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Sažetak 

 

Uvod: Autoimuni tireoiditis (AIT) povezan je sa smanjenom plodnošću, no negativni utjecaj na 

ishode medicinski pomognute oplodnje (MPO) ostaje kontroverzan. Jedan od dodatnih čimbenika 

koji može negativno utjecati na reprodukcijsku funkciju je varijabilnost gena za metilentetrahidro-

folat reduktazu (MTHFR), koji sudjeluje u metabolizmu folata i metilaciji deoksiribonukleinske 

kiseline (DNK).  

 

Ciljevi: Procijeniti utječe li AIT na ishode kontrolirane ovarijske hiperstimulacije (KOH) ovisno o 

ovarijskoj rezervi (OR) ili je AIT neovisan negativan čimbenik koji utječe na ishode KOH te 

utvrditi postoji li povezanost između prisutnosti AIT i MTHFR polimorfizama te rizika za slabiji 

odgovor jajnika tijekom KOH-a.   

 

Ispitanice i metode: U istraživanje su uključene 341 eutiroidne neplodne ispitanice mlađe od 38 

godina koje su se liječile postupcima MPO. Odgovor jajnika na hormonsku stimulaciju uspoređeni 

su između sudionica istraživanja s AIT (N=191) i AIT negativnih kontrolnih žena iste dobi s 

normalnom OR (N=150). Skupina ispitanica s AIT je podijeljena u dvije podskupine na osnovi 

procijenjene OR: AIT-1 podskupinu s očuvanom OR (N=120) i AIT-2 podskupinu sa smanjenom 

OR (N=71). Ispitanicama s AIT (N=143) su prikupljeni i uzorci periferne krvi za genotipizaciju 

MTHFR polimorfizama.  

 

Rezultati: Prosječna vrijednost aspiriranih oocita i udio MII oocita bila je značajno manja u pods-

kupinama AIT-1 i u AIT-2 u usporedbi s kontrolnom skupinom (AIT-0). Uočili smo značajno manji 

udio oplođenih oocita, a time i udio zametaka u razvoju 3. i 5. dana u AIT-1 podskupini u usporedbi 

s kontrolnom skupinom. Nije bilo značajne razlike u srednjem postotku MII oocita, udjelu oplodnje 

i udjelu zametaka u razvoju između AIT-1 i AIT-2 skupina. Dokazana je značajna razlika u distri-

buciji genotipova C677T polimorfizma MTHFR gena pri čemu su T alel i TT genotip značajno češ-

ći u podskupini AIT-2 u odnosu na podskupinu AIT-1. U podskupini AIT-1 zabilježen je blagi ne-

gativan trend u udjelu MII oocita ali veći udio zametaka trećeg preimplantacijskog dana kod nosite-

ljica CT i TT genotipova C677T polimorfizma u odnosu na CC genotip. 

 

Zaključci: Autoimuni tireoiditis je višestruki negativni prediktor ishoda MPO s utjecajem na sazri-

jevanje i oplodnju oocita, i posljedično razvoj zametaka bez obzira na OR. Genetička analiza ukazu-

je na moguću ulogu polimorfizama C677T i A1298C u genu MTHFR kao dodatnih modulatora ova-

rijske funkcije u žena s AIT. Integracija genetskih i imunoloških parametara mogla bi predstavljati 

ključni korak prema personaliziranoj medicini u MPO postupcima. 

 

ključne riječi: Autoimuni tireoiditis; Medicinski pomognuta oplodnja; Metilentetrahidrofolat re-

duktaza; Neplodnost; Polimorfizam jednog nukleotida.  

 

 

 



 

 

VIII 

 

Summary 

Introduction: Autoimmune thyroiditis (AIT) is associated with reduced fertility; however, its nega-

tive impact on assisted reproductive technology (ART) outcomes remains controversial. One additi-

onal factor that may adversely affect reproductive function is variability in the gene for methylene-

tetrahydrofolate reductase (MTHFR) which participates in folate metabolism and deoxyribonucleic 

acid methylation. 

 

Objectives: To evaluate whether AIT affects the outcomes of controlled ovarian hyperstimulation 

(COH) depending on ovarian reserve (OR), or whether AIT is an independent negative factor influ-

encing COH outcomes, and to determine whether there is an association between the presence of 

AIT and MTHFR polymorphisms and the risk of a poor ovarian response during COH. 

 

Subjects and Methods: The study included 341 euthyroid infertile women under the age of 38 who 

underwent ART procedures. Ovarian response to hormonal stimulation was compared between par-

ticipants with AIT (N=191) and AIT-negative control women of the same age with normal OR (N = 

150). The AIT group was divided into two subgroups based on assessed OR: AIT-1 subgroup with 

preserved OR (N=120) and AIT-2 subgroup with reduced OR (N=71). Blood samples were collec-

ted from AIT patients (N=143) for genotyping of MTHFR polymorphisms. 

 

Results: The average number of aspirated oocytes and the proportion of MII oocytes were signifi-

cantly lower in both the AIT-1 and AIT-2 subgroups compared to the control group (AIT-0). A sig-

nificantly lower proportion of fertilized oocytes, and consequently, a lower proportion of clevage 

stage embryos and blastocists, was observed in the AIT-1 subgroup compared to the control group. 

There was no significant difference in the mean percentage of MII oocytes, fertilization rate, or em-

bryo development rate between the AIT-1 and AIT-2 groups. A significant difference was found in 

the distribution of C677T MTHFR gene polymorphism genotypes, with the T allele and TT ge-

notype being significantly more frequent in the AIT-2 subgroup compared to the AIT-1 subgroup. 

In the AIT-1 subgroup, a slight negative trend in the proportion of MII oocytes was observed, but a 

higher proportion of day 3 preimplantation embryos was noted among carriers of the CT and TT 

genotypes of the C677T polymorphism compared to those with the CC genotype. 

 

Conclusions: Autoimmune thyroiditis is a multifactorial negative predictor of ART outcomes, af-

fecting oocyte maturation and fertilization, and consequently embryo development, regardless of 

the OR. Genetic analysis suggests a potential role of the C677T and A1298C polymorphisms in the 

MTHFR gene as additional modulators of ovarian function in women with AIT. The integration of 

genetic and immunological parameters could represent a key step toward personalized medicine in 

ART procedures. 

 

keywords: Assisted reproductive technology; Autoimmune thyroiditis; Infertility; Methylenetet-

rahydrofolate reductase; Single nucleotide polymorphism.  
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1. UVOD I PREGLED PODRUČJA ISTRAŽIVANJA 

1.1. Autoimuno oboljenje štitnjače i neplodnost 

Neplodnost se definira kao nemogućnost ostvarivanja kliničke trudnoće nakon 12 ili više mjeseci 

redovitih nezaštićenih spolnih odnosa [1]. Ženski čimbenici, poput poremećaja ovulacije, endomet-

rioze i bolesti jajovoda, odgovorni su za oko 35 % slučajeva, dok muški čimbenici čine približno 30 

%. Kombinirani uzroci sudjeluju u 20 % slučajeva, a u preostalih 15 % uzrok ostaje nepoznat, od-

nosno riječ je o idiopatskoj neplodnosti. Među brojnim čimbenicima koji mogu pridonijeti neplod-

nosti kod žena, osobitu pažnju zahtijevaju disfunkcija štitnjače i/ili autoimuna bolest štitnjače [1,2]. 

