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Uvod

Pii 1é¢bé neplodnosti umélym oplodnénim
—invitro fertilisatio (IVF), je nezbytna kon-
trolovand ovaridlni hyperstimulace pacien-
tek. Hlavnimi pozadavky hormondlni ova-
ridlni stimulace je zisk vétsiho (ale bezpec-
ného) poctu oocytl, optimalni kvalita (zra-
lost) ziskanych oocytd a minimdlni zdsah
do lutedlni faze cyklu [8].

Stimulaé¢ni protokoly asistované reprodukce
prodélaly v poslednich letech zna¢ny vyvoj.
Zcela se ustoupilo od pivodni stimulace
klomifencitrat+gonadotropiny (hMG/FSH)
a v soucasné dobé se uzivaji jiz jen analoga
nebo antagonisté gonadoliberinti (aGnRH)
s gonadotropiny (hMG-u-FSH nebo
rec—FSH) spolu s preovulacni aplikaci hCG.

Mezi zlaty standard poslednich let pati{ sti-
mulace aGnRH+hMG/FSH+hCG v krat-
kém, dlouhém nebo ultrakratkém protoko-
lu. Kratky protokol vyuZzivd pocate¢niho
flare—up efektu aGnRH (vzplanuti endo-
genni sekrece hypofyzou) i gonadotropind
a soucasné periovula¢niho supresivniho pa-
sobeni analoga na hypofyzu. Dlouhy proto-
kol vyuZivd supresi hypotalamo—hypofy-
zo—ovaridlni osy, tzv. down-regulaci, kterd
nastupuje pii dlouhodobé aplikaci analoga
a nésledné se pridava stimulace gonadotro-
piny. Ultrakratky protokol se uzivd méné
Casto, a sice u tzv. low responders (pa-
cientky malo reagujici na stimulaci), zde se
vyuZziva pouze flare—up efektu aGnRH [8].

Gonadotropiny, dnes uZivané pro ovaridlni
stimulaci, jsou bud’ vysoce ¢isténé prepara-
ty s FSH ziskané z mo¢i menopauzalnich Zen
(u—FSH), nebo rekombinantni (rec—-FSH)
ziskané genovou manipulaci po biotechno-
logické inkorporaci huméanniho genu kédu-
jictho syntézu FSH do bunécné linie ¢in-
ského kfecka. Rec-FSH oproti u—FSH pre-
paratim maji vySsi bioaktivitu pfes podob-
nou nebo niz§{ sérovou imunoaktivni FSH
koncentraci, nenesou LH aktivitu a maji
minimdlni kontaminaci non—-FSH proteiny
[3,6,8].

Mnoho praci v dostupné literatuie potvrzu-
je vetsi uspeésnost IVF pii stimulaci dlou-
hym protokolem oproti kratkému [1,7,8,9,
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10,13]. Autofi [1,7,8,9,10,13] se vesmés
shoduji ve vyS$§im implantaénim poméru
i dosaZeni klinické gravidity — pregnancy
rate (PR), néktefi uvadéji i vyssi pocet foli-
kula [13], oocytd [1,10,13] a vice nadbytec-
nych embryi ke kryokonzervaci [7]. Dle ji-
nych autort [9] je pocet folikuld, oocyti
i embryi u obou protokoli témét shodny.
Metaanalytickd randomizovand studie
Hughese et al z roku 1992 [5] neshleddva
mezi kratkym a dlouhym stimula¢nim pro-
tokolem statisticky vyznamny rozdil v poc-

tu zruSenych cykld ani v PR.

Existuji metaanalytické studie srovndvajici
rec—FSH s purifikovanym u-FSH, podle kte-
rych md pouziti rec-FSH lepsi vysledky,
vyssi PR [2]. Studie srovndvajici rec—-FSH
s u—FSH pouze v dlouhém protokolu uddva-
ji moZnost uZiti menstho mnoZstvi ampuli
rec—FSH spolu se ziskem vétstho mnozstvi
folikulti, oocytd a vyS§im PR (statisticky
vSak nevyznamné) [11]. Rekombinantni hu-
manni FSH je pti [VF/ICSI klinicky i ekono-
micky efektivnéjsi neZ mocovy FSH, dosa-
huje vétsiho poctu prospivajicich t€hotenstvi
s mens$im poctem stimula¢nich cykla [12].

