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SAZETAK

Opravdanost primjene niskomolekularnog heparina u pacijentica s ponavljanim

implantacijskim neuspjehom

Karolina Milo§

Ponavljani implantacijski neuspjeh (RIF) definira se kao nemoguénost postizanja
trudnoce nakon 3 uzastopna IVF postupka s transferom najmanje 4 visoko kvalitetna embrija.
Uzroci RIF-a mogu biti od strane majke i od strane embrija. Jedan od ¢e$¢ih uzroka RIF-a je
nasljedna trombofilija. U velikom broju slu¢ajeva uzrok je jo§S uvijek nepoznat.
Niskomolekularni heparin se korist kao rutinska terapija kod bolesnica s nasljednom
trombofilijom zbog njegovog antikoagulacijskog ucinka. Mnoga istrazivanja utvrdila su
njegov ucinak u procesu implantacije. Cilj ovog istrazivanja bio je prikazati opravdanost
primjene LMWH kod bolesnica s problemima sa zace¢em ili iznoSenjem trudnoce,
hospitaliziranih na Klinici za Zenske bolesti 1 porodaje KBC-a Zagreb od 2013. do 2017.
godine s naglaskom na bolesnice s ponavljanim implantacijskim neuspjesima. Primjena
LMWH u najve¢em je broju slu¢ajeva bila povezana s pozitivnim ishodom trudnoc¢e, odnosno
porodajem zdravog novorodenceta u terminu. Nije bilo znacajnih razlika izmedu bolesnica
koje su prolazile postupak potpomognute oplodnje i bolesnica koje su zanijele spontanim
putem. Pitanje opravdanosti primjene LMWH kod bolesnica s ponavljanim implantacijskih

neuspjesima zahtjeva daljnju obradu s obzirom na oprecne rezultate razlicitih studija.

Kljuéne rijeci: ponavljani implantacijski neuspjeh, niskomolekularni heparin,

implantacija, trombofilija



SUMMARY

The rationale of the administration of low-molecular-weight heparin in patients with

repeated implantation failure

Karolina Milo§

Reccurent implantation failure (RIF) is defined as inability to achieve pregnancy
after 3 consecutive IVFs with at least 4 high-quality embryo transfer. RIF can be due to
mother causes and embryo causes. One of the most common causes of RIF is inherited
thrombophilia. In a large number of cases the cause is still unknown. Low-molecular-weight
heparin (LMWH) is used as a routine therapy in patients with hereditary thrombophilia due to
its anticoagulant effect. Many studies have determined its effect on the implantation process.
The aim of this study was to show the rationale of the use of LMWH in patients with inability
to conceive or to carry to term who were hospitalized at the Department of Women's Diseases
and Births of UHC Zagreb from 2013 to 2017 with emphasis on patients with reccurent
implantation failure. The use of LMWH in most cases was associated with a positive
pregnancy outcome. There were no significant differences between the patients who
underwent the process of IVF and the patients who concieved spontaneously. The question of
the rationale of the administration of LMWH in patients with reccurent implantation failure

requires further research due to the contradictory results of different studies.

Key words: reccurent implantation failure, low-molecular-weight heparin,

implantation, thrombophilia



1. UVOD

Ponavljani implantacijski neuspjeh je problem s kojim se suocavaju mnoge zene
koje prolaze proces potpomognute oplodnje. Procjenjuje se da ¢e oko 10 % zena koje idu u
postupak IVF dozivjeti ponavljani implantacijski neuspjeh. UspjeSna implantacija je slozeni
proces koji zahtijeva sinkroniziran razvoj i interakciju endometrija i blastociste kao i raznih
medijatora. UspjeSnom implantacijom u klini¢koj praksi smatra se ultrazvu¢no dokazano
postojanje gestacijske vrece. Sukladno tome implantacijski neuspjeh u klinickom smislu je
izostanak ultrazvucnog dokaza o postojanju intrauterine gestacijske vreée (1). Proces
potpomognute oplodnje dio je rutinske prakse, ali je i dalje povezan s veéim brojem rizika u
usporedbi s prirodnim nacinom oplodnje (2). Jedna od strategija za poboljSanje problema
perinatalnog rizika te povecanje broja uspjesnih ishoda trudno¢a nakon IVF-a je primjena
niskomolekularnog heparina (LMWH). LMWH je dokazano uspjeSan u poboljSanju ishoda
IVF trudnoca kod Zena s trombofilijom (3). Osim toga, razjasnjena je i njegova uloga u
modeliranju mnogih poznatih mehanizama koji su temelj uspjesne implantacije (4). Brojni
potvrdeni u¢inci LMWH ¢ine ga potencijalnom terapijom za sve bolesnice s ponavljanim
implantacijskim neuspjesima neovisno o tome imaju li trombofiliju ili ne. Ovim radom
pokusat ¢e se pribliziti odgovoru na pitanje o opravdanosti njegove primjene u bolesnica s

ponavljanim implantacijskim neuspjesima.