Disfunkcija štitnjače najčešći je endokrinološki poremećaj u žena reprodukcijske dobi, a često je 

povezana s nepravilnostima menstruacijskog ciklusa, anovulacijom te posljedičnom smanjenom 

plodnošću [2–5]. Poremećaji funkcije štitnjače odražavaju se i na rad drugih endokrinih žlijezdi, 

uključujući spolne žlijezde, čime dodatno utječu na reprodukcijsku funkciju. Autoimuni tireoiditis 

(AIT) karakteriziran je prisutnošću cirkulirajućih antitijela usmjerenih na tireoidnu peroksidazu 

(Anti-TPO) i antitijela na tireoglobulin (Anti-Tg). Autoimuni tireoiditis predstavlja vodeći uzrok 

disfunkcije štitnjače te obuhvaća klinički spektar koji se kreće od eutireoidnog tireoiditisa, preko 

subkliničke i manifestne hipotireoze, do rjeđe prisutne prolazne tireotoksikoze [2,6]. Vrijednosti 

mikrosomskih protutijela u serumu neplodnih žena značajno su veće u usporedbi s plodnim ženama 

slične dobi [7]. Ova povezanost ukazuje na mogući utjecaj autoimune aktivnosti štitnjače na plod-

nost, neovisno o prisutnosti ili izraženosti kliničke disfunkcije štitnjače. Prethodna istraživanja po-

kazala su da i kod neplodnih žena s očuvanom funkcijom štitnjače, povišene koncentracije antitireo-

idnih antitijela (ATAt) u serumu upućuju na prisutnost autoimune bolesti štitnjače. Takva autoimu-

na aktivnost povezana je s nepovoljnim ishodima trudnoće, uključujući povećan rizik spontanih 

pobačaja, manju vjerojatnost implantacije i rođenja živog djeteta, kako u spontanim ciklusima, tako 

i nakon liječenja neplodnosti [2–7]. Poppe i suradnici ukazuju na povećanu prevalenciju AIT među 

ženama koje se liječe zbog neplodnosti, a koja iznosi približno 18% [3,4]. Prema rezultatima drugih 

studija, prevalencija AIT-a još je veća u određenim podskupinama neplodnih žena: oko 26% u žena 

liječenih zbog anovulacije, 18–40% u žena s policističnim ovarijskim sindromom (PCOS) te 25–

46% u žena s endometriozom koje se liječe zbog neplodnosti [2,6]. Stoga su probir na disfunkciju 

štitnjače i njeno autoimuno oboljenje obuhvaćeni u preporukama za početnu dijagnostiku uzroka 

neplodnosti [8]. Hormoni štitnjače imaju važnu regulacijsku ulogu u osovini hipotalamus–hipofiza–

jajnici. Njihov utjecaj na reprodukcijsku funkciju očituje se kroz regulaciju lučenja luteinizirajućeg 

hormona (LH), djelovanje na funkciju granuloznih stanica, ekspresiju LH receptora i receptora za 

humani korionski gonadotropin (hCG) te razvoj folikula [9,10].  
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Osim toga, hormoni štitnjače igraju ključnu ulogu u procesu implantacije i ranom embrionalnom 

razvoju, djelujući na endometrij i razvoj posteljice [11]. Prema dosadašnjim istraživanjima tiroidni 

stimulirajući hormon-tireotropin (TSH) se smatra najosjetljivijim pokazateljem poremećaja funkcije 

štitnjače te se koristi u dijagnostici neplodnosti [3–5]. Međutim, kada se analiziraju studije koje 

istražuju utjecaj disfunkcije štitnjače povezane s AIT na reprodukcijske ishode, rezultati su često 

proturječni i bez jedinstvenog zaključka [2–7,9,10,12]. Granična vrijednost TSH u serumu koja se 

koristi za definiranje eutireoidnog statusa u trudnoći mijenjala se tijekom vremena i još uvijek je 

predmet stručnih rasprava [2]. Prema smjernicama Američkog udruženja za štitnjaču ( engl. Ameri-

can Thyroid Association - ATA) iz 2011. godine, gornja granica referentnog raspona koncentracije 

TSH u prvom tromjesečju trudnoće bila je postavljena na 2,5 mIU/L [13]. Međutim, u revidiranim 

smjernicama iz 2017. godine ta je vrijednost povećana na 4,0 mIU/L, uz preporuku da se koristi 

laboratorijski specifičan referentni raspon kada je dostupan [14]. Europsko udruženje za štitnjaču 

(engl. European Thyroid Association - ETA) u svojim smjernicama iz 2021. godine posebno se 

osvrnulo na disfunkciju štitnjače u kontekstu medicinski pomognute oplodnje (MPO), naglašavajući 

potrebu za pažljivim praćenjem i individualiziranim pristupom bolesnicama s AIT koje se liječe 

zbog neplodnosti [8]. Prema nekim autorima, u kontekstu MPO, koncentracija TSH od 4,0 mIU/L 

predstavlja graničnu vrijednost za uvođenje nadomjesne terapije levotiroksinom (LT4). Čini se da 

primjena LT4 može povećati postotak živorođene djece samo kada je koncentracija TSH veća od 

4,0 mIU/L, dok se u nižim vrijednostima ne bilježi jasni terapijski učinak [15]. Rezultati TABLET 

studije ("Levothyroxine in Women with Thyroid Peroxidase Antibodies before Conception") dodat-

no podupiru oprez u propisivanju LT4. Ova prospektivna, randomizirana studija nije dokazala zna-

čajni utjecaj terapije LT4 na pozitivne ishode trudnoća u eutireoidnih žena pozitivnih na Anti-TPO 

koje su liječene in vitro oplodnjom (IVF). Rezultati spomenute studije otvaraju važna pitanja o ulo-

zi autoimunosti u etiologiji spontanih pobačaja. Naime, nedostatak učinka LT4 terapije podupire 

teoriju da su uzrok spontanih pobačaja u ovih bolesnica prije svega imunološki poremećaji, a ne 

relativna insuficijencija hormona štitnjače [15]. Posebnu dilemu predstavlja liječenje eutireoidnih 

žena s AIT-om. Dok pojedine studije ukazuju na pozitivan učinak nadomjesne terapije LT4 u sma-

njenju rizika nepovoljnog ishoda trudnoće, druge studije nisu pokazale terapijski benefit [8,15]. Ova 

nesuglasja dodatno naglašavaju potrebu za novim istraživanjima s ciljem definiranja klinički koris-

nih biomarkera i terapijskih smjernica. U nastojanju da se razjasne patofiziološki mehanizmi i uloga 

AIT u reprodukcijskom neuspjehu neovisno o funkciji štitnjače, nekoliko je studija bilo usmjereno 

na potencijalne imunološki posredovane učinke AIT-a na jajnik, endometrij te na feto-maternalnu 

jedinicu. Međutim, dostupni podaci su često kontradiktorni, temeljeni na malim uzorcima ispitanica 
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i spekulativnim zaključcima, pa zahtijevaju dodatne potvrde kroz robustnije istraživačke modele [2–

10].  

Meta-analiza koju su proveli Romitti i suradnici 2018. godine pokazala je značajnu povezanost 

PCOS-a i AIT-a [16]. Na temelju tih rezultata, autori preporučuju uvođenje probira funkcije štitnja-

če i određivanje ATAt u žena s dijagnozom PCOS-a. Povišeni autoimuni serološki markeri identifi-

cirani u podskupini žena s PCOS-om upućuju na moguću patofiziološku povezanost autoimunosti i 

ovog sindroma [17,18]. Slično tome, nekoliko je studija istaknulo moguću povezanost između dis-

funkcije štitnjače i endometrioze, sugerirajući da bi zajednički imunološki ili endokrinološki meha-

nizmi mogli sudjelovati u patogenezi obje bolesti [19–21]. Ipak, točna uloga disfunkcije štitnjače u 

razvoju endometrioze još uvijek nije u potpunosti razjašnjena. Nažalost, patofiziološki putevi koji-

ma AIT može negativno utjecati na reprodukcijske funkcije ostaju nedovoljno poznati. Zbog toga su 

terapijske mogućnosti u bolesnica s AIT-om, osobito onih koje imaju očuvanu funkciju štitnjače, i 

dalje ograničene, a temelje se na parcijalnim i često kontradiktornim dokazima.   