Cilem nasi prace bylo porovnédni dlouhého
a kratkého stimula¢niho protokolu, jejich
uspésnosti (PR), jejich hormondlnich hladin
dosahovanych pfi stimulaci ve folikuldrn{
tekutiné aspirovanych preovulacnich foli-
kult i v séru stimulovanych Zen.

Materidl a metody

Soubor tvofilo 202 pacientek podstupuji-
cich IVF 1é¢bu na nasem pracovisti v obdo-
bi 11/99-02/01. Primérny vék Zen byl 30,2
+ 4,3 roku. 57 % pacientek se 1é¢ilo pro ste-
rilitu primdrni a 43 % pro sterilitu sekun-
darni. Pficina sterility byla nejcastéji — ve
46 % smiSend z n€kolika faktort (93 paci-
entek), ddle v 11,4 % cisté andrologickd (23
pacientek), ve 28,2 % tubdrni (57 pacien-
tek), ve 3,5 % imunologicka (7 pacientek),
ve 3,5 % ovaridlni (7 pacientek), ve 2 %
endometriéza, v 0,5 % uterinni faktor (1 pa-
cientka) a v 5 % idiopatickd (10 pacientek).

126 Zen (62,4 %) bylo stimulovano kratkym
a 76 zen (37,6 %) dlouhym aGnRH/FSH/
HCG stimulacnim protokolem.

V 62 pripadech (30,69 %) byl pii stimulaci
pouZzit rekombinantni FSH prepardt, z toho
ve 33 piipadech v kratkém a 29 piipadech
v dlouhém stimula¢nim protokolu (16,34 %
vs. 14,36 %).

Ostatnich 140 Zen (69,31 %) dalo ptrednost
levnéjsimu vysoce Ccisténému mocovému
preparatu — 93 (46,04 %) v kratkém a 47
(23,26 %) v dlouhém protokolu.

Pii kratkém protokolu si pacientky apliko-
valy analog gonadoliberinu — aGnRH — bu-
serelin acetat v davce 0,6—-0,9 mg/den nebo
nafarelin acetdt 0,6 mg/den intranazdlné od
2. dne menstruac¢niho cyklu az do aplikace
choriového gonadotropinu (hCG). Od 3. dne
cyklu si aplikovaly subkutdnné 150-225 IU
u-FSH (vysoce ¢istény urofollitropin) nebo
recFSH (follitropinu alfa ¢i beta). 10 000 IU
hCG intramuskuldrné se aplikovalo pfi USG
nélezu alespon 1 folikulu o velikosti 18 mm,
nejméné 2 dal§ich nad 16 mm a vySce endo-
metria alespont 8§ mm. Transvagindln{ aspira-
ce folikulti pod USG kontrolou byla prove-
dena za 34-36 hod po aplikaci hCG a sice
v kritkodobé celkové anestezii.

Pii dlouhém stimula¢nim protokolu se apli-
koval depotni preparat aGnRH 1. den men-
strua¢niho cyklu subkutdnnf{ injekci 3,6 mg
goserelin acetdtu nebo intramuskuldrni
3,75 mg triptorelin acetatu. Pokud byla za
priblizné 14 dni po aplikaci hladina estra-
diolu (E2) v séru pod 0,15 nmol/l, na USG
ndlez klidovych ovarii a nizkého endo-
metria, zacala pacientka uzivat 225-300 IU
u-FSH nebo rec-FSH denné v subkutdnni
injekci. Dals{ postup byl shodny s kratkym
protokolem.

Tésné pred uvodem do celkové anestezie
byl pacientkdm odebran vzorek krve. Vzo-
rek FF jsme ziskali pfi odbéru oocytul.

U 104 Zen (51,49 %) byla provedena klasic-
ka IVF a v 98 ptipadech (48,51 %) intracy-
toplazmatickd injekce spermie piimo do cy-
toplazmy oocytu (ICSI). Odbér FF spolu
s oocyty jsme provedli standardni transva-
gindlni aspiraci preovulaénich folikuli
v celkové anestezii.

Vzorek krve i vzorek FF jsme pfedali do
plastikovych nesterilnich zkumavek bez pro-



Tab. 1. Celkova uspésnost - PR.