2. IMPLANTACIJA

Implantacija je proces u kojem dolazi do priljubljivanja embrija za decidualno

promijenjenu povrSinu endometrija. Nakon ovulacije koja se dogada na prelasku iz



folikularne u sekrecijsku fazu menstrualnog ciklusa, jajna stanica zajedno s coronom
radiatom i cumulusom oophorusom, otpusta se u peritonealnu Supljinu te uz pomoc¢ cilija i
peristaltike jajovoda ubrzo usmjerava u sam jajovod. U jajovodu dolazi do fertilizacije
odnosno kontakta jajne stanice i spermatozoa. Tako nastaje diploidna zigota. Ovo se dogada
unutar 2 dana od ovulacije. Od trenutka nastanka zigote do ulaska u maternicu prode otprilike
3 dana. Za to se vrijeme zigota dijeli te ulazi u maternicu u stadiju morule. Morula na ulasku u
Supljinu maternice sadrzi 12-16 stanica te se nastavlja dijeliti i nakuplja tekuéina izmedu
stanica. Tako prelazi u stadij blastule. Otprilike 4 do 5 dana nakon fertilizacije 58-stani¢na
blastula diferencira se u 5 embrionalnih stanica i 53 stanica predodredenih za razvoj
trofoblasta. Vanjski sloj tih stanica naziva se trofoektoderm (5). 107-stani¢na blastocista
nastavlja nakupljati tekucinu, ali se veli¢inom puno ne razlikuje od zigote. U tom stadiju
blastocista sadrzi 9 embrionalnih stanica 1 99 stanica trofoblasta. Tada dolazi do odvajanja
zone pellucide posljedi¢no lu€enju specificnih proteaza iz sekretorno promijenjenih
endometralnih Zzlijezda (6). Odvajanje od zone pellucide omogucuje interakciju izmedu
endometrija i blastociste. Blastocista luci citokine 1 hormone kao §to su IL-1a, IL-1B 1 hCG,
koji utjecu na receptivnost endometrija (7, 8). Embrio se implantira u endometrij 7 dana
nakon fertilizacije. Proces implantacije moZemo podijeliti u tri stadija: apozicija, adhezija 1
invazija. Apozicija se odnosi na pocetno prianjanje blastociste na endometrij. Blastocista
najcesce prianja na gornjem i straznjem zidu maternice. Adhezija je jaci kontakt blastociste 1
endometrija. To ukljucuje djelovanje stanicnih adhezijskih molekula (CAM) kao Sto su
integrini (9). Invazija obuhvaca penetraciju sinciciotrofoblasta i citotrofoblasta do u unutarnju
tre¢inu miometrija 1 krvozilje maternice. UspjeSna implantacija zahtjeva pravilan odnos
estrogena i progesterona koji pripremaju endometrij. Receptivnost endometrija vremenski je

limitirana te je implantacija moguca od 20. do 24. dana ciklusa. Za vrijeme interakcije s



endometrijem, blastocista se sastoji od 100-250 stanica (5). Moze se reci da je implantacija
osjetljiv proces koji zahtjeva uskladenu i pravodobnu interakciju raznih molekula, embrija i

uterusa. Mnogo uzroka moze dovesti do neuspjesne implantacije kako in vivo tako i in vitro.

3. PONAVLJANI IMPLANTACIJSKI NEUSPJEH (RIF)

3.1. Definicija ponavljanog implantacijskog neuspjeha

Ponavljani implantacijski neuspjeh je klinicki entitet koji se odnosi na neuspjeh u
postizanju klinicke trudno¢e nakon transfera najmanje cetiri visokokvalitetna embrija u
najmanje tri ciklusa kod Zena mladih od 40 godina (1). Klini¢ka definicija implantacijskog
neuspjeha odnosi se na izostanak ultrazvu¢no dokazanog postojanje gestacijske vrece. To
moze uslijediti u vrlo ranim stadijima, dok jo$ nije doSlo do prodiranja blastociste u
endometrij $to se o€ituje negativnim testovima na trudnoc¢u (negativan hCG u krvi 1 urinu).
Moze se dogoditi i nakon §to je doSlo do prodora blastociste u povrsSinski dio endometrija
kada je zapoceto lucenje hCG, ali je proces prekinut prije formiranja gestacijske vrece. U tom
slucaju govorimo o biokemijskoj trudnoé¢i (1). Vjerojatnost da ¢e se embrio implantirati iznosi
30%, stoga je vjerojatnost implantacijskog neuspjeha 70%. S obzirom na to da je implantacija
proces ovisan o embriju, endometriju te raznim medijatorima bilo koji problem vezan za
jedan od ta tri faktora moze dovesti do poremecaja implantacije. To ovisi o viSe ¢imbenika
kao Sto su kvaliteta embrija, broj prenesenih embrija, stadiju razvoja prenesenog embrija, radi

li se 0 zamrznutom ili svjeZem embriju, dobi majke te stanju uterusa (1).



3.2. Uzroci ponavljanog implantacijskog neuspjeha

Uzroke ponavljanog implantacijskog neuspjeha mozemo podijeliti na uzroke od
strane majke kao S$to su: anatomski uzroci, endometrioza, adenomioza, saktosalpinks,
imunoloski faktori, endokrini faktori, trombofilija, antifosfolipidni sindrom, pretilost i drugi te
na embrionalne uzroke kao Sto su: kvaliteta jajne stanice, kvaliteta spermija i kromosomske

abnormalnosti roditelja (1, 10).

3.2.1. Uzroci od strane majke

3.2.1.1. Kongenitalne anomalije uterusa

Kongenitalne anomalije uterusa mogu utjecati na receptivnost endometrija i
manifestirati se kao neplodnost ili ponavljani implantacijski neuspjeh (11). NajceSca
anomalija uterusa je uterus septus. Dokazano je da je u Zena s tim stanjem povecan rizik od
pobacaja u prvom i drugom trimestru trudnoc¢e, a moguca je i povezanost s neplodnoscu (12,
13). Ti se rezultati pridaju €injenici da septirani uterus ometa materni¢nu Supljinu. Takoder,
Cesto dolazi do nepotpune opskrbe septuma krvlju S$to moze biti preliminaran dokaz
povezanosti uterusa septusa s ponavljanim implantacijskim neuspjesima (14). Sedlasta
maternica, uterus arcuatus, moze biti povezana s nepovoljnim ishodom trudnoée ako je
septum unutar maternice duzi od 1 centimetra. Ostale kongenitalne anomalije uterusa nisu

dokazano povezane s ponavljanim implantacijskim neuspjesima.



3.2.1.2. Ste¢ena intrakavitarna patoloSka stanja maternice

Brojna stecena intrakavitarna patoloska stanja maternice kao $to su miomi, polipi
endometrija, intrauterine priraslice, adenomioza i endometrioza mogu doprinijeti RIF. Ta
stanja ostaju neprepoznata u 25% do 50% bolesnica s ponavljanim implantacijskim

neuspjesima (15).

3.2.1.2.1. Miomi

vvvvv

mogucéim uzrokom subfertiliteta, a to¢an mehanizam se jo$ istrazuje. Smatra se da uc¢inak na
reprodukciju ovisi o veli¢ini, lokalizaciji, pove¢anoj kontraktilnosti maternice, kroni¢noj upali
sluznice te poremecenoj citokinskoj regulaciji koju miomi uzrokuju (16). Razlikujemo
submukozne i intramuralne miome. Pokazala se povezanost izmedu submukoznih mioma i
implantacijskih neuspjeha te povecanog broja pobaCaja pa se u Zena s ponavljanim
implantacijskim neuspjesima preporucuju ukloniti jer njihovo uklanjanje povecava stopu
trudnoc¢a (17). Intramuralni miomi ve¢i od 4 cm koji remete materni¢nu Supljinu dovode do
gubitka trudnoce. Rezultati razli¢itih studija o utjecaju intramuralnih mioma na ishod
implantacije se razlikuju pa tako neke studije potvrduju negativni u¢inak mioma vecih od 4
cm dok druge studije isto negiraju (18, 19). Rezultati metaanalize govore u prilog smanjene
stope implantacije kod Zena s intramuralnim miomima u usporedbi s onima koje ih nemaju

(20).



