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Úvod
Při léčbě neplodnosti umělým oplodněním

– in vitro fertilisatio (IVF), je nezbytná kon-

trolovaná ovariální hyperstimulace pacien-

tek. Hlavními požadavky hormonální ova-

riální stimulace je zisk většího (ale bezpeč-

ného) počtu oocytů, optimální kvalita (zra-

lost) získaných oocytů a minimální zásah

do luteální fáze cyklu [8].

Stimulační protokoly asistované reprodukce

prodělaly v posledních letech značný vývoj.

Zcela se ustoupilo od původní stimulace

klomifencitrát+gonadotropiny (hMG/FSH)

a v současné době se užívají již jen analoga

nebo antagonisté gonadoliberinů (aGnRH)

s gonadotropiny (hMG–u–FSH nebo

rec–FSH) spolu s preovulační aplikací hCG.

Mezi zlatý standard posledních let patří sti-

mulace aGnRH+hMG/FSH+hCG v krát-

kém, dlouhém nebo ultrakrátkém protoko-

lu. Krátký protokol využívá počátečního

flare–up efektu aGnRH (vzplanutí endo-

genní sekrece hypofýzou) i gonadotropinů

a současně periovulačního supresivního pů-

sobení analoga na hypofýzu. Dlouhý proto-

kol využívá supresi hypotalamo–hypofý-

zo–ovariální osy, tzv. down–regulaci, která

nastupuje při dlouhodobé aplikaci analoga

a následně se přidává stimulace gonadotro-

piny. Ultrakrátký protokol se užívá méně

často, a sice u tzv. low responders (pa-

cientky málo reagující na stimulaci), zde se

využívá pouze flare–up efektu aGnRH [8].

Gonadotropiny, dnes užívané pro ovariální

stimulaci, jsou buď vysoce čištěné prepará-

ty s FSH získané z moči menopauzálních žen

(u–FSH), nebo rekombinantní (rec–FSH)

získané genovou manipulací po biotechno-

logické inkorporaci humánního genu kódu-

jícího syntézu FSH do buněčné linie čín-

ského křečka. Rec–FSH oproti u–FSH pre-

parátům mají vyšší bioaktivitu přes podob-

nou nebo nižší sérovou imunoaktivní FSH

koncentraci, nenesou LH aktivitu a mají

minimální kontaminaci non–FSH proteiny

[3,6,8].

Mnoho prací v dostupné literatuře potvrzu-

je větší úspěšnost IVF při stimulaci dlou-

hým protokolem oproti krátkému [1,7,8,9,

10,13]. Autoři [1,7,8,9,10,13] se vesměs

shodují ve vyšším implantačním poměru

i dosažení klinické gravidity – pregnancy
rate (PR), někteří uvádějí i vyšší počet foli-

kulů [13], oocytů [1,10,13] a více nadbyteč-

ných embryí ke kryokonzervaci [7]. Dle ji-

ných autorů [9] je počet folikulů, oocytů

i embryí u obou protokolů téměř shodný.

Metaanalytická randomizovaná studie

Hughese et al z roku 1992 [5] neshledává

mezi krátkým a dlouhým stimulačním pro-

tokolem statisticky významný rozdíl v poč-

tu zrušených cyklů ani v PR.

Existují metaanalytické studie srovnávající

rec–FSH s purifikovaným u–FSH, podle kte-

rých má použití rec–FSH lepší výsledky,

vyšší PR [2]. Studie srovnávající rec–FSH

s u–FSH pouze v dlouhém protokolu udáva-

jí možnost užití menšího množství ampulí

rec–FSH spolu se ziskem většího množství

folikulů, oocytů a vyšším PR (statisticky

však nevýznamně) [11]. Rekombinantní hu-

mánní FSH je při IVF/ICSI klinicky i ekono-

micky efektivnější než močový FSH, dosa-

huje většího počtu prospívajících těhotenství

s menším počtem stimulačních cyklů [12].

Cílem naší práce bylo porovnání dlouhého

a krátkého stimulačního protokolu, jejich

úspěšnosti (PR), jejich hormonálních hladin

dosahovaných při stimulaci ve folikulární

tekutině aspirovaných preovulačních foli-

kulů i v séru stimulovaných žen.