Poéet pacientek

Klinické gravidita-PR 55
Bez ET 16

Pocet procent

27,23 %
7,92 %

Tab. 2. Promérné hladiny hormond v souboru.

Sérum Folikuldrni tekutina
FSH (IU/1) 543 +2,66 4,18 £ 1,96
LH (1U/1) 0,17 £ 0,41 0,08 +0,25
Progesteron (nmol/l) 30,03 £ 18,70 30789 + 12547
Estradiol (nmol/I) 4,36 + 3,39 18812 + 11915
Testosteron (nmol/l) 3,45+ 2,19 32,83 £32,59

Tab. 3. Porovndni krdtkého a dlouhého protokolu - PR.

Bez ET

8,73 % (11/126)
6,58 % (5/76)

Klinické gravidita

23,81 % (30/126)
32,89 % (25/76)

Kratky protokol
Dlouhy protokol

tisrazlivych piisad
a oba vzorky za
2-6 hod po odbéru
centrifugovali
(2 000 ot/min,
20 min). Ziskany
supernatant a sé-
rum jsme zmrazili
a uchovali pfi tep-
lot¢ —20 °C az do
zpracovani.

Vznikld  embrya
jsme  kultivovali
48-72 hod. Maxi-
mélné 3 nejlepsi
z nich jsme transfe-
rovali do dutiny dé-
lozni a zbyld jsme
kryokonzervovali.
Za 14 dni po ET
jsme stanovovali
hladinu HCG v sé-
ru a za 5-6 tydnt
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Obr. 1a. Porovndni hladin hormond v zdvislosti na protokolu - krdtky vs dlouhy.
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Obr. 1b. Porovndni hladin hormond v zdvislosti na protokolu - krdtky vs dlouhy.

provedli USG vysetfeni. Pfi ndlezu ges-
ta¢niho vacku s echem embrya v dutiné dé-
lozni jsme cyklus povazovali za GspéSny —
klinicka gravidita — pregnancy rate (PR).

U vSech 202 cykli jsme méfili hladinu
FSH, progesteronu (P4), estradiolu (E2)
a testosteronu (T) v séru i FF. Hladinu LH
jsme méfili jen u 82 ndhodné vybranych
zen.

Stanoveni FSH, LH, P4, E2 a T byly prova-
dény na imunoanalyzatoru ACS 180, firmy
Bayer, Germany. FSH a LH bylo stanovova-
no nekompetitivni chemiluminiscen¢ni ese-
ji uZzivajici k detekci kombinaci polyklo-
ndlnich a monoklondlnich protilatek, kterd
je znacena akridiunium esterem, nasledna
luminiscence je vyvoldna reakei akridiu-
nium esteru se substrdtem. Intezita lumi-
niscence je pfimo imérna mnozstvi deteko-
vaného antigenu. Progesteron, testosteron
a estradiol byly stanovovany kompetitivn{
chemiluminiscen¢ni eseji, pfi které dochdzi
ke kompetici o limitovany pocet vazebnych
mist na monoklondln{ protildtce mezi stano-
vovanym analytem a analytem znaCenym
akridiunium esterem, ndsledna lumi-
niscence je vyvoldna reakci akridiunium
esteru se substratem. Intezita luminiscence
je nepfimo umérnd mnozstvi detekovaného
antigenu.

Chyba ve stanoveni se pohybovala primeér-
né do 5 %. Vzorky T byly bud’ nefedény ¢i
fedény 2krat, tj. chyba stanoveni do 5 % na-
meérfené hodnoty.

P4 ve FF byl fedén 500krat a E2 ve FF
10 000 krét, fedéni byla provddéna pomoci
Multidiluentu 3 pro P4 a Multidiluentu 9
pro E2, zde je jiZ nutno brét v dvahu chybu
vzniklou fedénim, kterd se v pfipadé P4 bu-
de pohybovat do 15 % stanovené hodnoty,
u E2 mezi 25-30 %.