3.2.1.2.2. Polipi endometrija

Polipi endometrija su zariSta hiperplazije endometralne strome i zlijezda koja se
protezu u Supljinu maternice. Polipi takoder dovode do ponavljanih implantacijskih neuspjeha
(21). Cini se da je na¢in na koji polipi utje¢u na neuspjeh implantacije sliGan mehanizmu
kojim na neuspjeh implantacije utjecu miomi. Jedna studija pokazala je da histeroskopsko
odstranjenje endometralnih polipa u Zena koje su prolazile postupak intrauterine inseminacije

dovodi do dvostrukog porasta broja klinicki utvrdenih trudnoca (22).

3.2.1.2.3. Intrauterine priraslice

Prisutnost adhezija unutar Supljine maternice moze u ranoj fazi ometati
implantaciju sprecavanjem embrija da se pri¢vrsti na povr§inu endometrija (1). Adhezije su
najcesce posljedica kiretaza, kirurSkih postupaka na maternici ili upala. Jedno istrazivanje
utvrdilo je postojanje priraslica u 8.5 % bolesnica s ponavljanim implantacijskim neuspjesima
(23). Takoder, u nekoliko istrazivanja potvrdila se pozitivna korelacija izmedu

histeroskopskog odstranjenja priraslica 1 fertilizacije (24 25, 26).

3.2.1.3 Endometrioza

Endometrioza oznacava bolest u kojoj se tkivo endometrija nalazi izvan maternice.
Simptomi su bolnost i neplodnost. Endometrioti¢no tkivo odgovara na hormonske podrazaje
kao 1 normalan endometrij pa zbog ektopi¢ne lokalizacije uzrokuje unutarnje krvarenje,
priraslice, upale i oziljke. Endometrioza se smatra jednim od vodec¢ih uzroka subfertilnosti

koji pogada oko 10% zena reproduktivne dobi (27). U Zena s endometriozom povecana je



ucestalost neuspjeha IVF-a u usporedbi sa zenama koje nemaju endometriozu (28). Pokazalo
se i da zene s endometriozom imaju smanjenu stope fertilizacije i implantacije te smanjen broj
oocita. Smatra se da je za neplodnost u endometriozi najodgovornija loSija kvaliteta oocita i

da to najviSe utjece na neuspjeh implantacije (29).

3.2.1.4. Adenomioza

Adenomioza je bolest u kojoj se tkivo endometrija nalazi unutar miometrija.
Najcesce tegobe povezane s adenomiozom su pojacana, bolna i produljena menstruacijska
krvarenja iako moze biti 1 asimptomatska. Iako se najceS¢e dijagnosticira nakon 40-te godine
postoje studije koje su pokazale povezanost adenomioze i RIF-a (30). U adenomiozi je

promijenjena funkcija i receptivnost endometrija.

3.2.1.5. Saktosalpinks

Saktosalpinks naziv je za zaCepljen 1 dilatiran jajovod i1 najceS¢e je posljedica
zdjeli¢ne upalne bolesti. Ovisno o sadrZaju koji ispunjava jajovod razlikujemo hidrosalpinks,
piosalpinks 1 hematosalpinks. Istrazivanja su pokazala da je hidrosalpinks povezan s niZzom
stopom trudno¢a putem IVF, nizom stopom implantacije i porodaja te s ¢eS¢im ranim

spontanim pobacajima (31).



3.2.1.6. Trombofilija

Trombofilija je naziv za skupinu poremecaja koji se ocituju pojacanim
zgruSavanjem krvi. Trudnofa 1 puerperium su sami po sebi stanja povezana s
hiperkoagulabilnosti. U studiji koja je istrazivala rizik od venske tromboembolije i pluéne
embolije za vrijeme trudnoce i puerperija nadeno je da je u treCem tromjesecju i prvih 6
tjedana postpartalno rizik veéi 6 do 22 puta o odnosu na opéu populaciju (35). Nekoliko
vaznih proteina djeluju kao inhibitori u koagulacijskoj kaskadi. Njihov manjak dovodi do
hiperkoagulabilnosti i potencijalnih tromboembolijskih incidenata (5). Iako je manjak tih
inhibitora prisutan u oko 15% europske populacije bijele rase oni su odgovorni za gotovo

50% svih tromboembolijskih incidenata tijekom trudnoce (32,33).

Trombofilije dijelimo na nasljedne i steCene. NajceS¢e nasljedne trombofilije su:
manjak antitrombina, manjak proteina C, manjak proteina S, rezistencija na protein C-
mutacija faktora V Leiden, mutacija protrombina G20210A 1 hiperhomocistinemija. U ste¢ene
trombofilije ubrajamo: antifosfolipidni sindrom, heparinom induciranu trombocitopeniju i rak.
Nasljedna trombofilija nadena je u polovice pacijenata s tromboembolijskim incidentom prije
45-te godine bez provocirajuceg faktora ili s minimalnim provociraju¢im faktorom za razvoj
hiperkoagulabilnog stanja. Od velike vaznosti je i pozitivna obiteljska anamneza rekurentnih

tromboza ili nagle smrti od pluéne embolije (34).

Metaanaliza Robertsona i sur. (2005) sumirala je 25 istrazivanja vezanih uz temu
trombofilije 1 trudnoc¢e. Dokazala se povezanost izmedu trombofilije 1 ponavljanog gubitka
trudno¢e u najranijim stadijima, u prvom trimestru, nerekurentim gubicima trudnoce u
drugom 1 tre¢em trimestru te povezanost s preeklampsijom, abrupcijom posteljice i

zaostajanjem u rastu fetusa (36). Alfirevi¢ 1 sur. u svojoj su studiji utvrdili ucestalost



trombofilije od 53% medu bolesnicama s komplikacijama trudno¢e kao preeklampsija,

mrtvorodenje, abrupcija posteljice i hipertenzija u trudno¢i (37).