Materiál a metody
Soubor tvořilo 202 pacientek podstupují-

cích IVF léčbu na našem pracovišti v obdo-

bí 11/99–02/01. Průměrný věk žen byl 30,2

± 4,3 roku. 57 % pacientek se léčilo pro ste-

rilitu primární a 43 % pro sterilitu sekun-

dární. Příčina sterility byla nejčastěji – ve

46 % smíšená z několika faktorů (93 paci-

entek), dále v 11,4 % čistě andrologická (23

pacientek), ve 28,2 % tubární (57 pacien-

tek), ve 3,5 % imunologická (7 pacientek),

ve 3,5 % ovariální (7 pacientek), ve 2 %

endometrióza, v 0,5 % uterinní faktor (1 pa-

cientka) a v 5 % idiopatická (10 pacientek).

126 žen (62,4 %) bylo stimulováno krátkým

a 76 žen (37,6 %) dlouhým aGnRH/FSH/

HCG stimulačním protokolem.

V 62 případech (30,69 %) byl při stimulaci

použit rekombinantní FSH preparát, z toho

ve 33 případech v krátkém a 29 případech

v dlouhém stimulačním protokolu (16,34 %

vs. 14,36 %).

Ostatních 140 žen (69,31 %) dalo přednost

levnějšímu vysoce čištěnému močovému

preparátu – 93 (46,04 %) v krátkém a 47

(23,26 %) v dlouhém protokolu.

Při krátkém protokolu si pacientky apliko-

valy analog gonadoliberinu – aGnRH – bu-

serelin acetát v dávce 0,6–0,9 mg/den nebo

nafarelin acetát 0,6 mg/den intranazálně od

2. dne menstruačního cyklu až do aplikace

choriového gonadotropinu (hCG). Od 3. dne

cyklu si aplikovaly subkutánně 150–225 IU

u–FSH (vysoce čištěný urofollitropin) nebo

recFSH (follitropinu alfa či beta). 10 000 IU

hCG intramuskulárně se aplikovalo při USG

nálezu alespoň 1 folikulu o velikosti 18 mm,

nejméně 2 dalších nad 16 mm a výšce endo-

metria alespoň 8 mm. Transvaginální aspira-

ce folikulů pod USG kontrolou byla prove-

dena za 34–36 hod po aplikaci hCG a sice

v krátkodobé celkové anestezii.

Při dlouhém stimulačním protokolu se apli-

koval depotní preparát aGnRH 1. den men-

struačního cyklu subkutánní injekcí 3,6 mg

goserelin acetátu nebo intramuskulární

3,75 mg triptorelin acetátu. Pokud byla za

přibližně 14 dní po aplikaci hladina estra-

diolu (E2) v séru pod 0,15 nmol/l, na USG

nález klidových ovarií a nízkého endo-

metria, začala pacientka užívat 225–300 IU

u–FSH nebo rec–FSH denně v subkutánní

injekci. Další postup byl shodný s krátkým

protokolem.

Těsně před úvodem do celkové anestezie

byl pacientkám odebrán vzorek krve. Vzo-

rek FF jsme získali při odběru oocytů.

U 104 žen (51,49 %) byla provedena klasic-

ká IVF a v 98 případech (48,51 %) intracy-

toplazmatická injekce spermie přímo do cy-

toplazmy oocytu (ICSI). Odběr FF spolu

s oocyty jsme provedli standardní transva-

ginální aspirací preovulačních folikulů

v celkové anestezii.

Vzorek krve i vzorek FF jsme předali do

plastikových nesterilních zkumavek bez pro-
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provedli USG vyšetření. Při nálezu ges-

tačního váčku s echem embrya v dutině dě-

ložní jsme cyklus považovali za úspěšný –

klinická gravidita – pregnancy rate (PR).

U všech 202 cyklů jsme měřili hladinu

FSH, progesteronu (P4), estradiolu (E2)

a testosteronu (T) v séru i FF. Hladinu LH

jsme měřili jen u 82 náhodně vybraných

žen.

Stanovení FSH, LH, P4, E2 a T byly prová-

děny na imunoanalyzátoru ACS 180, firmy

Bayer, Germany. FSH a LH bylo stanovová-

no nekompetitivní chemiluminiscenční ese-

jí užívající k detekci kombinaci polyklo-

nálních a monoklonálních protilátek, která

je značena akridiunium esterem, následná

luminiscence je vyvolána reakcí akridiu-

nium esteru se substrátem. Intezita lumi-

niscence je přímo úměrná množství deteko-

vaného antigenu. Progesteron, testosteron

a estradiol byly stanovovány kompetitivní

chemiluminiscenční esejí, při které dochází

ke kompetici o limitovaný počet vazebných

míst na monoklonální protilátce mezi stano-

vovaným analytem a analytem značeným

akridiunium esterem, následná lumi-

niscence je vyvolána reakcí akridiunium

esteru se substrátem. Intezita luminiscence

je nepřímo úměrná množství detekovaného

antigenu.

