rFSH ali FSH ob uporabi ant GnRH
(2. skupina).

Vse cikluse zunajtelesne oploditve smo opravili med avgu-
stom 1999 in decembrom 2000 na Oddelku za humano re-
produkcijo in ginekolosko endokrinologijo Splosne bolnisni-
ce Maribor.

Povprecna starost bolnic v prvi skupinije bila 33,4 + 5,21 leta,
v drugi skupini pa 32,9 + 4,9 leta.

V prviskupini smo v 22 ciklusih opravili klasi¢no IVF metodo,
v 16 ciklusih ICSI in v dveh primerih metodo TESA.

V drugi preiskovani skupini je bilo razmerje med IVF in ICSI
metodo enako.

Vse bolnice smo vkljucili v skupini iz ¢akalne liste za posto-
pekumetne oploditve. Bolnice so imele reden menstruacijski
ciklus in niso opravile ve¢ kot treh postopkov zunajtelesne
oploditve.

Izklju¢itvenih meril prakti¢no nibilo. Bolnic s PCO, tezjo stop-
njo endometrioze in bolnic, ki so se slabo odzivale na obicaj-
ne protokole spodbujanja ovulacije, nismo izkljudili.

Bolnice obeh skupin so pri¢ele jemati pripravek za oralno
kontracepcijo (OK), ki je vseboval 0,05 mg etinil estradiola in
0,5 mg norgestrela (Stediril, Krka, Slovenija) med drugim in
sedmim dnem menstruacijskega ciklusa. Zadnji dan jemanja

OK je bil za vse bolnice vsake skupine enak in ta dan smo
opravili tudi prvo ultrazvo¢no (UZ) preiskavo.

V prvi skupini so bolnice od 1. do 5. dne krvavitve prejemale
100 mg CC. Ovulacijo smo v 28 ciklusih $e dodatno spodbuja-
li z r FSH, v 12 ciklusih pa s FSH in sicer od 2., 4., 6. in vse
naslednje dni ciklusa, dokler nismo z UZ ugotovili povprecen
premer vsaj enega ali dveh foliklov 17 do 18 mm, ko so bolni-
ce prejele 10.000 IE humanega horionskega gonadotropina
(hCG) (Profasi, Serono international A.S.).

Pogoji za subkutano dajanje cetroreliksa - ant GnRH so bili v
obeh skupinah izpolnjeni, ko smo z UZ preiskavo diagnosti-
cirali povpre¢ni premer vodilnega folikla 12 do 14 mm.

V drugi skupini smo spodbujanje z gonadotropini priceli 5.
dan po zadnji tableti OK. Pogoji za dajanje hCG so bili v tej
skupini enaki kot v prvi skupini.

Pri vseh bolnicah smo 36 ur po dajanju hCG izvrsili UZ vode-
no punkcijo ovarijskih foliklov.

Oocite smo za IVF postopek inseminirali in inkubirali v medi-
ju IVF (MediCult, Belgija), medtem ko smo oocite za ICSI me-
todo obdelali z 80 IE/ ml hialuronidaze za 10 do 15 s (Medi-
Cult, Belgija). Oocite, ki so bili v stadiju metafaze II, smo takoj
nato injicirali.

Zarodke smo kultivirali 5 dni v sekvenc¢nem sistemu (Blast
Assist System, MediCult, Belgija) pred prenosom zarodka. Pre-
nesli smo najvec dva zarodka, ki so pet dni po punkciji dose-
gli stopnjo blastociste.

Lutealno podporo (30 mg dydrogesterona dnevno per os, Da-
broston, Belupo, Hrvaska) so bolnice prejemale do testa za
ugotavljanje nose¢nosti. 14 dni po prenosu zarodkov smo ugo-
tavljali serumsko vrednost B hCG. Nosec¢nost smo potrdili z
UZ preiskavo 4 tedne po prenosu zarodkov. Kot klini¢no no-
sec¢nost smo zabelezilile tiste, pri katerih smo zaznali plodove
sréne utripe. Bolnice, ki so zanosile, so lutealno podporo je-
male do 12. tedna nose¢nosti.