Jedan od potencijalnih mehanizama kojim AIT može pridonijeti neplodnosti jest unakrsna reaktiv-

nost Anti-TPO s receptorima za hCG u zoni pellucidi oocite [22]. Takva imunološka interferencija 

može ometati proces oplodnje i implantacije. Dodatno, enzimi uključeni u sintezu hormona štitnja-

če, poput dejodinaza i tiroidna peroksidaza (TPO), identificirani su u granuloza stanicama jajnika, 

endometriju, sinciciotrofoblastu i invazivnom trofoblastu [23–26]. Ovi nalazi podupiru hipotezu o 

mogućoj lokalnoj sintezi hormona štitnjače u reprodukcijskim tkivima, koja bi mogla igrati važnu 

ulogu u folikulogenezi, pripremi endometrija za implantaciju te ranom razvoju posteljice. U tim 

okolnostima, autoimuna aktivnost usmjerena protiv štitnjače može uzrokovati lokalni manjak hor-

mona, nevidljiv na razini seruma, ali dovoljan da naruši implantaciju i placentaciju. Takav mehani-

zam mogao bi objasniti reprodukcijske neuspjehe i opstetričke komplikacije kod eutireoidnih žena s 

AIT-om [23,24]. Antitijela usmjerena na tiroidnu peroksidazu prepoznata su kao najosjetljiviji indi-

kator AIT-a i povezana su s povećanim rizikom razvoja hipotireoze [6]. Većina dostupnih publika-

cija je bila fokusirana na ispitivanje utjecaja Anti-TPO, ili kombinacije Anti-TPO i Anti-Tg. Malo 

je studija koje istražuju izolirani učinak Anti-Tg, premda izolirana pozitivnost na Anti-Tg može biti 

jednako česta kao i ona na Anti-TPO – 5% naspram 4% [27]. Izolirana prisutnost Anti-Tg može 

imati i klinički značajne štetne učinke. Antitireoidna antititijela mogu ometati odgovor štitnjače na 

stimulaciju hCG-om, a dodatno su povezana s povećanim rizikom prijevremenog poroda i niže po-

rođajne težine novorođenčadi [28,29]. Smjernice ATA iz 2017. godine naglašavaju potrebu za dalj-

njim istraživanjem kliničkog značaja izolirane Anti-Tg pozitivnosti [14]. Brojna pitanja o stvarnom 

utjecaju AIT-a, neovisno o vrijednostima hormona štitnjače, na reprodukcijski ishod ostaju bez jas-
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nog odgovora. Dublje razumijevanje patofiziološke povezanosti između AIT-a i neplodnosti moglo 

bi unaprijediti dijagnostički pristup i terapijske strategije u liječenju neplodnih žena s potvrđenim 

AIT. 

 

1.2.  Autoimuno oboljenje štitnjače i medicinski pomognuta oplodnja 

1.2.1. Ovarijska rezerva u žena s autoimunošću štitnjače 

Ovarijska rezerva (OR) koja uključuje ukupnu količinu, primordijalnih i primarnih folikula, a osobi-

to funkcionalna OR (broj rastućih folikula nakon regrutacije) predstavlja važan pokazatelj repro-

dukcijskog potencijala žene [6]. U više istraživanja promatran je utjecaj AIT na OR, pri čemu su 

korišteni prediktivni markeri kao što su koncentracija Anti-Müllerovog hormona (AMH), broj an-

tralnih folikula (AFC) te vrijednosti bazalnog folikulostimulirajućeg hormona (FSH) [30–35]. Neka 

od tih istraživanja ukazala su na moguću povezanost između AIT i smanjene OR, pa čak i s poja-

vom preuranjenog zatajenja jajnika [34–38]. Prijevremena insuficijencija jajnika (POI) klinički je 

sindrom koji se definira kao gubitak funkcije jajnika prije navršene 40. godine života. Autoimuni 

uzrok prisutan je u otprilike 4% do 30% slučajeva POI, pri čemu su najčešći udruženi poremećaji 

upravo bolesti štitnjače i nadbubrežne žlijezde [39,40]. U većini slučajeva etiologija disfunkcije 

jajnika ostaje nepoznata [40]. U nedavnoj meta-analizi potvrđena je veća učestalost pozitivnih Anti-

TPO u žena s POI, dok ista povezanost nije potvrđena za Anti-Tg [38]. Nije u potpunosti razjašnje-

no utječe li poremećaj funkcije štitnjače ili njena autoimunost na funkcionalnu OR [41]. Iako je 

autoimuno oštećenje jedne endokrine žlijezde češće povezano s oštećenjem drugih endokrinoloških 

žlijezda zbog dijeljenja zajedničkih proteina, neki istraživači smatraju da oštećenje jajnika uzroko-

vano pozitivnim ATAt nije čest uzrok smanjenja funkcije jajnika [42-44].   

U meta-analizi Lia i suradnika [38], koja je obuhvatila 30 studija objavljenih između 1997. i 2021. 

godine, zaključeno je da žene reprodukcijske dobi s AIT imaju niže koncentracije AMH i manji 

AFC, što upućuje na povezanost AIT-a sa smanjenom OR. U nedavnoj publikaciji istog autora [35], 

retrospektivna analiza 4302 eutireoidnih žena pokazala je da je AIT bio značajno povezan s poja-

vom POI-a samo u podskupini žena s vrijednostima TSH > 2,5 µIU/ml. Ta povezanost nije bila 

prisutna u žena s vrijednostima TSH ≤ 2,5 µIU/ml, što upućuje na zaključak da relativna insufici-

jencija hormona štitnjače, udružena s autoimunim procesom, može imati ulogu u oštećenju funkcije 

jajnika. U skladu s tim rezultatima ETA u svojim smjernicama predlaže testiranje na Anti-TPO kod 
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žena s POI [8]. Utjecaj AIT-a na rezervu jajnika i dalje je predmet istraživanja te su studije i dalje 

široko kontradiktorne [30-44].  

 

U studiji Korevaar i suradnika, koja je obuhvatila 436 žena liječenih zbog neplodnosti, funkcija 

štitnjače ili pozitivnost na Anti-TPO nisu bili povezani s manjim AFC-om. Međutim, pozitivnost na 

Anti-Tg bila je povezana s većim AFC-om. Suprotno, među ženama sa smanjenom OR ili neobjaš-

njenom neplodnošću, pozitivnost na Anti-TPO (ali ne i Anti-Tg), zajedno s nižim vrijednostima 

slobodnog trijodtironina (FT3), bila je povezana s manjim AFC-om [34]. U studiji Chena i suradni-

ka, koja je obuhvatila 1044 neplodne žene s AIT liječene postupcima MPO, vrijednosti TSH, bile su 

usporedive među ženama s varijabilnom OR procijenjenom na osnovi vrijednosti AMH. Nakon što 

su žene s poznatim genetskim uzrocima smanjene OR isključene iz istraživanja, pozitivnost na An-

ti-TPO je bila češća u ispitanicama s niskom OR. To sugerira povezanost Anti-TPO s idiopatski 

smanjenom OR u slučajevima idiopatske neplodnosti [36]. Suprotno tome, u velikoj studiji Polyzo-

sa i suradnika, koja je obuhvatila 5000 žena, nisu pronađene razlike u prevalenciji AIT niti u preva-

lenciji očite ili subkliničke hipotireoze među ženama s niskom, normalnom ili visokom OR, procje-

njenoj na osnovi dobno specifičnih vrijednosti AMH [43]. U studiji Bahria i suradnika, koja je obu-

hvatila 775 žena reprodukcijske dobi bez disfunkcije štitnjače ili jajnika, žene s vrijednostima AMH 

u donjem kvartilu za dob imale su veću koncentraciju Anti-TPO na početku studije. Također, tije-

kom vremena dokazana je veća učestalost pozitivnosti na Anti-TPO [45]. U studiji Pirgona i surad-

nika, 30 adolescentica s novootkrivenim AIT su imale normalnu OR, prema procjeni na osnovi 

AMH, inhibina B, FSH, omjera LH/FSH, estradiola (E2) i AFC [33]. U studiji Ozturk i suradnika, 

koja je obuhvatila 108 ispitanica s eutireoidnim AIT, redovitim menstruacijskim ciklusima i liječe-

nih ili ne supstitucijskom terapijom LT4, utvrđene su niže vrijednosti AMH usporedbi sa zdravim 

ženama iste dobi [31]. U studiji Weghofer i suradnika, koja je uključivala 225 neplodnih žena, TSH 

< 3,0 mIU/L bio je povezan s značajno većim vrijednostima AMH u usporedbi s onima s TSH ≥ 3,0 

mIU/L, a nakon usklađivanja rezultata za autoimunost štitnjače i dobi. Ovi rezultati sugeriraju da 

funkcija štitnjače, čak i unutar eutireoidnog raspona vrijednosti hormona, ima značajniji utjecaj na 

OR od samog AIT-a [41]. Osuka i suradnici nisu pronašli značajnu razliku u serumskoj razini AMH 

vrijednosti u žena s AIT, no ističu da funkcija štitnjače može dodatno smanjiti već smanjenu OR 

[44]. 
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1.2.2. Autoimunost štitnjače i ishodi medicinski pomognute oplodnje 

 

Značenje ATAt u postupcima MPO predmetom je rasprava gotovo tri desetljeća, a studije na tu te-

mu i dalje ostaju široko kontroverzne. Višestruke kliničke studije, sustavni pregledi i metaanalize 

procijenili su učinak AIT-a na ishode MPO postupaka s proturječnim zaključcima. Razlike među 

studijama postoje u veličini uzorka, dizajnu, uzrocima neplodnosti, vrsti MPO-a, graničnoj razini 

TSH koja se koristi za definiranje eutireoze, kao i u krajnjim ciljnim točkama [46-56]. 