Vysledky jsme rozsédhle statisticky zpraco-
vali. Na porovnani mezi rtiznymi podskupi-
nami byla uZita analyza rozptylu pfi jedno-
duchém tfidéni (ANOVA), déle pak Wilco-
xonlv nepdrovy test, medidnovy neparovy
test a parovy studentiv T—test. Na analyzu
souvislosti mezi kvalitativnimi veli¢inami
byl uZzit Spearmantv pofadovy korelaéni
koeficient, mezi kvalitativnimi veli¢inami
byla souvislost zjistovana uzitim y—kvadrat
testu.

Vysledky

Ze souboru 202 pacientek bylo 16 Zen
(7,92 %) po stimulaci bez embryotransferu
(ET) (davody: nulovy zisk oocytt, selhdni
fertilizace, hrozici hyperstimula¢ni syndrom,
nizké endometrium). U 55 pacientek v tom-
to sledovaném cyklu s ET byla prokdzdna
klinicka gravidita; PR 27,23 % (tab. 1).
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Tab. 4. Hladiny hormond pfi kratkém a dlouhém protokolu.

Kratky protokol
FSH FF / U/I 3,72
FSH S / U/l 4,60
LH FF / UI/! 0,14
LHS /Uul/l 0,18
Progesteron FF / nmol/I 28643
Progesteron S / nmol/I 27,30
Estradiol FF / nmol/I 25533
Estradiol S / nmol/I 5,43
Testosteron FF/ nmol/I 44,18
Testosteron S / nmol/! 4,43
Pocet oocytd / n 12
VFF/ ml 52

S - sérum, FF - folikuldrni tekutina

Dlouhy protokol Vyznamnost
4,94 p <0,0001
6,81 p <0,0001
0,01 p <0,0001
0,16 NS
34346 p =0,0016
34,56 p = 0,0072
7670 p <0,0001
2,60 b < 0,0001
14,02 b < 0,0001
1,83 p <0,0001
1 NS
42 NS

Tab. 5. Dlouhy protokol - celkem 76 ien; u-FSH vs rec-FSH - PR.

Klin. gravidita
27,66 % (13/47)
41,38 % (12/29)
32,89 % (25/76)

aGnRH + u-FSH (HP)
aGnRH + rec FSH
Celkem

Bez transferu
8,51 % (4/47)
3,45 % (1/29)
6,58 % (5/76)

Tab. 6. Krdtky protokol - celkem 126 Zen; u-FSH versus rec-FSH - PR.

Klin. gravidita
27,96 % (26/93)
12,12 % (4/33)
23,81 % (30/126)

aGnRH + u-FSH (HP)
aGnRH + rec FSH
Celkem

Bez transferu

8,60 % (8/93)

3,03%(1/33)
8,73 % (11/126)

U IVF hormondlné stimulovanych Zen se
v den odbéru oocytt nachdzi v plazmé, resp.
ve FF hladina FSH v priaméru 543 +
+ 2,66 U/, resp. 4,18 + 1,96 IU/1, hladina
LH 0,17 £ 0,41 IU/, resp. 0,08 = 0,25 U/,
progesteronu 30,03 + 18,7 nmol/l, resp.
30 789 + 12 547 nmol/l, estradiolu 4,36 +
+ 3,39 nmol/l, resp. 18812 + 11915 nmol/l
a testosteronu 3,45 + 2,19, resp. 32,83 +

+ 32,59 nmol/I (tab. 2). Hladina LH ve FF
byla u vétSiny pacientek pod hranici deteko-
vatelnosti uZzitou laboratorni metodou.
V priméru jsme odebrali cca 48 ml FF pfi
zisku 11,6 oocytti.

nez kratky. Ze skupiny pacientek stimulova-
nych kriatkym protokolem otéhotnélo

23,81 % vs 32,89 % stimulovanych proto-
kolem dlouhym; bez ET bylo 8,73 % vs
6,58 %. Tento klinicky vyznamny rozdil ne-
ni pfi zhodnoceni testem y—kvadrit vy-
znamny statisticky, coz v§ak muze byt ddno
pouze mensi velikosti naSeho souboru. Vy-
sledek je v souladu s mnoha pracemi
[7,8,9,10,13] dokumentujicimi veétSi Gspés-
nost dlouhého protokolu oproti kratkému
(tab. 3).