Chyba ve stanovení se pohybovala průměr-

ně do 5 %. Vzorky T byly buď neředěny či

ředěny 2krát, tj. chyba stanovení do 5 % na-

měřené hodnoty.

P4 ve FF byl ředěn 500krát a E2 ve FF

10 000 krát, ředění byla prováděna pomocí

Multidiluentu 3 pro P4 a Multidiluentu 9

pro E2, zde je již nutno brát v úvahu chybu

vzniklou ředěním, která se v případě P4 bu-

de pohybovat do 15 % stanovené hodnoty,

u E2 mezi 25–30 %.

Výsledky jsme rozsáhle statisticky zpraco-

vali. Na porovnání mezi různými podskupi-

nami byla užita analýza rozptylu při jedno-

duchém třídění (ANOVA), dále pak Wilco-

xonův nepárový test, mediánový nepárový

test a párový studentův T–test. Na analýzu

souvislostí mezi kvalitativními veličinami

byl užit Spearmanův pořadový korelační

koeficient, mezi kvalitativními veličinami

byla souvislost zjišťována užitím c–kvadrát

testu.

Výsledky
Ze souboru 202 pacientek bylo 16 žen

(7,92 %) po stimulaci bez embryotransferu

(ET) (důvody: nulový zisk oocytů, selhání

fertilizace, hrozící hyperstimulační syndrom,

nízké endometrium). U 55 pacientek v tom-

to sledovaném cyklu s ET byla prokázána

klinická gravidita; PR 27,23 % (tab. 1).

Počet pacientek Počet procent

Klinická gravidita–PR 55 27,23 %
Bez ET 16 7,92 %

Tab. 1. Celková úspěšnost – PR.

Klinická gravidita Bez ET

Krátký protokol 23,81 % (30/126) 8,73 % (11/126)
Dlouhý protokol 32,89 % (25/76) 6,58 % (5/76)

Tab. 3. Porovnání krátkého a dlouhého protokolu – PR.

Sérum Folikulární tekutina

FSH (IU/l) 5,43 ± 2,66 4,18 ± 1,96
LH (IU/l) 0,17 ± 0,41 0,08 ± 0,25
Progesteron (nmol/l) 30,03 ± 18,70 30789 ± 12547
Estradiol (nmol/l) 4,36 ± 3,39 18812 ± 11915
Testosteron (nmol/l) 3,45 ± 2,19 32,83 ± 32,59

Tab. 2. Průměrné hladiny hormonů v souboru.

Obr. 1b. Porovnání hladin hormonů v závislosti na protokolu – krátký vs dlouhý.

Obr. 1a. Porovnání hladin hormonů v závislosti na protokolu – krátký vs dlouhý.
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Dlouhý p. Dlouhý p. Krátký p. Krátký p. Významnost
- u-FSH - rec-FSH -u-FSH - rec-FSH p < 0,005

FSH FF / UI/l 6,08 3,09 4,07 2,75 1,2,3,4,6
FSH S / UI/l 7,94 5,00 5,15 3,05 1,2,3,5,6
LH FF / UI/l 0,018 0,00 0,13 0,25 NS
LH S / UI/l 0,2 0,06 0,18 0,15 NS
Progesteron FF / nmol/l 36560 30759 27747 31311 2
Progesteron S / nmol/l 34,25 35,06 26,63 29,92 NS
Estradiol FF / nmol/l 6957 8824 26610 24424 2,3,4,5
Estradiol S / nmol/l 2,33 3,00 5,54 5,07 2,3,4,5
Testosteron FF/ nmol/l 13,16 15,40 47,63 35,01 2,3,4,5
Testosteron S / nmol/l 1,75 1,96 4,51 4,20 2,3,4,5
Počet oocytů / n 10 12,2 11,9 12,4 NS
V FF / ml 41 42 51 51 NS

Vysvětlivky:
Signifikantní párový Dlouhý u-FSH Dlouhý u-FSH Dlouhý u-FSH Dlouhý rec-FSH Dlouhý rec-FSH Krátký u-FSH x 
T - test mezi: x dlouhý rec-FSH x krátký u-FSH x krátký rec-FSH x krátký u-FSH x krátký rec-FSH krátký rec-FSH
Test č.: 1 2 3 4 5 6
NS = nesignifikantní rozdíl

Tab. 7. Porovnání dlouhého protokolu s rec–FSH oproti ostatním.