Postoje brojni dokazi da AIT ima negativan učinak na reprodukcijske ishode, čak i kod eutireoidnih 

žena [49-61]. Studije o liječenju LT4 prije začeća također su nedosljedne i kontroverzne 

[8,15,41,53,54,61]. Prethodne studije izvještavaju o lošijoj kvaliteti zametaka [51,52], manjem pos-

totku kliničkih trudnoća, većem riziku spontanih pobačaja i manjem udjelu živorođene djece u žena 

s AIT koje su liječene postupcima MPO. [50,61]. Rezultati nekoliko nedavnih studija [62-64], sve-

obuhvatnih pregleda [59,64] i meta-analiza [54,65], daju proturiječne zaključke te nije dokazan ni-

kakav štetni učinak AIT-a na ishode MPO-a. Jedno od mogućih objašnjenja za ovu nekonzistentnost 

različitih istraživanja mogla bi biti sve češća primjena intracitoplazmatske injekcije spermija (ICSI) 

kao metode oplodnje oocita. Iako se ICSI najčešće koristi u slučajevima muške neplodnosti, ETA 

predlaže primjenu ICSI oplodnje i u slučaju neplodnih žena s AIT [8].  

Rezerva jajnika ključni je čimbenik u predviđanju tijeka i ishoda postupaka MPO, jer utječe na od-

govor jajnika tijekom KOH [6]. Magri i suradnici su utvrdili da žene s AIT imaju niži AMH i veću 

vrijednost FSH u usporedbi s AIT-negativnim ženama [48]. Lošiji ishod KOH-a također je primije-

ćen kod žena s AIT i većim vrijednostima AMH. Iako smanjena OR pogoršava ishod KOH neovis-

no o AIT-u, AIT ima dodatni negativni utjecaj na odgovor jajnika i kod žena s očuvanom OR [48].  

Prethodna istraživanja Magri i suradnika pokazala su učinak funkcije štitnjače na KOH. Naime, u 

skupini od 262 žena koje su liječene postupkom IVF-a, žene s AIT i koncentracijom TSH nižom od 

2,5 mIU/L imale su bolji odgovor jajnika na hormonsku stimulaciju, što je bilo povezano s većim  

vrijednostima E2 u serumu, većim omjerom E2/rFSH i većim brojem MII oocita u usporedbi s bo-

lesnicama čija je koncentracija TSH bila iznad 2,5 mIU/L [49]. 

Zhong i suradnici su primijetili da bolesnice s pozitivnim ATAt imaju značajno manji postotak 

oplodnje oocita, implantacije i začetih trudnoća, te veći rizik spontanog pobačaja nakon postupka 

IVF u usporedbi s onima koje nisu imale dokazana ATAt. Stoga se može zaključiti da prisutnost 

ATAt predstavlja rizik za ishod trudnoće, čak i nakon postupka MPO [47]. Weghofer i suradnici su 

procjenjivali kvalitetu embrija eutireoidnih žena s niskom OR koje su liječene IVF-om. Slična 
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kvaliteta embrija primijećena je kod žena s niskim ili visokim normalnim koncentracijama TSH 

(cut-off vrijednost 2,5 mIU/L), dok je oslabljena kvaliteta embrija zabilježena kod žena s 

pozitivnim Anti-TPO i koncentracijom TSH ≤ 2,5 mIU/L. Povećanje koncentracije TSH bilo je 

povezano s lošijom kvalitetom embrija, a trend prema sličnom učinku primijećen je i kod žena s 

pozitivnim Anti-TPO [51]. U retrospektivnoj kohortnoj studiji Andrisani i suradnika, prikazani su 

rezultati liječenja MPO i razvoja zametaka u 123 eutireoidne žene s ili bez AIT. Kvaliteta embrija 

bila je značajno narušena u žena s barem jednim pozitivnim ATAt.  

Međutim, nisu uočene razlike u serumskim vrijednostima AMH, FSH, broju aspiriranih i oplođenih 

oocita, kao ni u postotku implantacije i rane trudnoće [52]. Meta-analiza Venables i suradnika, koja 

uključuje 14 studija provedenih u skupini žena s eutireoidnim AIT, nije utvrdila razlike u ishodima 

postupaka MPO (broj aspiriranih oocita, broj prenesenih embrija, udio kliničkih trudnoća, učestalost 

spontanih pobačaja) u usporedbi sa ženama koje nemaju AIT [65]. Meta-analiza prospektivnih 

studija koja je obuhvatila 1098 neplodnih žena liječenih MPO je pokazala visok rizik spontanog 

pobačaja u žena s eutireoidnim AIT, ali nije dokazala značajnu razliku u udjelu oplođenih oocita i 

udjelu kliničkih trudnoća [66]. Više prospektivnih kohortnih studija ukazuje na niži postotak 

živorođene djece i povećanu učestalost spontanog pobačaja u eutireoidnih žena s AIT koje su bile u 

postupku MPO [47,53,54,61]. Poppe i suradnici nisu dokazali razlike u stopi začetih trudnoća u 234 

eutireoidne žene nakon prvog ciklusa MPO, ali su žene s AIT imale trostruko veći rizik spontanog 

pobačaja [58]. Slično, Negro i suradnici nisu utvrdili razlike u postotku začetih trudnoća između 

412 AIT negativnih i 72 AIT pozitivne žene kojima je u terapiju nasumično uveden LT4 ili placebo. 

Dvostruko veći rizik spontanog pobačaja ipak nije smanjen usprkos liječenju LT4 u Anti-TPO 

pozitivnih žena. Ove činjenice povezuju pobačaj s abnormalnim imunološkim odgovorom, a ne s 

naknadnim blagim zatajenjem funkcije štitnjače [53]. Također, u prospektivnoj studiji Inagaki i 

suradnika koja je uključivala 590 neplodnih žena s hipotireozom liječenih LT4, uz održavanje 

serumske koncentracije TSH manje od 2,5 μIU/mL, veći titar Anti-TPO bio je jedan od čimbenika 

rizika za nastanak pobačaja nakon IVF-a unatoč nadomjesnom liječenju hormonima štitnjače [54]. 

Objašnjenje za heterogenost ovih rezultata može se pronaći u dizajnu studija, u pragu vrijednosti 

TSH kojima se definira eutireoza, kao i u vrsti MPO liječenja. I dalje ostaje važno pitanje: "Koja je 

optimalna vrijednost koncentracije TSH prije začeća koja određuje uspješne ishode MPO-a u žena s 

AIT?"  

Unuane i suradnici nisu uočili značajne razlike u kumulativnim udjelima porođaja nakon IVF/ICSI 

između AIT pozitivnih i AIT negativnih žena kad god je primjenjena „cut-off „ koncentracija TSH 

od 2,5 ili 5,0 mIU/L [63]. Slično, Chai i suradnici [67] nisu pronašli razliku u ishodima IVF-a 

između žena s koncentracijom TSH manjom ili većom od 4,5 mIU/L. U meta-analizi Zhao i 
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suradnika koja uključuje 18 publikacija i 14 846 sudionika, nije uočena razlika u ishodima MPO 

kada je definirana granična koncentracija TSH od 2,5 mIU/L [68]. Međutim, u slučajevima šire 

granične koncentracije TSH od 3,5-5 mIU/L, uočena je veća učestalost pobačaja.  