vy

Pti dlouhém protokolu se dosahuje vyssich
hladin FSH jak v séru (6,81 vs 4,60 IU/1),
tak ve FF (4,94 vs 3,72 IU/1) a mirné vyssich
hladin P4 (v séru: 34,56 vs 27,30 nmol/l i ve
FF: 34 346 vs 28 643 nmol/l). Naopak je pri
dlouhém stimula¢nim protokolu vice potla-
¢ena produkce a vyskyt LH pfevdzné ve FF:
0,01 vs 0,14 TU/1 , v séru pak nevyznamné:
0,16 vs 0,18 IU/1. Déle je pti dlouhém pro-
tokolu vyznamné sniZena hladina E2 v obou
tekutinach (sérum: 2,6 nmol/l vs 5,43 mol/l,
FF: 7 670 nmol/l vs 25 533 nmol/l). Nejvy-
znamnéji je vSak sniZzena produkce T, séro-
vé hladiny jsou 1,83 nmol/l pfi dlouhém
protokolu vs 4,43 nmol/l pfi kratkém proto-
kolu; ve FF hladina T 14,02 nmol/I pti dlou-
hém a 44,18 nmol/l pii kratkém protokolu.

U Zen stimulovanych dlouhym protokolem
jsme tedy zjistili statisticky velmi vyznam-
né vyssi hladiny FSH v séru i FF a méné
pak P4, zarovenl vyznamné niz$i hladiny E2
a T v obou tekutindch a vyznamné niZsi
hladinu LH ve FF, nevyznamné pak v séru
(tab. 4. graf 1A a 1B).

Pfi pouziti rec—-FSH preparatt se dosahuje
nejlepsich vysledkd v kombinaci s dlouhym
protokolem (41,4 %), u kratkého protokolu
je PR naopak nizky (12,1 %). Vysoce cisté-
ny u—FSH md u obou protokold stejné vy-
sledky: 27,7 vs 28 % (tab. 5 a tab. 6. graf 2).

Tab. 7. Porovndni dlouhého protokolu s rec-FSH oproti ostatnim.

Dlouhy p.

- u-FSH
FSH FF / UI/! 6,08
FSH S / U/l 7,94
LH FF / UI/I 0,018
LHS/ Ul/l 0,2
Progesteron FF / nmol/I 36560
Progesteron S / nmol/I 34,25
Estradiol FF / nmol/I 6957
Estradiol S / nmol/I 2,33
Testosteron FF/ nmol/I 13,16
Testosteron S / nmol/I 1,75
Pocet oocytd / n 10
VFF / ml 41
Vysvétlivky:
Signifikantni parovy Dlouhy u-FSH
T - fest mezi: x dlouhy rec-FSH
Test &.: 1

NS = nesignifikantni rozdil

Dlouhy p. Kratky p. Kratky p. Vyznamnost
- rec-FSH -u-FSH - rec-FSH p < 0,005
3,09 4,07 2,75 1,23,4,6
5,00 515 3,05 1,23,56
0,00 0,13 0,25 NS
0,06 0,18 0,15 NS
30759 27747 3131 2
35,06 26,63 29,92 NS
8824 26610 24424 2,345
3,00 5,54 5,07 2,345
15,40 47,63 35,01 2,345
1,96 4,51 4,20 2,345
12,2 11,9 12,4 NS
42 51 51 NS
Dlouhy u-FSH Dlouhy u-FSH Dlouhy rec-FSH Dlouhy rec-FSH Kratky u-FSH x
x kratky v-FSH x krétky rec-FSH x kratky v-FSH x krétky rec-FSH kratky rec-FSH
2 3 4 5 6
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Obr. 2. Uspésnost cyklu - klinickd gravidita - PR.

V tab. 7 jsou uvedeny rozdily hormonalnich
hladin dle pouZitych protokolt i FSH pre-
parétu a jejich statistickd vyznamnost.

Diskuse

NasSe prace potvrzuje, ze uziti dlouhého sti-
nez uziti kratkého aGnRH/FSH/HCG pro-
tokolu. Tento vysledek je v souladu s vétsi-
nou praci srovndvajici tyto dva protokoly.
Autori [1,7,8,9,10,13] se vesmés shoduji ve
vyS$§im implantaénim poméru i PR pii
dlouhém protokolu, coz je v souladu i s vy-
sledky nasi prace. Nase vysledky se prikla-
n&ji i k vysledkiim Ravhona et al [9], ktery
shleddva podobny pocet folikuli, oocytti
i embryi u obou protokold.