Krátký protokol Dlouhý protokol Významnost

FSH FF / UI/l 3,72 4,94 p < 0,0001
FSH S / UI/l 4,60 6,81 p < 0,0001
LH FF / UI/l 0,14 0,01 p < 0,0001
LH S / UI/l 0,18 0,16 NS
Progesteron FF / nmol/l 28643 34346 p = 0,0016
Progesteron S / nmol/l 27,30 34,56 p = 0,0072
Estradiol FF / nmol/l 25533 7670 p < 0,0001
Estradiol S / nmol/l 5,43 2,60 p < 0,0001
Testosteron FF/ nmol/l 44,18 14,02 p < 0,0001
Testosteron S / nmol/l 4,43 1,83 p < 0,0001
Počet oocytů / n 12 11 NS
V FF / ml 52 42 NS

S – sérum, FF – folikulární tekutina

Tab. 4. Hladiny hormonů při krátkém a dlouhém protokolu. 23,81 % vs 32,89 % stimulovaných proto-

kolem dlouhým; bez ET bylo 8,73 % vs

6,58 %. Tento klinicky významný rozdíl ne-

ní při zhodnocení testem c–kvadrát vý-

znamný statisticky, což však může být dáno

pouze menší velikostí našeho souboru. Vý-

sledek je v souladu s mnoha pracemi

[7,8,9,10,13] dokumentujícími větší úspěš-

nost dlouhého protokolu oproti krátkému

(tab. 3).

Při dlouhém protokolu se dosahuje vyšších

hladin FSH jak v séru (6,81 vs 4,60 IU/l),

tak ve FF (4,94 vs 3,72 IU/l) a mírně vyšších

hladin P4 (v séru: 34,56 vs 27,30 nmol/l i ve

FF: 34 346 vs 28 643 nmol/l). Naopak je při

dlouhém stimulačním protokolu více potla-

čena produkce a výskyt LH převážně ve FF:

0,01 vs 0,14 IU/l , v séru pak nevýznamně:

0,16 vs 0,18 IU/l. Dále je při dlouhém pro-

tokolu významně snížena hladina E2 v obou

tekutinách (sérum: 2,6 nmol/l vs 5,43 mol/l,

FF: 7 670 nmol/l vs 25 533 nmol/l). Nejvý-

znamněji je však snížena produkce T, séro-

vé hladiny jsou 1,83 nmol/l při dlouhém

protokolu vs 4,43 nmol/l při krátkém proto-

kolu; ve FF hladina T 14,02 nmol/l při dlou-

hém a 44,18 nmol/l při krátkém protokolu.

U žen stimulovaných dlouhým protokolem

jsme tedy zjistili statisticky velmi význam-

ně vyšší hladiny FSH v séru i FF a méně

pak P4, zároveň významně nižší hladiny E2

a T v obou tekutinách a významně nižší

hladinu LH ve FF, nevýznamně pak v séru

(tab. 4. graf 1A a 1B).

Při použití rec–FSH preparátů se dosahuje

nejlepších výsledků v kombinaci s dlouhým

protokolem (41,4 %), u krátkého protokolu

je PR naopak nízký (12,1 %). Vysoce čiště-

ný u–FSH má u obou protokolů stejné vý-

sledky: 27,7 vs 28 % (tab. 5 a tab. 6. graf 2).

Klin. gravidita Bez transferu

aGnRH + u-FSH (HP) 27,66 % (13/47) 8,51 % (4/47)
aGnRH + rec FSH 41,38 % (12/29) 3,45 % (1/29)
Celkem 32,89 % (25/76) 6,58 % (5/76)

Tab. 5. Dlouhý protokol – celkem 76 žen; u–FSH vs rec–FSH – PR.

Klin. gravidita Bez transferu

aGnRH + u-FSH (HP) 27,96 % (26/93) 8,60 % (8/93)
aGnRH + rec FSH 12,12 % (4/33) 3,03 % (1/33)
Celkem 23,81 % (30/126) 8,73 % (11/126)

Tab. 6. Krátký protokol – celkem 126 žen; u–FSH versus rec–FSH – PR.

U IVF hormonálně stimulovaných žen se

v den odběru oocytů nachází v plazmě, resp.

ve FF hladina FSH v průměru 5,43 ±

± 2,66 IU/l, resp. 4,18 ± 1,96 IU/l, hladina

LH 0,17 ± 0,41 IU/l, resp. 0,08 ± 0,25 IU/l,

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/l (tab. 2). Hladina LH ve FF

byla u většiny pacientek pod hranicí deteko-

vatelnosti užitou laboratorní metodou.

V průměru jsme odebrali cca 48 ml FF při

zisku 11,6 oocytů.