Metaanaliza o u¢inku trombofilije na ishod IVF-a utvrdila je da Zene s ponavljanim
implantacijskim neuspjesima imaju vecu prevalenciju mutacija faktora V Leiden i ¢eS¢e su
pozitivne na antifosfolipidna protutijela. Povezanost izmedu ponavljanih neuspjeha
implantacije nakon IVF-a 1 protrombinskih mutacija, mutacije metilentetrahidrofolat
reduktaze, manjka proteina S,proteina C ili antitrombina u ovom sluc¢aju nije utvrdena (38).
Smatra se da te komplikacije nastaju zbog tromboze maternalnih krvnih zila koja uzrokuje
smanjenje perfuzije interviloznog prostora. Na taj je nacin sprijeCena invazija
sinciciotrofoblasta u maternalne krvne Zzile $to dovodi do implantacijskog neuspjeha. (39)
Neka istrazivanja pokazuju da trombofilija moZze utjecati na razne funkcije trofoblasta kao Sto
su invazija, diferencijacija, proliferacija, hormonska funkcija i decidualizacija Sto takoder

moze dovesti do ponavljanih implantacijskih neuspjeha (40).

3.2.1.7. Antifosfolipidni sindrom

Antifosfolipidni sindrom ili sindrom antifosfolipidnih protutijela je autoimuna
bolest obiljeZzena trombozom ili komplikacijama u trudno¢i. Antifosfolipidna protutijela su
lupus antikoagulans-LAC, antikardiolipinska antitijela-ACL 1 antitijela na beta-2 glikoprotein.
Ta su protutijela pronadena u oko 2% pacijenata s netraumatskom venskom trombozom te
mogu i ne moraju biti povezana sa SLE (5). Antifosfolipidni sindrom imaju Zene sa srednje
visokim ili visokim razinama antifosfolipidnih protutijela 1 sljede¢im klinickim
manifestacijama: najmanje 1 neobjaSnjena smrt fetusa u prvih 10 tjedana gestacije, najmanje

1 prijevremeni porodaj prije 34. tjedna trudno¢e zbog eklampsije, ozbiljne preeklampsije ili



placentarne insuficijencije te najmanje 3 neobjasnjena uzastopna pobacaj prije 10.tjedna (41).
Antifosfolipidni sindrom je najceSca steCena trombofilija. Utvrdeno je da izravno utjeCe na
gubitak trudno¢e 1 da se lijeCenjem gubitak trudnoe moze uspjeSno sprijeciti.
Antifosfolipidna protutijela mogu djelovati prokoagulantno i tako dovesti do tromboze
maternalnih krvnih zila 1 omesti invaziju trofoblasta. Antifosfolipidni sindrom ¢esto dovodi

do gubitka trudnoce i povecava rizik od ponavljanih pobacaja (42).

3.2.1.8. Pretilost

Pretilost se moze definirati kao indeks tjelesne mase jednak ili ve¢i od 30 kg/m2.
To je kroni¢na bolest koja nastaje prekomjernim nakupljanjem masti u organizmu. Najcesce
je posljedica prekomjernog unosa hrane i nedovoljne fizicke aktivnosti. Povecan indeks
tjelesne mase povezan je s povecanim rizikom od spontanog pobacaja (43). U mehanizmu
pretilosti bitna je uloga leptina ¢ija razina u plazmi korelira s BMI. Receptori leptina
pronadeni su na sekretornom endometriju te vjerojatno imaju utjecaj na regulaciju
angiogeneze uterusa, a time i na implantaciju (44). Pretilost je u brojnim slucajevima
povezana i1 sa sindromom policisti¢nih jajnika. Mnoga istrazivanja utvrdila su povezanost
izmedu PCOS 1 povecanog rizika od implantacijskog neuspjeha. Pretile Zene s policisticnim
jajnicima imaju povisSenu ekspresiju proupalnih i smanjenu ekspresiju protuupalnih faktora,
smanjena je endometrijska proizvodnja adhezijskih faktora, insulin-like growth factor-binding

protein-1 1 avP3 integrina (45).
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3.2.1.9. Imunoloski ¢imbenici

Imunoloski aspekt RIF-a najvise je povezan s procesom decidualizacije. Proces
decidualizacije smatra se kriticnim za stvaranje i odrzavanje trudnoce. Decidualizirane
stromalne stanice imaju sposobnost regulirati invaziju trofoblasta i majcin lokalni imunoloski
odgovor (46, 47). Postoje opreCna stajaliSta o vrijednosti istrazivanja i lije¢enja imunoloskih

¢imbenika u Zena s RIF (48, 49).

3.2.2. Embrionalni uzroci ponavljanih implantacijskih neuspjeha

Iako je uzrok RIF-a u vecini slucajeva od strane majke, do toga stanja mogu dovesti
i uzroci od strane embrija. Kvalitetan embrio je onaj koji sadrzi odgovarajuci broj stanica s
obzirom na stupanj razvoja te odgovaraju¢u ekspanziju 1 kvalitetu embrionalnih stanica i

trofoektoderma (10).

3.2.2.1. Kvaliteta oocite

Na loSu kvalitetu oocite sumnja se kada postoji losS odgovor na ovarijsku
stimulaciju (50). Kvaliteta oocita pada s dobi majke kada dolazi do povecane incidencije
kromosomskih abnormalnosti. To dovodi do c¢e$¢ih oSteCenja mitohondrijske DNA (51).
Osim oocite znacajnu ulogu u procesu implantacije imaju i stanice cumulusa oophorusa. Te

su stanice izvor prostaglandina i igraju ulogu u angiogenezi na mjestu implantacije (52).
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3.2.2.2 Kvaliteta spermija

Slabija kvaliteta spermija takoder utjeCe na slabiju kvalitetu embrija. Mnogo
faktora kao Sto su puSenje, kemoterapija, radioterapija, infekcije genitalnog trakta mogu
utjecati na osteCenje DNA unutar spermija (53, 54, 55). Studije su pokazale da je oStecenje

DNA spermija povezano s postizanjem trudnoce i prirodnim i umjetnim putem (56, 57, 58).

3.2.2.3 Kromosomske abnormalnosti roditelja

Dokazano je da balansirane translokacije u roditelja mogu rezultirati proizvodnjom
gameta s kromosomskim aberacijama. To dovodi do neuspjeha reprodukcije od neispravne
gametogeneze pa sve do rekurentnih spontanih pobacaja (59). Pokazalo se da parovi s RIF
nepoznatog uzroka imaju 2.5% vecu Sansu da su nositelji balansirane kromosomske

translokacije (60).