Podatke smo obdelali z racunalniskim programom Statistika
Stat Soft. Za statisticno analizo atributivnih spremenljivk smo
uporabili test hi-kvadrat, za testiranje razlik povprecij pa
smo uporabili t-test. Razliko smo ocenili kot znacilno, ¢e je bil
p < 0,05.

Rezultati

Stevilo ciklusov, kjer smo ovulacijo spodbujalis CC, rFSH/ FSH
in ant GnRH, je bilo 40. Druga skupina, kjer smo ovulacijo
spodbuijalile z rtFSH/FSH in ant GnRH, je bila Stevil¢nejsa in je
Stela 226 ciklusov. Obe skupini sta bili primerljivi po starosti
bolnic. Delez bolnic, starejsih kot 40 let, je bil v prvi skupini 20
odstotkov, v drugi skupini pa 6,2 odstotka.

Dobljeni rezultati so prikazani v razpredelnici 1.

Razpravljanje

Namen nase raziskave je bil primerjati uspesnost ciklusov, ki
smo jih spodbujali s CC, rFSH/FSH in ant GnRH, ter ciklusov,
spodbujanih s rTFSH/FSH in ant GnRH. Na ta nac¢in smo Zeleli
opredeliti vlogo CC pri spodbujanju ovulacije v omenjenih
protokolih.

Iz literature sta znana dva protokola za uporabo ant GnRH. Pri
protokolu z ve¢ odmerki dajemo 0,25 mg ant GnRH od 5. ali
6. dne spodbujanja ovulacije vse do dajanja hCG (4, 5). Proto-
kol z enim odmerkom zajema dajanje 3 mg ant GnRH kasneje
v folikularni fazi, ko obstaja ve¢ja moznost za nezazeleni pre-
zgodnji vrh LH. Uspesnost supresije, kijo dosezemo s cetro-
relixom, je odvisna od doze in ¢asa dajanja zdravila (3, 6).
Uporaba ant GnRH je zaradi razli¢cnega delovanja v primerja-
viz agonisti GnRH omogocila uvedbo nekaterih skoraj ze po-
zabljenih protokolov, kot so spodbujanje s CC in gonadotro-
pini(1,7,8).
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Razpr. 1. Primerjava uspesnosti ciklusov, spodbujenih s CC, yFSH/FSH in ant GnRH,
in ciklusov, spodbujenih s rFSH/FSH in ant GnRH.

Table 1. Comparing of succes of cycles stimulated with CC, rFSH/FSH and ant GnRH
and cycles stimulated with rFSH/FSH and ant GnRH.

kih in so pri teh bolnicah bolj izrazeni.
Supresija LHRH posledi¢no povzroca
spremenjen odgovor jaj¢nikov na go-
nadotropine. Protokoli s CC, rFSH/FSH
in ant GnRH pri teh bolnicah izboljsa-

CC + rFSH/FSH + ant GnRH  tFSH /FSH+ ant GnRH p jo uspesnost postopkov zunajtelesne
St. zacetih ciklusov 40 226 B oplqditve verjetno zgradi sproscanjana-
No. of started cycles ravnih gonadotropinov zaradi spodbu-
St. ciklusov z oociti 30 223 ] janja S CC. ipv o.dsotnosti inhibitornega
No. of cycles with oocytes vpliva na jaj¢nike (9).
Starost + SD (leta) 334 & 5.2° 320 & 4.9* NS Skupini, kismoju primerjali, se nista raz-
Age + SD (years) ’ ’ ’ ’ likovaliv povprecnistarosti bolnic, ven-
Povp. st ampul FSH 215 & 11,39 250 £ 91 0021  darje bil delez bolnic, starejsih od 40
Number of FSH ampoules ' ' o ' let, bistveno visji v prvi skupini. Pov-
Dajanje ampul FSH (dni) 78418 06+ 18 0.003  Precno é_tevilo ampul_, ki smo jih pora-
Administration of FSH (days) o o ' biliv prviskupini, je bilo statisti¢no zna-
Aplikacija ant GnRH (dan ciklusa) 87 + 222" 77517 0.007 ¢ilno nizje kotv drugi skupini. Podoben

Administration of ant GnRH
(day of cycle)