Dlouhý stimulační protokol je úspěšnější

než krátký. Ze skupiny pacientek stimulova-

ných krátkým protokolem otěhotnělo
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V tab. 7 jsou uvedeny rozdíly hormonálních

hladin dle použitých protokolů i FSH pre-

parátů a jejich statistická významnost.

Diskuse
Naše práce potvrzuje, že užití dlouhého sti-

mulačního protokolu je při IVF úspěšnější

než užití krátkého aGnRH/FSH/HCG pro-

tokolu. Tento výsledek je v souladu s větši-

nou prací srovnávající tyto dva protokoly.

Autoři [1,7,8,9,10,13] se vesměs shodují ve

vyšším implantačním poměru i PR při

dlouhém protokolu, což je v souladu i s vý-

sledky naší práce. Naše výsledky se přiklá-

nějí i k výsledkům Ravhona et al [9], který

shledává podobný počet folikulů, oocytů

i embryí u obou protokolů.

Z výsledků naší studie vyplývá, že při sti-

mulaci dlouhým protokolem je významně

snížena hladina T i E2 v séru i FF a hladina

LH je významněji nižší ve FF. Výsledek je

v souladu s principem stimulace dlouhým

protokolem, který využívá supresi hypotala-

mo–hypofyzární–ovariální osy, tzv. down–

–regulaci, která nastupuje při dlouhodobé

aplikaci aGnRH, a tudíž umožňuje optimál-

ní kontrolu endogenní sekrece LH [8]. Niž-

ší množství LH tedy méně stimuluje synté-

zu androgenů, vede k poklesu produkce jak

androgenů, tak estradiolu [3]. Naopak hla-

dina FSH je při dlouhém protokolu v obou

tekutinách vyšší, což může být však dáno

jen rozdílným typem stimulace, podle kte-

rého naše pacientky užívaly při dlouhém

protokolu průměrně více jednotek FSH pre-

parátu denně.

Vyšší úspěšnost dlouhého protokolu může-

me tedy vysvětlit nižším LH a androgenů

(A), když víme, že hypersekrece LH ve fo-

likulární fázi cyklu je spojena s negativním

vlivem na fertilizaci, těhotenství i udržení

těhotenství a androgeny způsobují foliku-

lární atrezii a degeneraci oocytů [1].

Tasdemir [13] popisuje při stimulaci dlou-

hým protokolem vyšší peak E2. Dle našich

výsledků i výsledků Ravhona et al [9] je to-

mu právě naopak. Neexistuje konsenzus,

zda vyšší E2 má, nebo nemá negativní efekt

na kvalitu oocytů a embryí či receptivitu

endometria.

Bo–Abbas [1] shledává rovněž při dlouhém

protokolu nižší sérový LH, folikulární

androgeny (A) a folikulární E2; v sérovém

FSH, A, P4 a E2 neshledává signifikantní

rozdíly. Dále udává, že krátký stimulační

protokol může pravděpodobně navodit po-

dobné hormonální prostředí, které se nachá-

zí u žen s PCOS, charakterizovaným oligo-

menoreou, hyperandrogenismem, vyšší se-

krecí LH a ovariálních A a nižší fertilitou

[1].

Krátký stimulační protokol navozuje vyšší

sérové hladiny LH, T a nižší počet preovu-

lačních folikulů [4], nižší zisk oocytů a vyš-

ší potratovost než dlouhý [10].

Většina studií srovnávajících rec–FSH s pu-

rifikovaným u–FSH udává lepší výsledky

IVF při použití rec–FSH, vyšší PR [2, 6,

11]. Naše studie potvrzuje vyšší PR při po-

užití rec–FSH, ale jen v dlouhém stimu-

lačním protokolu, v krátkém naopak vý-

znamně nižší. Výsledek může být dán ma-

lou velikostí našeho souboru, zvláště pak

podskupiny stimulované tímto preparátem,

a zároveň tím, že ve většině dnešních studií

se užívá již jen dlouhý stimulační protokol

s GnRH analogem.

Závěr
Závěrem lze z naší práce shrnout, že jsme

prokázali vyšší úspěšnost dlouhého stimu-

lačního protokolu, který vykazuje nižší hla-

diny LH, T a E2 v séru i FF spolu s vyšším

PR. Dlouhý protokol tedy lépe kontroluje

produkci LH a T a ovaria jsou pod vlivem

vyšších hladiny FSH. Rec–FSH má vyšší

PR v dlouhém protokolu, v krátkém naopak

nižší. U–FSH vykazuje shodné výsledky

v obou stimulačních protokolech.
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Obr. 2. Úspěšnost cyklu–klinická gravidita – PR.