3.2.3 Ponavljani implantacijski neuspjeh neobjasnjenog uzroka

Idiopatski RIF je onaj u kojega se pravi uzrok ne moze utvrditi. Odnosi se na
neobjaSnjen neuspjeh u postizanju trudnoce nakon embriotransfera kvalitetnog zametka te kod
izostanka anatomskih, histoloSkih, endokrinih, metaboli¢kih 1 imunoloSkih poremecaja u

majke (61). Ovo ostavlja mjesta za nova istraZivanja.

3.3. Dijagnosticki postupak kod bolesnica s RIF
U dijagnostickom postupku kod parova koji se suoCavaju s RIF-om potreban je

detaljan i multidisciplinaran pristup. S obzirom na raznoliku etiologiju RIF-a, postupak treba
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obuhvatiti ispitivanje rizi¢nih faktora od strane embrija i od strane para. Sukladno definiciji, u
dijagnosticki postupak potrebno je krenuti nakon neuspjelih embriotransfera najmanje 4
visokokvalitetna embrija u tri uzastopna ciklusa (1).
U dijagnostickom postupku bolesnica s ponavljanim implantacijskih neuspjesima

indicirane su sljedece pretrage:

e kompletna i diferencijalna krvna slika

e predimplantacijska geneticka dijagnoza (PGD) i probir na aneuploidiju

e kariogram supruznika

e spermiogram partnera

e histeroskopija, trodimenzionalni ultrazvuk, histerosalpingografija i sonohisterografija

e trombofilijski testovi: faktor V Leiden, proteini C i S, protrombin, MTHFR C677T,

antitrombin; antifosfolipinda protutijela

e hormonske pretrage - FSH, LH, E2, P4, TSH, T3, T4, antitireoidna protutijela

3.4. Lijecenje bolesnica s ponavljanim RIF

Lije¢enje bolesnica s ponavljanim implantacijskim neuspjesima usmjereno je na
lijeCenje uzroka. Anatomski uzroci od strane majke indikacija su za histeroskopske
intervencije kao Sto su miomektomija, polipektomija, septektomija, adhezioliza i ekscizija
saktosalpinksa. Ako je uzrok RIF-a tanak i1 nereceptivan endometrij u obzir dolazi
farmakoloska terapija. Opcije su aspirin, sildenafil, visoke doze estrogena, gonadotropini,
IVIg. Takoder, u nekim je slu¢ajevima indicirana mehanicka stimulacija. Trombofilija 1
antifosfolipidni sindrom lije¢e se heparinom, najées¢e LMWH, odnosno kombinacijom
heparina i aspirina. (62) Jo$S se uvijek istrazuje prigodna terapija za RIF neobjasnjenog

uzroka.
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4. NISKOMOLEKULARNI HEPARIN - LMWH

Niskomolekularni heparin je antikoagulans dobiven enzimatskom (npr. tinzaparin)
ili kemijskom (npr. nadroparin, dalteparin, enoxiparin) razgradnjom nefrakcioniranog
heparina (UFH) (63). Heparin je smjesa sulfatnih mukopolisaharida koji se veze za povrSinu
endotelnih stanica i plazmatskih proteina. Djeluje tako da inhibira proteine koagulacijske
kaskade (trombin, faktor Xa, faktor Ila) tvoreci s njima stabilne komplekse. U¢inak heparina
ovisan je o prisutnosti endogenog antikoagulansa antritrombina. Vezanjem heparina za
antitrombin dolazi do konformacijske promjene i otkrivaju se aktivna vezna mjesta na
antitrombinu. To omogucuje brzu interakciju antitrombina s trombinom ¢ije se djelovanje na
taj nacin inhibira. (5, 64, 65). LMWH ima malu molekularnu masu od 4 300-5 000 kDa za
razliku od UFH ¢ija je masa 15 000 kDa. Zbog toga $to je manji 1 nema mogucénost
simultanog vezanja i1 za antitrombin 1 za trombin, LMWH je manje efikasan od UFH u
inhibiciji faktora Ila, dok su u inaktivaciji faktora Xa jednako djelotvorni. Ni LMWH ni UHC
ne prolaze placentarnu barijeru stoga je njihovo koriStenje za vrijeme trudnoce sigurno.
LMWH ima bolju bioraspolozivost, dulje vrijeme poluraspada u plazmi, manji rizik nastanka
osteoporoze i trombocitopenije, rjede ga je potrebno aplicirati i odgovor na dozu je vise
predvidljiv. To su razlozi zbog kojih koriStenje LMWH u trudno¢i ima prednost pred UFH
(66). LMWH se daje subkutano. Ima poluvijek eliminacije duzi od UFH-a i ide kinetikom
prvog reda stoga ga je lakSe dozirati. Za razliku od UFH, LMWH ne produljuje APTV.
Eliminacije LMWH odvija se preko bubrega $to moZe predstavljati problem u slucajevima

renalne insuficijencije kada je sigurnije davati UFH.

Uloga heparina u povecanju stope porodaja i uspjesnih trudno¢a nakon IVF-a u

bolesnica s trombofilijom proucavana je u mnogim istrazivanjima. Iako su rezultati manjkavi
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1 Cesto opre¢ni, LMWH se koristi kao rutinska terapija kod navedenih stanja. Kombinacija
LMWH i aspirina indicirana je u bolesnica s antifosfolipidnim sindromom (63). Takoder,
dokazana je opravdanost njegove primjene u bolesnica s nasljednom trombofilijom (63, 67,

68).