 

 

1.2.3. Patofiziologija autoimunog tireoiditisa, neplodnosti i reprodukcijskih neuspjeha 

 

Jasna patofiziološka veza koja povezuje AIT s neplodnošću i nepovoljnim reprodukcijskim 

ishodima nakon spontanog začeća ili MPO-a nije identificirana. Iako postoji nekoliko hipoteza i 

potencijalnih patofizioloških mehanizama, nijedna od njih nije potpuno potvrđena. Istraživači 

pretpostavljaju da bi izravna infiltracija reprodukcijskih organa antitijelima štitnjače mogao biti 

jedan od mehanizama, kao i koegzistencija AIT-a s drugim autoimunim bolestima (bilo organski 

specifičnim ili sistemskim) [2,6]. Drugi mogući mehanizam uključuje imunološku disfunkciju koja 

vodi do inhibicije imunološke tolerancije, što može negativno utjecati na reprodukcijske procese. 

Također, relativni nedostatak hormona štitnjače može imati direktne učinke na plodnost i ishod 

trudnoće. Autoimuni tireoiditis bi mogao predstavljati periferni marker opće imunološke 

neravnoteže koja utječe na oplodnju, implantaciju i održavanje trudnoće [2,6,69,70]. 

Imunocitokemijom je dokazana TPO u stanicama granuloze kumulusa ljudskog folikula jajnika, 

čime se podupire hipoteza da bi Anti-TPO mogla ciljati antigen izravno na razini jajnika [23]. Može 

se nagađati da bi zona pellucida, koja ima važnu funkcionalnu ulogu u interakciji između oocite i 

spermija, mogla biti meta ATAt  [2,23].  

Jedan od mehanizama koji nije ovisan o hormonima štitnjače uključuje ulogu nepovoljnog i 

neprijateljskog imunološkog okruženja na razini folikula jajnika, s TPO kao izravnim antigenom 

barem u ranoj fazi autoimunog procesa u neplodnosti [6,70]. Antitiroidna antitijela mogu generirati 

upalni odgovor koji mijenja okruženje sazrijevajuće oocite, i moguće utječe na OR i kvalitetu 

embrija. Dokazano je da Anti-TPO uzrokuju smrt tireocita putem stanične citotoksičnosti ovisne o 

antitijelima (engl. Antibody Dependent Cellular Cytotoxicity - ADCC) i citotoksičnosti 

posredovane komplementom C3, a pretpostavlja se da i Anti-Tg djeluje preko ADCC [71], što može 

oštetiti reprodukcijske organe koji izražavaju TPO i tireoglobulin (Tg). Dodatno, unakrsna 

reaktivnost Anti-TPO s hCG receptorima u zoni pellucidi predložena je kao još jedan potencijalni 

mehanizam neplodnosti [6,24]. Druga patogenetska hipoteza smatra da bi AIT mogao biti marker 

generalizirane humoralne i stanične imunološke disfunkcije, što može dodatno pogoršati sposobnost 

reprodukcijskih organa da funkcionalno odgovore na fiziološke i hormonske promjene potrebne za 

oplodnju i implantaciju. U AIT često dolazi do aktivacije poliklonalnih limfocita B, što je povezano 

https://www.google.com/search?q=ADCC+%28Antibody-Dependent+Cell-mediated+Cytotoxicity%29&sca_esv=1843608024b994b2&rlz=1C1GCEA_enHR1162HR1167&sxsrf=AE3TifPtwEJfpmN2SwBrWBbnrcInIYlVig%3A1767545271307&ei=t5laafvBEsyJ9u8Pxobs8AE&ved=2ahUKEwjt2papq_KRAxWghP0HHZcrAX4QgK4QegQIARAB&uact=5&oq=ADCC+stani%C4%8Dna+citotoksi%C4%8Dnost&gs_lp=Egxnd3Mtd2l6LXNlcnAiHkFEQ0Mgc3RhbmnEjW5hIGNpdG90b2tzacSNbm9zdDIFECEYoAFIpE5QgAhY_kpwAXgBkAEAmAGGAqABvh6qAQYwLjE5LjW4AQPIAQD4AQGYAhmgAtAfwgIKEAAYsAMY1gQYR8ICDRAAGIAEGLADGEMYigXCAgUQABiABMICCBAAGIAEGMsBwgIGEAAYFhgewgIIEAAYFhgKGB7CAgUQABjvBcICBxAhGKABGAqYAwCIBgGQBgqSBwYxLjE4LjagB9RMsgcGMC4xOC42uAfJH8IHBjAuMTYuOcgHUoAIAA&sclient=gws-wiz-serp&mstk=AUtExfBz-RLRYuavHIzYVh5hVq_EJcCO1MbnOCuYNCIXcUasvVrpTHUNOongEXtP2kfQCbOCGiuwTunObd0bLSWP2rAURj_zk3jUwrMsgsgtDgkHXgRojt1AhR0Fof8vWWo7-e3BgVrQ-BI5N7Q0loOb0hE4x88q4av1tRX9hMWnJQtMUQZ4aRX6vZYamoO4v15i9F78eaEiRNdpvDWILlAAW7isCJnTXkp5WF6V8f17MKbE341l8g2VHxzrE36X7a460oQ-FqBwKMVW40uawJws5g3O&csui=3
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s povećanim vrijednostima organski nespecifičnih antitijela, poput antifosfolipidnih antitijela (aPL) 

i antinuklearnih antitijela (ANA). Većina tih autoantitijela dokazano je povezana s reprodukcijskim 

neuspjehom, aPL može unakrsno reagirati s tkivom trofoblasta i placente, čime se smanjuje 

vitalnost trofoblasta, poremeti sincicijalizacija i invazija trofoblasta [71,72]. Povećana učestalost 

habitualnih pobačaja zabilježena je kod bolesnica s poliautoimunim poremećajima u usporedbi s 

bolesnicama koje imaju izolirani AIT [73].  

Istodobna prisutnost antiovarijskih autoantitijela, koja su obilježje POI-a, može negativno utjecati 

na imunološku homeostazu jajnih stanica, narušiti OR, smanjiti kvalitetu jajnih stanica, oslabiti 

odgovor jajnika na  KOH, te posljedično smanjiti uspjeh postupaka MPO. 

  

U bolesnica s AIT dokazano je povišena razina pro-upalnih citokina kao što su interleukin 2 (IL-2), 

interleukin 17 (IL-17) i interferon γ (INF-γ) u serumu i/ili folikularnoj tekućini zajedno s 

kvantitativnim i kvalitativnim promjenama T-stanica endometrija sa smanjenjem izlučivanja 

interleukina 4 (IL-4) i interleukina 10 (IL-10) [2,6,24]. Funkcionalna analiza mononuklearnih 

stanica periferne krvi bolesnica s AIT u usporedbi kontrolnom skupinom pokazala je promjene 

urođene imunosti usmjerene na pomoćničke T stanice (Th1), povišene omjere prirodno ubilačkih 

stanica (NK) i prirodno ubilačkih T stanica (NKT) i pojačanu prirodnu citotoksičnost u AIT 

pozitivnih eutireoidnih žena [74,75]. Broj i aktivnost NK stanica mogu se povećati ne samo pomoću 

Il-2 i INF-γ, već i endokrinom i parakrinom aktivnošću TSH [74]. Pomoćničke T stanice  proizvode 

IL-2 i INF-γ, a oni su dokazano povezani s neuspjehom implantacije i nastankom spontanih 

pobačaja a pro-upalni citokin IL-17 je također uključen u patogenezu pobačaja i prijevremenog 

poroda [2,75]. Disregulacija NK stanica u perifernoj krvi, s prevalencijom citotoksičnih nad 

imunoregulacijskim, usko je povezana s reprodukcijskim neuspjesima, uključujući habitualne 

pobačaje i neplodnost [75]. Povećanje postotka citotoksičnih NK stanica u žena s AIT bilo je 

povezano s reprodukcijskim neuspjesima [75]. Ovi podaci sugeriraju da disfunkcija stanične 

imunosti u bolesnica s AIT, s pro-upalnim Th1 imunološkim odgovorom i pretjeranom aktivacijom 

NK stanica može biti uzrok neplodnosti i nepovoljnog reprodukcijskog ishoda  [69]. 