St. oocitov

No. of oocytes 251

Povp. §t. oocitov

Mean No. of oocytes 6,07 + 443

St. normalno fertiliziranih oocitov (2PN)
(% vseh oocitov)

No. of normal fertilized (2PN)

oocytes (% of all oocytes)

144 (62,33)

St. prenosov zarodka

(% ciklusov s pren zarodkov)
No. of embriotransfer

(% cycles with embryotransfer)

25 (62,5)

DeleZz zanositev na prenos zarodka (%) 40
Pregnancy rate per transfer (%)

DeleZ zanositev na ciklus (%)
Pregnancy rate per cycle (%)

(6.-15. dne / 6"-15" day) (5.-13. dne / 5"-13" day)

6,7 + 4,5 NS

964(64,6) NS

165 (73,0) NS

rezultat smo dobili ob primerjavi po-
vpre¢nega Stevila dni dajanja ampul. V
prvi skupini so bolnice prejemale go-
nadotropine statisticno znacilno manj
dnikotvdrugiskupini. Rezultata sta bila
v skladu z nasimi pricakovanji in s po-
datki v literaturi.

Raziskav, ki bi primerjale omenjena
protokola, je v literaturi malo. Izstopa
studija Tavaniotouja in sod. (2002), ki
so pribolnicah, spodbujanih s CC,hMG/
rFSH in cetroreliksom, ugotovili prav
tako statisti¢cno znacilno nizje stevilo po-
rabljenih ampulin nizje povprec¢no Ste-
vilo dnidajanjaampul gonadotropinov
kot pri bolnicah, spodbujanih s hMG/
rFSH in cetrorelixom.

1493 -

43,6 NS

32,1 NS

* povprecno §tevilo + SD
mean number + SD

Dajanje CC v zgodnji folikularni fazi simuliranih ciklusov po-
veca izlo¢anje endogenega LH in FSH. Mnenja avtorjev o vis-
jih vrednostih LH, ki jih najdemo v teh ciklusih, si nasprotuje-
jo. Nekateri menijo, da so vi§je vrednosti LH v teh ciklusih
lahko vzrok za nizek delez fertilizacije in za visok delez zgod-
njih spontanih splavov, medtem pa drugi govorijo o pozitiv-
nemvplivuvisje vrednosti LH, ki naj bibila odgovorna za ohra-
njanje rumenega telesca v lutealni fazi ciklusa (8).

Tako je Tavaniotou s sod. (2002) v ciklusih, ki so bili spodbu-
jeni s CC, FSH in ant GnRH, v primerjavi s ciklusi, pri katerih
so ovulacijo spodbujali brez CC, ugotovil visje vrednosti LH v
folikularni in lutealni fazi ciklusa, kar pa ni vplivalo na delez
zanositev, saj je bil enak v obeh skupinah.

Uporaba protokolov, ki vljuc¢ujejo CC, rtFSH/FSH in ant GnRH,
naj bi bila uspesna pri skupinah bolnic, ki se »drugace« odzi-
vajo na obicajne protokole spodbujanja ovulacije z gonado-
tropini in agonisti GnRH (1-3, 9).

V to skupino pristevamo bolnice s PCO. Ob uporabi agoni-
stov GnRH moramo zaradi centralne supresije, ki se pri dol-
gih protokolih pojavi ze pred spodbujanjem ovulacije, upo-
rabiti visje odmerke gonadotropinov, kar poveca tveganje za
OHSS zlasti pri bolnicah s PCO. Protokoli s CC, rFSH/FSH in
ant GnRH zmanjsajo tveganje za OHSS, saj na zacetku spod-
bujanja ovulacije ni supresije hipotalamusa. Tako lahko za¢ne-
mo spodbujati z nizjimi odmerki gonadotropinov.