Bolesnice koje prolaze proces ovarijske stimulacije te potom IVF-a, neovisno o
nasljednoj trombofiliji i antifosfolipidnom sindromu mogu biti ugroZene stanjem pojacane
koagulabilnost krvi. Proces ovarijske stimulacije izlaze bolesnice visokim dozama egzogenih
gonadotropina $to dovodi do povecanog rizika od tromboze. Moguénost heparina da modulira
hemostatski odgovor na ovarijsku stimulaciju moZze smanjiti rizik od tromboze. Na ovaj nac¢in

moze povoljno utjecati na stopu trudnoca i porodaja u postupcima asistirane oplodnje. (63)

Osim navedenih mehanizama djelovanja, dokazana je i uloga UFH i LMWH u
brojnim procesima vezanim za implantaciju. Scott i Greer u svojoj su studiji pokazali utjecaj
heparina na adherenciju blastociste, implantaciju, invaziju i diferencijaciju trofoblasta i kako
to moze povoljno utjecati na ishod trudno¢e. LMWH utjece na implantaciju djelujuéi na razne
molekule kao §to su selektini, E-kadherini, TGF-beta, interleukini, matriks metaloproteinaze,
HB-EGF i IGF (63). LMWH modulira sintezu selektina, imunoglobulina vaznih za stani¢nu
adheziju, iz blastociste i endometrija (69). Dokazano je da smanjuje ekspresiju E-kadherina,
glikoproteinskih adhezijskih molekula na stanicama endometrija, §to se pripisuje njegovoj
mogucoj ulozi u promociji ekstravilozne diferencijacije trofoblasta (70, 71). LMWH inhibira
djelovanje TGF-b koji je zaduzen za inhibiciju diferencijacije i invazije trofoblasta u deciduu
(72). Njegova se uloga moze vidjeti 1 u povecanju IL-1 u aktiviranim leukocitima Sto
vjerojatno pozitivno utjece na adheziju blastociste (73, 74). PotiCe transkripciju i1 ekspresiju

matriks metaloproteinaza 2 i 9. Matriks metaloproteinaze 2 i 9 spadaju u skupinu gelatinaza i
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imaju sposobnost razgradnje kolagena tip IV, glavne komponente bazalne membrane (75).
Tako omogucuju invaziju trofoblasta kroz deciduu do krvnih zila maternice (76, 77). LMWH
potpomaze razvoj embrija u IVF u stadij blastociste preko HB-EGF (78,79). Takoder,
povecava razinu IGF-I, vaznog faktora rasta uklju¢enog u implantaciju i fetalni razvoj

(80,81).

5. CILJEVIISTRAZIVANJA

Cilj ovog istrazivanja je prikazati karakteristike i1 reprodukcijske ishode kod
bolesnica koje su tijekom trudnoée primale niskomolekularni heparin, a koje su bile lijecene
na Klinici za Zenske bolesti 1 porodaje KBC-a Zagreb od 2013. do 2017. godine s naglaskom

na bolesnice s ponavljanim implantacijskim neuspjesima.

6. ISPITANICII METODE

Ispitanici su bolesnice u reproduktivnoj dobi lijecene LMWH-om na Zavodu za
humanu reprodukciju u Klinici za zenske bolesti 1 porodaje KBC-a Zagreb u razdoblju od
2013. do 2017. godine. Prikupljanjem podataka obuhvaceno je 139 bolesnica koje su primale
LMWH. Iz istrazivanja su isklju¢ene bolesnice koje su zapocele s primjenom LMWH nakon
6. tjedna trudnoc¢e. U statisti€¢ku analizu ukljueno je 87 bolesnica kod kojih je primjena
LMWH zapoceta prilikom stimulacije ovulacije, embriotransfera ili pozitivnog testa na

trudnodu.
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Na temelju proucene medicinske dokumentacije prikupljene iz Bolni¢kog
informacijskog sustava (BIS) dobiveni su podaci o bolesnicama. Prikupljeni podaci uneseni
su u racunalni program Microsoft Excel te analizirani pomoc¢u IBM-ovog programa SPSS u

kojem su izradeni i grafovi.

7. REZULTATI

U razdoblju izmedu 2013. i 2017.godine na Zavodu za humanu reprodukciju KBC-
a Zagreb, obradeno je 87 bolesnica koje su primale LMWH od stimulacije ovulacije,

embriotransfera ili pozitivnog testa na trudnocu.

Od 87 bolesnica, 78 bolesnica (89,66%) imalo je neku od mutacija trombofilijskih
faktora (faktor V Leiden, faktor II, MTHFR, PAI-I, homocistein, protein C, protein S i
antitrombin III). Devet bolesnica (10,34%) nije imalo ni jednu od mutacija trombofilijskih

faktora.

Od dijagnostickih testova trombofilije radeni su sljedeci testovi: mutacije faktora
koagulacije V-Leiden, faktora koagulacije II-protrombina, MTHFR, PAI-I, mjerenje razine
homocisteina. U najve¢em broju slucajeva radilo se o homozigotnoj mutaciji za PAI-I, 36
bolesnica, zatim heterozigotnoj mutaciji za MTHFR, 32 bolesnice. Trideset bolesnica bilo je
heterozigot za PAI-I, a 16 bolesnica homozigot za MTHFR. Dvije bolesnice imale su
povisene razine homocisteina uz mutaciju MTHFR. Cetiri bolesnice bile su homozigoti za

faktor koagulacije V-Leiden, a njih 7 heterozigoti. Homozigotnu mutaciju faktora koagulacije
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IT imale su 2 bolesnice, a heterozigotnu mutaciju istog gena njih 3. Protein S, protein C i

antitrombin bili su normalnih vrijednosti kod svih bolesnica.

30

20

Percent

PAl- PAI-I MTHFR MTHFR povigen  Faktor vV Faktor % Faldor |l Faktor Il
homozigot heterozigot homozigot heterozigothomocistein homozigot heterozigot homozigot heterozigot

faktori trombofilije

Slika 7.-1 Trombofilijski testovi kod bolesnica koje su primale LMWH

Od 78 bolesnica s mutacijom nekog od trombofilijskih faktora, njih 13 (16,67%)
imalo je u obiteljskoj anamnezi mutacije trombofilijskih faktora, duboku vensku trombozu ili
pluénu emboliju. Osam bolesnica imalo je obiteljsku anamnezu nasljedne trombofilije u
prvom koljenu (61,54%), 3 bolesnice DVT u prvom koljenu (23,08%), 1 bolesnica imala je

pozitivnu obiteljsku anamnezu pluéne embolije u 1.koljenu (7,69%).
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Od 87 bolesnica koje su primale LMWH na Zavodu za humanu reprodukciju, njih
61 primalo je Clexane (enoksiparin), a njih 26 primalo je Fraxiparine (nadroparin). Doze

Clexanea bile su 0,4ml i/ili 0,6ml. Doze Fraxiparinea bile su 0,4ml.

Od 87 bolesnica, podaci o reprodukcijskom ishodu dostupni su za 81 bolesnicu. Od
81 bolesnice, 41 bolesnica prolazila je postupak potpomognute oplodnje, a 40 bolesnica

zatrudnjelo je spontanim putem.

Od 41 bolesnice koje su prolazile postupak potpomognute oplodnje, njih 31 je rodilo,
2 bolesnice imale su spontani pobacaj, a kod 8 bolesnica nije doslo do trudnoce odnosno

imale su implantacijski neuspjeh.