Dokazano je da ATAt mogu proći kroz krvno-folikularnu barijeru tijekom sazrijevanja folikula 

[76,77]. U studiji Monteleone i suradnika, koja je obuhvatila 31 ženu liječenu IVF oplodnjom, u 14 

bolesnica s AIT, Anti-TPO i Anti-Tg su bila mjerljiva u folikularnoj tekućini na dan aspiracije 

jajnih stanica, a njihove koncentracije su pozitivno korelirale s onima u krvi. Koncentracije ATAt u 

folikularnoj tekućini AIT pozitivnih ispitanica bile su otprilike upola niže u odnosu na vrijednosti u 

serumu, što ukazuje na to da ATAt prolaze krvno-folikularnu barijeru i postižu koncentraciju 

proporcionalnu njihovim vrijednostima u krvi. U navedenoj studiji ishodi liječene neplodnosti 
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(oplodnja jajnih stanica, kvalitetni embriji i udio začetih trudnoća bili su lošiji u žena s AIT nego u 

kontrolnoj, AIT-negativnoj skupini, a i udio ranih spontanih pobačaja je bila viša. Prisutnost ATAt 

može stvoriti citotoksično okruženje koje oštećuje sazrijevajuće jajne stanice, smanjuje njihovu 

kvalitetu i potencijal oplodnje [76]. Studija Medenice i suradnika potvrdila je povezanost ATAt u 

folikularnoj tekućini i ishoda MPO-a te sugerirala da je TPO uobičajeni antigen u tkivima štitnjače i 

jajnika. U 52 žene liječene postupkom IVF utvrđena je statistički značajna korelacija između 

vrijednosti Anti-TPO i Anti-Tg u serumu i folikularnoj tekućini [77].  

 

1.3. Metilentetrahidrofolat reduktaza i autoimuno oboljenje štitnjače 

Metilentetrahidrofolat reduktaza (MTHFR) jedan je od ključnih enzima uključenih u metabolizam 

folne kiseline i homocisteina, jer katalizira pretvorbu 5,10-metilentetrahidrofolata u 5-

metiltetrahidrofolat - spoj neophodan za remetilaciju homocisteina u metionin [78]. Ovaj enzim 

pripada skupini oksidoreduktaza te ima ulogu u regulaciji koncentracije homocisteina u organizmu 

[79]. Metionin, kao produkt remetilacije, sudjeluje u sintezi proteina te u procesima metilacije pro-

teina i DNA, odnosno u regulaciji genske ekspresije [78]. Dosad je opisano više od 20 polimorfi-

zama MTHFR gena [80]. Dva najčešća jednonukleotidna polimorfizma u MTHFR genu su C677T i 

A1298C (Tablica 1). Radi se o polimorfizmima jednog nukleotida (engl. single nucleotide 

polymorphisms - SNP), koji su po definiciji prisutni u najmanje 1% populacije te mogu djelovati 

kao rizični ili protektivni čimbenici za različita stanja i bolesti. Funkcionalni učinci SNP-ova odre-

đeni su njihovim položajem u genomu, a mogu se manifestirati kroz promjene u aktivnosti promo-

tora, regulaciji ekspresije gena, učinkovitosti mjesta spajanja i vezanja transkripcijskih faktora, te 

kroz epigenetičke modifikacije [81]. 

Najznačajniji polimorfizam MTHFR gena s utjecajem na funkciju enzima je C677T (rs180113). 

Radi se o zamjeni nukleotida citozina timinom na položaju 677 u egzonu 4, što rezultira supstituci-

jom aminokiseline alanina valinom. Posljedično nastaje termolabilni enzim smanjene aktivnosti       

[82]. Procjenjuje se da je enzimska aktivnost homozigota TT smanjena na približno 30 %, a hetero-

zigota CT na oko 65 % u odnosu na referentni (CC) genotip (Slika 1) [83]. Posljedično dolazi do 

hiperhomocisteinemije i smanjenih vrijednosti folata, što može negativno utjecati na metilaciju 

DNA molekule [84,85].  

Polimorfizam A1298C (rs1801131) u MTHFR genu podrazumijeva zamjenu adenina citozinom na 

položaju 1298 u egzonu 7, što rezultira supstitucijom glutaminske kiseline alaninom. Ova promjena 

dovodi do smanjenja aktivnosti MTHFR enzima u odnosu na referentni (AA) genotip, koja je više 
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izražena u homozigota, ali za razliku od polimorfne varijante C677T, enzim nije pojačano osjetljiv 

na temperaturu [86]. Procjenjuje se da heterozigoti AC imaju oko 85 % aktivnosti enzima, dok je 

kod homozigota CC aktivnost smanjena na približno 70 % u odnosu na divlji tip (Slika 1) [87]. Ovi 

podaci sugeriraju da A1298C polimorfna varijanta rezultira manjim smanjenjem aktivnosti enzima 

u usporedbi s C677T polimorfizmom, ali i dalje može imati kliničke implikacije, osobito u konteks-

tu bolesti štitnjače i reprodukcijskog zdravlja.  

Za oba polimorfizma MTHFR gena, u europskoj populaciji utvrđena je učestalost rijetkih alela – T 

alela kod polimorfizma C677T te C alela kod polimorfizma A1298C – od približno 30%, dok se 

homozigotne polimorfne varijante (TT genotip za C677T i CC genotip za A1298C) pojavljuju s 

učestalošću od oko 10% [88]. Slične vrijednosti zabilježene su i u hrvatskoj populaciji, gdje je učes-

talost T alela iznosila 32%, a TT genotipa 10% [89].   

 

Tablica 1. Najčešći polimorfizi i genotipovi MTHFR gena 

Polimorfizam Promjena nukleotida Promjena aminokiseline Mogući genotipovi 

C677T 

(rs1801133) 

C → T Alanin → Valin CC (divlji tip) 

CT (heterozigot) 

TT (homozigot) 

A1298C 

(rs1801131) 

A → C Glutamin → Alanin AA (divlji tip) 

AC (heterozigot) 

CC (homozigot) 
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Slika 1. MTHFR genotipovi i enzimska aktivnost [83, 87] 

 

Od njihovog otkrića, polimorfizmi MTHFR opsežno su istraživani među različitim populacijama 

kako bi se procijenila njihova povezanost s različitim medicinskim stanjima, prvenstveno kardiova-

skularnim bolestima, trombozom, komplikacijama u trudnoći, rizikom od zloćudnih bolesti, psihija-

trijskim, neurološkim, autoimunim bolestima, bolestima štitnjače itd [79,82,86,90-94]. 

Metilentetrahidrofolat reduktaza je kritični enzim koji ograničava brzinu u metaboličkom putu pre-

tvorbe homocistein/metionin koji je uključen u patogenezu i progresiju autoimunih bolesti [94]. 