Med bolnice, ki se drugace odzivajo na spodbujanje ovulacije
z gonadotropini in agonisti GnRH, sodijo tudi tiste, ki se slabo
odzivajo (poor responders) tudi na visoke doze gonadotropi-
nov ali se sploh ne odzivajo. Ta pojav je pogostejsi pri starej-
$ih bolnicah, ni pa redek pri tistih, ki imajo normalne vredno-
sti FSH na 3. dan ciklusa. Vzrok za slabo odzivanje slednjih naj
bibilasupresija LHRH receptorjev, ki se nahajajo tudi najaj¢ni-

Razlikav povprec¢nem Stevilu dobljenih

oocitov med skupinama v nasi raziska-

vini bila statisti¢no znacilna. Delez nor-
malno fertiliziranih oocitov (2PN) je bil v prvi skupini nekoli-
ko nizji, vendar razlika ni bila statisticno znacilna. Dobljeni
rezultati tako niso v skladu s podatki iz literature, da lahko
visje vrednosti LH, ki se pojavljajo v ciklusih, spodbujenih s
CC, rFSH/ FSH in ant GnRH, povzrocajo obc¢utno nizji delez
fertilizacije (8). Nase rezultate bi zagotovo dopolnile analize
vrednosti hormonov v ¢asu spodbujanja ovulacije, kar bo
predmet naslednjih raziskav.
Razlika v delezu zanositev na prenos zarodka med skupina-
ma prav tako ni bila statisti¢no znacilna. DeleZ zanositev na
ciklus je znasal v prvi skupini 25%, kar je primerljivo s podat-
ki v literaturi. Tako je Williams s sodel. v retrospektivni analizi
primerjal uspesnost »minimalnega stimulacijskega protoko-
la« - CC, gonadotropini z ali brez ant GnRH - s standardnim
dolgim protokolom ob uporabi gonadotropinov in agoni-
stov GnRH. V prvi skupini je bil delez zanositev na prenos
zarodka 37%, v drugi skupini pa je znasal 41%, kar pa ni bilo
statisticno znacilno. Po mnenju Williamsa minimalni proto-
koli za spodbujanje ovulacije, ki vkljucujejo CC in gonadotro-
pine, dajejo enak delez zanositev kot standardni dolgi proto-
koli z agonisti GnRH. Dodatek ant GnRH daje podobne rezul-
tate kot minimalni protokoli za spodbujanje ovulacije, ven-
dar zagotavlja boljso kontrolo pred prezgodnjim LH vrhom
(10). Ce primerjamo rezultate ciklusov, spodbujenih s CC,
rFSH/FSH in ant GnRH, z rezultati lastne prospektivne studi-
je, v kateri smo primerjali cikluse, spodbujene z gonadotropi-
ni ob dodatku ant GnRH - cetrorelixa in cikluse ob dodatku
agonista GnRH - goserelina, vidimo, da so podatki primerlji-
vi in se lahko z mnenjem Williamsa strinjamo. Delez normal-
no fertiliziranih oocitov je v skupini z goserelinom zna3al
61,6%, delez ciklusov s prenosom zarodkov je znasal 78%. V
omenjeni raziskavi je bilo opaziti statisti¢cno znacilno razliko
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v povprec¢nem Stevilu porabljenih ampul in v povpre¢nem
Stevilu dni dajanja ampul gonadotropinov v prid prvi skupini
(11). Z ozirom na dobljene rezultate pricujoce raziskave lah-
ko sklepamo, da bi dodatek CC bolnicam $e povecal omenje-
ni razliki.

Mnenja o smiselnosti in ekonomski upravi¢enosti uporabe
protokola CC, r FSH/FSH in ant GnRH so razli¢na (10, 12).
Tako nekateri avtorji na podlagi dobljenih rezultatov menijo,
da uporaba omenjenih protokolov ni ekonomsko upravice-
na, drugi pa menijo, da je uspe$nost popolnoma primerljiva z
uspesnostjo ustaljenih protokolov za spodbujanje ovulacije
(10,12).

Z rezultati pricujoce raziskave se pridruzujemo mnenju sled-
njim in sklepamo, da nudi protokol za spodbujanje ovulacije
s CC, rFSH/FSH in ant GnRH primerljive rezultate z drugimi
protokoli ob bistveno nizji porabi in ¢asu dajanja ampul go-
nadotropinov. Po nasih izkusnjah je eden od protokolov izbi-
re pri bolnicah, ki se slabo odzivajo na ustaljene protokole
stimulacije, ki vkljucujejo antagoniste GnRH.
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