Od bolesnica koje su zatrudnjele uz pomo¢ IVF-a, vec¢ina je primala LMWH od
l.dana embriotransfera ili stimulacije ovulacije (22 bolesnice). Od te 22 bolesnice, 14

bolesnica je rodilo (63,64%), a kod 8 bolesnica (36,3%) nije doslo do trudnoce.

Ostale bolesnice koje su prolazile postupak umjetne oplodnje primale su LMWH

od pozitivnog testa na trudnoc¢u, odnosno 4.,5.il1 6.tjedna trudnoce.

Bolesnice koje su zatrudnjele spontanim putem (40 bolesnica), primale su LMWH

od pozitivnog testa na trudnocu (4.,5. ili 6.tjedna trudnoce).

Od 40 bolesnica koje su zatrudnjele spontanim putem, rodilo je njih 29, a 10
bolesnica imalo je spontani pobacaj, od ¢ega je kod 1 bolesnice doSlo do pobacaja jednog od

dva ploda.
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U tablici 7.-1. prikazani su razlozi uvodenja LMWH te ishod trudnoce kod
bolesnica u postupku IVF-a kojima je LMWH uveden kao terapija 1.dana embriotransfera ili
od stimulacije ovulacije. Naj¢eS¢a mutacija trombofilijskih faktora u ovoj grupi bolesnica bila
je homozigotna mutacija PAI-I (9 bolesnica). Heterozigot za PAI-I bilo je 7 bolesnica.
Homozigotnu mutaciju MTHFR imale su 4 bolesnice, a heterozigotnu mutaciju MTHFR
imalo je 6 bolesnica. Dvije bolesnice imale su lagano poviSene vrijednosti homocisteina. Tri
bolesnice bile su heterozigoti za faktor V-Leiden, a 1 bolesnica bila je homozigot za faktor II.
Tri bolesnice nisu imale nikakve mutacije trombofilijskih faktora. Cetrnaest bolesnica rodilo

je zdravo novorodence u terminu dok kod 8 bolesnica nije doslo do trudnoce.

Tablica 7.-1. Razlozi primjene LMWH i ishod trudnocée u bolesnica u postupku IVF-a

Dan uvodenja LMWH Razlog uvodenja LMWH Ishod trudnoce

Od stimulacije ovulacije PAI-I heterozigot Porodaj u terminu s radanjem

zdravog novorodenceta

Faktor V heterozigot, MTHFR Porodaj u terminu s radanjem

homozigot zdravog novorodenceta

Faktor V heterozigot, Porodaj u terminu s radanjem
MTHFR homozigot zdravog novorodenceta

PAI-I homozigot, Nije doslo do trudnoce

MTHFR homozigot

Ne moze zatrudnjeti Nije doslo do trudnoce

Faktor Il heterozigot Nije doslo do trudnoce
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Od 1. dana embriotransfera

MTHFR heterozigot, Porodaj u terminu s radanjem

PAI-I homozigot zdravog novorodenceta

MTHFR heterozigot, Nije doslo do trudnoce

PAI-I heterozigot

PAI-I homozigot Nije doslo do trudnoce

Ne moze zatrudnjeti Nije doslo do trudnoce

PAI-I homozigot Porodaj u terminu s radanjem
zdravog novorodenceta

MTHFR heterozigot, Porodaj u terminu s radanjem

PAI-I heterozigot zdravog novorodenceta

PAI-I homozigot Porodaj u terminu s radanjem
zdravog novorodenceta

MTHFR homozigot, Porodaj u terminu s radanjem

PAI-I homozigot zdravog novorodenceta

MTHFR homozigot, Nije doslo do trudnoce

PAI-I homozigot

PAI-I heterozigot Porodaj u terminu s radanjem
zdravog novorodenceta

Spontani pobacaji Nije doSlo do trudnoce

MTHFR heterozigot, Porodaj u terminu s radanjem

PAI-I homozigot zdravog novorodenceta

PAI-I homozigot Porodaj u terminu s radanjem
zdravog novorodenceta

MTHFR heterozigot, PAI-l Porodaj u terminu s radanjem

heterozigot zdravog novorodenceta

PAI-I heterozigot Porodaj u terminu s radanjem
zdravog novorodenceta

Faktor V heterozigot, MTHFR Porodaj u terminu s radanjem

heterozigot zdravog novorodenceta
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Od 59 bolesnica kojima je LMWH uveden od pozitivnhog testa na trudnocu,
odnosno izmedu 4.i 6.tjedna trudnoée, njih 19 bilo je na IVF-u, a njih 40 zatrudnjelo je

spontano.

Tablica 7.-2. Ishod spontanih i IVF trudnoda u pacijentica koje su primale LMWH od

pozitivnog testa na trudnocu

Spontane trudnoce IVF trudnoce
Pobacaji 10 (25%) 2 (10,52%)
Porodaji 30 (75%) 17 (89,48%)

Od bolesnica kojima je LMWH uveden od pozitivnog testa na trudnocu, a
zatrudnjele su putem IVF-a, 10 bolesnica bile su heterozigoti za PAI-I, 6 za MTHFR, 6
homozigoti za PAI-I i 3 homozigoti za MTHFR. U ovoj skupini bolesnica, 17 trudnoca
(89,47%) zavrSilo je porodajom u terminu s radanjem zdravog novorodenceta. Kod dvije
bolesnice (PAI-I heterozigot i PAI-I homozigot) doSlo je do zadrzanog pobacaja u 8.i 9.

tjednu trudnoce.

Najveci broj bolesnica kojima je LMWH uveden od pozitivnog testa na trudnocu, a
zatrudnjele su spontanim putem, imale su homozigotnu mutaciju PAI-I (19 bolesnica).
Trinaest bolesnica bilo je heterozigot za PAI-I. Heterozigotna mutacija MTFHR bila je

prisutna kod 17 bolesnica, a homozigotna mutacija istog gena kod 5 bolesnica. Heterozigoti
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za faktor V Leiden bile su 2 bolesnice, a homozigot 2 bolesnice. Homozigotnu mutaciju

faktora II imala je 1 bolesnica, a heterozigotnu mutaciju 2 bolesnice.