Budući da polimorfizmi MTHFR mogu uzrokovati hiperhomocisteinemiju i smanjenu dostupnost 

metilnih skupina zbog poremećenog metabolizma folata, pretpostavlja se da takve promjene mogu 

utjecati na epigenetičku regulaciju imunoloških gena, pridonoseći razvoju autoimunih bolesti poput 

AIT-a. U tom kontekstu, disbalans u metilaciji DNK molekule, posredovan MTHFR polimorfizmi-

ma, mogao bi predstavljati jedan od mehanizama koji dovodi do gubitka imunološke tolerancije i 

stvaranja protutijela usmjerenih prema štitnjači [94]. Povezanost MTHFR polimorfizama s autoi-

munim bolestima, uključujući AIT, postaje sve više predmet interesa različitih istraživača. Nedavne 

studije pokazale su da dva uobičajena polimorfizma gena MTHFR (C677T i A1298C) mogu koreli-

rati s disfunkcijom štitnjače, iako rezultati istraživanja ostaju nedosljedni [90,92,93,95-97]. Štoviše, 

nekoliko studija je pokazalo da bolesnici s hipotireozom imaju povišene vrijednosti ukupnog homo-
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cisteina u serumu [97-101], što implicira moguću vezu između MTHFR polimorfizama i poremeća-

ja funkcije štitnjače. Arakawa i suradnici dokazali su značajnu povezanost varijante C677T s hipoti-

reozom [95], dok Hustad i suradnici ističu kako varijante MTHFR gena mogu povećati rizik od po-

remećaja štitnjače [93]. Do danas je provedeno nekoliko studija [90,92,93,95-97,100,101] koje su 

istraživale potencijalnu povezanost polimorfizama gena MTHFR i bolesti štitnjače, uključujući 

Hashimotov tireoiditis, Gravesovu bolest, kao i subkliničke i očite oblike hipo i hipertireoze. Među-

tim, rezultati tih istraživanja ostaju kontroverzni i nedosljedni. Razlike u dizajnu studija, etničkom 

podrijetlu ispitanika, veličini uzorka te definiciji i dijagnostičkim kriterijima bolesti štitnjače mogli 

bi pridonijeti toj varijabilnosti. Također, interakcije između genetskih i okolišnih čimbenika dodat-

no kompliciraju tumačenje rezultata. 

 

1.4 .  Metilentetrahidrofolat reduktaza u reprodukcijskim zbivanjima 

Prethodno spomenuti polimorfizmi MTHFR gena povezani su s nizom reprodukcijskih poremećaja 

uključujući habitualne pobačaje, idiopatsku neplodnost, ponavljane neuspjehe implantacije te slabiji 

odgovor na KOH tijekom liječenja MPO. Brojnim istraživanjima nastoji se objasniti značenje poli-

morfizama u ovim procesima, no rezultati ostaju za sada neujednačeni [102-119]. Enzim MTHFR 

ima ključnu ulogu u metabolizmu folata [78-80]. Folat je esencijalan za reprodukcijsko zdravlje, 

iako točni mehanizmi putem kojih abnormalnosti u njegovom metabolizmu dovode do reprodukcij-

skih poremećaja još uvijek nisu u potpunosti razjašnjeni. Kao mogući posrednik u nastanku repro-

dukcijskih poremećaja navodi se nedostatna metilacija kritičnih metabolita, što može utjecati na 

pravilnu staničnu diobu [107]. Metabolizam folata posebno je važan u jajniku tijekom folikularnog 

razvoja, oogeneze, spermatogeneze te ranog razvoja embrija. Učinkovitost folata je dokazana u pre-

venciji perinatalnih komplikacija, ponajprije defekata neuralne cijevi [118-120]. Iako su brojna ra-

nija istraživanja dovela polimorfizam C677T MTHFR gena u vezu s povećanim rizikom od habitu-

alnih pobačaja [104-106,109,110,112], trenutačne smjernice relevantnih stručnih tijela  uključujući 

Europsko društvo za humanu reprodukciju i embriologiju (engl. European Society of Human Re-

production and Embryology - ESHRE), Američko društvo za medicinsku genetiku (engl. American 

College of Medical Genetics - ACMG) i Američko društvo za opstetriciju i ginekologiju (engl. A-

merican College of Obstetricians and Gynecologists - ACOG) ne savjetuju rutinsko testiranje 

MTHFR polimorfizama u svrhu procjene rizika tromboze niti ponovljenog gubitka trudnoće [121-

123]. Iako je blaga hiperhomocisteinemija češće primijećena kod žena s preeklampsijom, abrupci-

jom posteljice i gubitkom trudnoće, postoje proturječni podaci o njenoj povezanosti s ponovljenim 

spontanim pobačajima.  
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Nadalje, u žena s AIT koje se liječe postupcima MPO, prisutnost određenih MTHFR polimorfnih 

varijanti mogla bi dodatno narušiti ili mijenjati ishod liječenja. Hiperhomocisteinemija, uzrokovana 

smanjenom funkcijom MTHFR, može imati štetne učinke na endotel, placentaciju i implantaciju 

embrija, što u konačnici može smanjiti udio uspješno začetih trudnoća i povećati rizik od spontanih 

pobačaja u bolesnica s neplodnošću [78,109,110,124-125]. Novija istraživanja ponovno naglašavaju 

važnost i ulogu polimorfizama MTHFR u kontekstu idiopatske neplodnosti te reprodukcijskih neu-

spjeha tijekom liječenja neplodnosti postupcima MPO [114,127-130]. Znanstveni dokazi povezuju 

polimorfizam MTHFR C677T s rezervom jajnika, sazrijevanjem oocita i učestalošću aneuploidija u 

embrijima. Navedeni polimorfizam također je povezan s POI, ponavljanim spontanim pobačajima i 

ponavljanim neuspjehom implantacije [109,110,114,119,130,131]. U bolesnica u kojih je homoci-

stein u folikularnoj tekućini u granici normalnih vrijednosti, veća je rezerva primordijalnih folikula 

u jajniku, bolja je kvaliteta oocita i embrija [120,129]. 

1.4.1. Metilentetrahidrofolat reduktaza i medicinski pomognuta oplodnja 

 

Poznata je ključna uloga folne kiseline tijekom razdoblja intenzivne stanične diobe, osobito u  

folikularnom i embrionalnom razvoju. Smanjena aktivnost enzima MTHFR negativno utječe na 

kvalitetu razvoja oocita i embrija. Poremećaji u metilacijskim procesima ključni su za pravilnu 

ekspresiju gena tijekom gametogeneze i ranog razvoja embrija stoga polimorfizmi MTHFR mogu 

indirektno utjecati na kvalitetu oocita, embrija i embrionalni razvoj [ 120,126-130].  

Twigt i suradnici smatraju da je učinak folne kiseline najveći tijekom ranih faza razvoja folikula, 

osobito u nezrelim folikulima koji rastu tijekom hormonske stimulacije jajnika [120]. Iako je veliki 

broj prethodnih studija istraživao povezanost između MTHFR polimorfizama i ishoda IVF/ICSI 

postupaka, rezultati su često oprečni i kontradiktorni, uglavnom zbog malih i heterogenih uzoraka 

ispitanika [120, 127-136]. Rijetka su sustavna istraživanja koja ciljano analiziraju utjecaj aktivnosti 

MTHFR u slučajevima kombiniranih polimorfizama C677T/A1298C na embriološke i kliničke 

ishode IVF/ICSI postupaka [128,132]. Pavlik i suradnici navode kako je genotip MTHFR 677TT 

povezan s boljom OR i većim koncentracijama AMH u serumu, no istodobno pokazuju negativni 

učinak istog polimorfizma na broj dobivenih oocita tijekom IVF postupka i KOH-a [136]. 

Retrospektivna kohortna studija Zeng i suradnika, koja je obuhvatila 1173 žene liječene IVF 

postupkom, pokazala je da je genotip MTHFR 677TT povezan sa smanjenim brojem razvijenih 

kvalitetnih zametaka i nižim kumulativnim udjelom živorođenosti [127]. Suprotno tome, Simur i 

suradnici ističu kako polimorfizmi gena za faktor V Leiden, MTHFR i protrombin nemaju značajni 

utjecaj na uspješnost liječenja MPO postupcima [137]. U preglednom članku i meta-analizi 
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Ledowsky i suradnika, koja je obuhvatila 16 studija o učinku MTHFR polimorfizama na ishode 

postupaka MPO, utvrđena je povezanost homozigotnog genotipa C677T s većim vrijednostima 

AMH, neuspjehom implantacije i slabijim odgovorom jajnika na hormonsku stimulaciju [130]. U 

istom istraživanju žene s polimorfizmom A1298C imale su manji broj folikula i niže vrijednosti E2, 

dok implantacija nije uspjela kod jednog od četiri embrija homozigotnih za C677T. Lu i suradnici 

su istraživali učinak kombiniranih polimorfizama 677TT/1298AA (TT/AA) na embriološke i 

kliničke ishode IVF postupaka [133]. Žene s navedenim genotipom, koji je povezan s najnižom 

aktivnošću enzima MTHFR, imaju značajno niži udio zrelih jajnih stanica u usporedbi s 

ispitanicama s genotipom divljeg tipa. Nadalje, zabilježeno je da se sazrijevanje oocita smanjuje 

proporcionalno s padom enzimske aktivnosti, što je određeno kombinacijom genotipova C677T i 

A1298C. Genotipovi srednje enzimske aktivnosti (CC/AC, CC/CC, CT/AA i CT/AC) povezani su s 

nižim udjelom embrija pogodnih za prijenos. Ipak, nisu utvrđene značajne razlike u kliničkim 

ishodima između žena s genotipom divljeg tipa i onih s kombiniranim genotipovima 

C677T/A1298C. 