Z vysledkt nasi studie vyplyva, Ze pfi sti-
mulaci dlouhym protokolem je vyznamné
sniZena hladina T i E2 v séru i FF a hladina
LH je vyznamnéji nizs§{ ve FF. Vysledek je
v souladu s principem stimulace dlouhym
protokolem, ktery vyuZzivd supresi hypotala-
mo-hypofyzarni—ovaridlni osy, tzv. down—
—regulaci, kterd nastupuje pii dlouhodobé
aplikaci aGnRH, a tudiZ umoZiuje optimdl-
ni kontrolu endogenni sekrece LH [8]. Niz-
$1 mnozstvi LH tedy méné stimuluje synté-
zu androgend, vede k poklesu produkce jak
androgent, tak estradiolu [3]. Naopak hla-
dina FSH je pfi dlouhém protokolu v obou
tekutindch vyssi, coz miize byt vSak ddno
jen rozdilnym typem stimulace, podle kte-
rého naSe pacientky uZivaly pii dlouhém
protokolu primérné vice jednotek FSH pre-
pardtu denné.

Vyssi dspésnost dlouhého protokolu mize-
me tedy vysvétlit niz§im LH a androgenta
(A), kdyZ vime, Ze hypersekrece LH ve fo-
likularn{ fazi cyklu je spojena s negativnim
vlivem na fertilizaci, téhotenstvi i udrzeni
t€hotenstvi a androgeny zpusobuji foliku-
larn{ atrezii a degeneraci oocytu [1].

Tasdemir [13] popisuje pfi stimulaci dlou-
hym protokolem vys$si peak E2. Dle naSich
vysledkd i vysledkd Ravhona et al [9] je to-
mu pravé naopak. Neexistuje konsenzus,
zda vyss$i E2 m4, nebo nemd negativni efekt
na kvalitu oocytd a embryi ¢i receptivitu

endometria.

Bo—Abbas [1] shleddva rovnéz pfi dlouhém
protokolu niz$i sérovy LH, folikuldrni
androgeny (A) a folikularni E2; v sérovém
FSH, A, P4 a E2 neshleddva signifikantni
rozdily. Déle uddvd, Ze kratky stimulacni
protokol muze pravdépodobné navodit po-
dobné hormondlni prostfedi, které se nacha-
zi u Zzen s PCOS, charakterizovanym oligo-
menoreou, hyperandrogenismem, vyssi se-

kreci LH a ovaridlnich A a nizsi fertilitou

[1].

Krétky stimulaéni protokol navozuje vyssi
sérové hladiny LH, T a nizsi pocet preovu-

la¢nich folikula [4], niZ8i zisk oocytl a vys-
81 potratovost nez dlouhy [10].

Vétsina studii srovndvajicich rec—FSH s pu-
rifikovanym u-FSH udavd lepsi vysledky
IVF pfi pouziti rec-FSH, vyssi PR [2, 6,
11]. NasSe studie potvrzuje vyssi PR pfi po-
uziti rec—FSH, ale jen v dlouhém stimu-
la¢nim protokolu, v kratkém naopak vy-
znamné niz§i. Vysledek miZe byt dan ma-
lou velikosti naSeho souboru, zvlasté pak
podskupiny stimulované timto prepardtem,
a zaroven tim, Ze ve vétSiné dnesnich studii
se uziva jiZ jen dlouhy stimulaéni protokol
s GnRH analogem.

Laver

Zavérem lze z naSi price shrnout, Ze jsme
prokazali vySsi dspéSnost dlouhého stimu-
la¢niho protokolu, ktery vykazuje nizsi hla-
diny LH, T a E2 v séru i FF spolu s vy$§im
PR. Dlouhy protokol tedy lépe kontroluje
produkci LH a T a ovaria jsou pod vlivem
vys$sich hladiny FSH. Rec—FSH md vyssi
PR v dlouhém protokolu, v kratkém naopak

niz§{. U-FSH vykazuje shodné vysledky
v obou stimula¢nich protokolech.

PRACE VZNIKLA ZA PODPORY GRANTU
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