Od 40 bolesnica koje su zatrudnjele spontanim putem, njih 14 (35%) je ranije imalo
uspjesnu trudnocéu i porodaj. Sedamnaest bolesnica (42,5%) imalo je barem jedan spontani
pobacaj. Od 41 bolesnice koje su prolazile postupak potpomognute oplodnje, njih 4 (9,76%)

je ranije imalo uspjeSnu trudnocu i1 porodaj, a njih 10 (24,39%) imalo je barem jedan pobacaj.
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8. RASPRAVA

Strategija primjene niskomolekularnog heparina (LMWH) s idejom poboljsanja
problema perinatalnog rizika te povecanja broja uspjesnih trudnoca nakon IVF-a, podrucje je
interesa mnogih istrazivanja. Opravdanost njegove primjene u bolesnica s nasljednom
trombofilijom dokazana je u razliitim istrazivanjima (63, 67, 68). Utvrdena je i njegova
uloga u modeliranju mnogih poznatih mehanizama koji su temelj uspjeSne implantacije (4).
Opravdanost primjene LMWH odnosi se na njegovu sposobnost spreavanja stvaranja tromba
¢ime se trofoblast Stiti od ozljede te se tako poti€e uspjeSna implantacija i naknadna
placentacija (84). Brojni istrazeni uc¢inci LMWH c¢ine ga potencijalnom terapijom za

bolesnice s ponavljanim implantacijskim neuspjesima neovisno o trombofiliji.

U retrospektivnoj kohortnoj kontroliranoj studiji o utjecaju LMWH 1 aspirina na
1shod stope Zivorodene djece nije pronaden statisticki znacajan rezultat. Studija je obuhvacala
234 bolesnice mlade od 44 godine koje koju su imale 1 ili viSe neuspjesnih IVF ciklusa.
Bolesnice su primale LMWH 1/ili aspirin. Zakljucak te studije bio je da LMWH 1/ili Aspirin

ne povecavaju uspjesnost IVF-a (82).

Metaanaliza o ucinku heparina na ishod IVF-a pokazala je oprec¢ne rezultate.
Metaanaliza randomiziranih studija pokazala je da nema razlike u klinickoj stopi trudnoca
(RR 1,23, 95% CI 0,97-1,57), stopi zivorodene djece (RR 1,27, 95% CI 0,89-1,81), stopi
implantacije (RR 1,39, 95% CI 0,96-2,01) i stopi spontanog pobacaja (RR 0,77, 95% CI 0,24-
2,42) u zena koje su uzimale LMWH u usporedbi s placebom tijekom postupka IVF-a. Ipak,
metaanaliza opservacijskih studija pokazala je statisticki znacajan porast u klini¢koj stopi
trudnoce (RR 1,83, 95% CI 1,04-3,23, P = 0,04) 1 stopi zivorodene djece (RR 2,64, 95% CI

1,84- 3,80, P <0,0001) (83).
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Ovo istrazivanje obuhvatilo je 87 bolesnica koje su primale LMWH od stimulacije
ovulacije, embriotransfera ili od pozitivnog testa na trudno¢u. Vecina bolesnica imala je neku
od mutacija faktora trombofilije (78 bolesnica, 89,66%). Naj¢eS¢a mutacija bila je mutacija
PAI-I gena (homozigoti-36 bolesnica, 46,15%, heterozigoti-30 bolesnica, 38,46%). Sli¢ne
rezultate dobili su u svom istrazivanju Bigdeli i suradnici. Oni su proucavali povezanost
izmedu mutacija fakora trombofilije 1 nepovoljnih reprodukcijskih ishoda te su utvrdili da je
naj¢eS¢a mutacija, s ucestaloS¢u od ¢ak 65%, mutacija PAI-I (homozigoti i heterozigoti).
Usporedujuéi istrazivanu s kontrolnom skupinom, dosli su do zaklju¢ka da je nepovoljni
reprodukecijski ishod 5,5 puta ¢es¢i kod bolesnica s PAI-I mutacijom. Za MTHFR gen utvrdili
su 2,7 puta vecu ucestalost nepovoljnih reprodukcijskih ishoda u istraZzivanoj skupini u

odnosu na kontrolnu skupinu (85).

U ovom istraZivanju usporedivane su dvije skupine bolesnica, one koje su prolazile
postupak potpomognute oplodnje 1 one koje su zanijele spontanim putem. Unutar grupe
bolesnica koje su prolazile postupak potpomognute oplodnje, postotak porodaja nakon
primjene LMWH bio je 75,61% (31/41 bolesnica), a postotak pobacaja bio je 2,88% (2/41
bolesnica). Kod 8 bolesnica (19,51%) nije doSlo do trudno¢e nakon primjene LMWH,
odnosno imale su implantacijski neuspjeh. U grupi bolesnica koje su zanijele spontanim
putem, postotak porodaja nakon primjene LMWH bio je 72,5% (29/40 bolesnica), a postotak

pobacaja 25% (10/40 bolesnica).

Unutar grupe bolesnica s ponavljanim implantacijskim neuspjesima koje su
prolazile postupak potpomognute oplodnje, njih 22 je primalo LMWH od stimulacije
ovulacije ili od embriotransfera. Uspjesnu trudnocu, odnosno porodaj zdravog novorodenceta

u terminu imalo je 14 od 22 bolesnice (63,64%), dok je implantacijski neuspjeh imalo 8 od 22
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bolesnice (36,36%). Unutar skupine bolesnica koje su primale LMWH od pozitivnog testa na
trudnocu (19 bolesnica), njih 17 (89,47%) imalo je uspjeSan porodaj zdravog novorodenceta u

terminu, dok su 2 bolesnice (10,53%) imale spontani pobacaj.
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9. ZAKLJUCAK

Primjena niskomolekularnog heparina kod bolesnica s nasljednom trombofilijom,
usprkos opre¢nim rezultatima istrazivanja, koristi se u danasnjoj rutinskoj praksi. S obzirom
na raznolike i oprec¢ne rezultate moze se zakljuciti da opravdanost primjene LMWH kod RIF-
a neobjasnjenog uzroka nije dovoljno istrazena. Brojni dokazani i potencijalni u¢inci LMWH
otvaraju pitanja o mogucnosti njegove Sire primjene. Skupina bolesnica koja je analizirana u
ovom istrazivanju je heterogena te se na temelju ovih podataka ne moZze sa sigurnosc¢u tvrditi
o opravdanosti primjene LMWH u pacijentica s ponavljanim implantacijskim neuspjesima.

Tema zahtjeva dodatnu detaljniju obradu.
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