Polimorfizmi MTHFR mogu utjecati i na bazalne vrijednosti FSH te na ukupno potrebnu dozu FSH 

tijekom KOH [119,128]. Metaanaliza koju su izradili Wang i suradnici pokazala je da polimorfizam 

MTHFR C677T može utjecati na ove parametre. Naime, bazalne serumske vrijednosti FSH bile su 

niže u nositelja genotipa CC u usporedbi s nositeljima TT genotipa. Također, žene s genotipom CC 

stimulirane su nižim dozama FSH od onih s genotipovima CT i TT [128]. Suprotno tome, Rosen i 

suradnici navode da je polimorfizam MTHFR A1298C, a ne C677T, povezan s većim bazalnim 

vrijednostima FSH te može biti čimbenik u određivanju odgovora na stimulaciju jajnika [119]. Žene 

nositeljice varijantnog alela MTHFR 1298C imale su značajno veće bazalne vrijednosti FSH, manji 

broj folikula većih od 13 mm nakon stimulacije, niže koncentracije E2 na dan primjene hCG-a, te su  

stimulirane većom dozom gonadotropina. Ova otkrića ukazuju na potencijalnu ulogu polimorfizma 

MTHFR A1298C u modulaciji folikulogeneze. U žena s varijantom alela MTHFR C677T nisu uo-

čene značajne razlike u ovim parametrima. Shahrokhi i suradnici izvijestili su da prisutnost C alela 

polimorfizma A1298C korelira s većim vrijednostima AMH, no istovremeno i s manjim brojem 

aspiriranih jajnih stanica [138]. Enciso i suradnici pokazali su da genotip MTHFR A1298C značaj-

no utječe na smanjenu vjerojatnost začeća. Alel 1298C bio je češći u žena s višestruko neuspješnim 

MPO ciklusima. Također je utvrđeno da alel MTHFR 677T negativno utječe na implantaciju kro-

mosomski normalnih embrija. Autori predlažu da bi testiranje MTHFR polimorfizama moglo imati 

kliničku vrijednost u identifikaciji žena s visokim rizikom implantacijskog neuspjeha [132].  
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Thaler i suradnici su uočili slabiji odgovor jajnika na rekombinantni FSH (r-FSH) tijekom KOH-a  

u žena koje su nositeljice jednog ili oba rijetka T alela. Ove bolesnice su stimulirane većom dozom 

r-FSH, a zabilježene su i značajno niže koncentracije estradiola u serumu te manji broj aspiriranih 

oocita u usporedbi sa ženama koje nisu nositeljice T alela [134]. U novijoj studiji, Sangavi i surad-

nici ističu MTHFR gen kao kandidat za ulogu u folikulogenezi i razvoju jajnika. Autori navode ka-

ko MTHFR polimorfizmi mogu biti povezani s kromosomskim nerazdvajanjem, osobito u žena s 

monosomijom X. Također, polimorfizmi utječu na vrijednosti progesterona, razvoj jajnika i foliku-

larnu rezervu te se dovode u vezu s primarnom amenorejom [139]. Brazilska studija Queiroz D’Elia 

i suradnika pokazala je negativni učinak polimorfizama MTHFR C677T i A1298C na zrelost oocita 

i kvalitetu zametaka. Posebice je zabilježen negativan utjecaj alela A1298C na navedene parametre 

u bolesnica liječenih MPO postupcima [140]. Utjecaj polimorfizma MTHFR C677T na kvalitetu 

embrija i udio trudnoća nakon MPO postupaka ostaje nejasan što ukazuje na potrebu za daljnjim 

studijama koje bi uključile veće uzorke ispitanica, standardizirane metodologije i razmatranje doda-

tnih čimbenika koji mogu utjecati na ishod liječenja neplodnosti.  
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2. CILJ ISTRAŽIVANJA 

Polazišna hipoteza ovog istraživanja jest da AIT negativno utječe na ishode KOH-a, te da bolesnice 

koje nose MTHFR polimorfizme (C677T i/ili A1298C) u homozigotnom ili heterozigotnim oblici-

ma, imaju slabiji ovarijski odgovor tijekom KOH u usporedbi s bolesnicama bez ispitivanih poli-

morfizama. Također se pretpostavlja da kombinacija AIT i MTHFR polimorfizama dodatno po-

većava rizik za slabiji odgovor jajnika na stimulaciju gonadotropinima. 

Sukladno tome, glavni cilj ovog istraživanja bio je utvrditi predstavlja li AIT neovisan negativan 

čimbenik koji utječe na ishode KOH-a ili je njegov učinak ovisan o ovarijskoj rezervi (OR), te ispi-

tati povezanost između prisutnosti AIT-a i MTHFR polimorfizama te rizika za slabiji odgovor jaj-

nika tijekom KOH-a. 

 

Specifični ciljevi istraživanja su sljedeći:  

1. a. usporediti srednje vrijednosti spolnih hormona, hormona štitnjače i antitijela štitnjače u 

definiranim skupinama/podskupinama ispitanica 

b. usporediti srednju vrijednost ukupnog broja aspiriranih oocita; 

c. usporediti udio zrelih oocita (MII) u odnosu na ukupni broj aspiriranih oocita 

d. usporediti udio nezrelih i atretičnih oocita u odnosu na ukupni broj aspiriranih stanica 

e. odrediti udio oplođenih oocita (postotak oplodnje) od broja oocita odabranih za oplodnju  

f. odrediti udio zametaka u razvoju 3. dan i 5. po fertilizaciji od broja oocita odabranih za oplodnju  

g. testirati razlike od a.-f. između tri grupe ispitanica 

2. Utvrditi učestalost genotipova i alela dva polimorfna mjesta MTHFR gena (C677T i A1298C) u 

skupinama ispitanica s AIT (AIT-1 i AIT-2). 

3. Utvrditi postoji li razlika u odgovoru jajnika na stimulaciju gonadotropinima između AIT-1 i 

AIT-2 skupine s obzirom na učestalost genotipova i alela polimorfizama MTHFR gena na temelju 

vrijednosti iz točke 1. (b., c., e., f.) 
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3. ISPITANICE I METODE 

3.1. Plan istraživanja 

 

Početni dio istraživanja obuhvaća retrospektivnu analizu podataka iz medicinske dokumentacije 

pacijentica koje su liječene postupkom kontrolirane ovarijske hiperstimulacije (KOH) na Zavodu za 

humanu reprodukciju Kliničkog bolničkog centra u Rijeci (razdoblje 2018.-2023.,  N = 341). 

Za sve uključene ispitanice retrospektivno su iz medicinske dokumentacije Zavoda za humanu re-

produkciju i bolničkog informatičkog sustava - IBIS, prikupljeni slijedeći podaci: koncentracija 

Anti-TPO protutijela; koncentracija Anti-Tg protutijela; serumske koncentracije spolnih hormona 

(AMH, FSH, LH, E2) te podaci o tijeku i odgovoru jajnika na KOH, definirani sukladno aktualnim 

ESHRE  smjernicama [141]. Na temelju prikupljenih podataka o Anti-TPO i/ili Anti-Tg u ispitanica 

je potvrđen ili isključen AIT. Na temelju serumskih koncentracija AMH procijenjena je očuvana ili 

smanjena OR u ispitanica [142]. Skupina ispitanica s AIT je dodatno podijeljena u dvije podskupi-

ne: AIT-1 skupinu s normalnom OR (N=120) i AIT-2 skupinu sa smanjenom OR (N=71).  

U prospektivnom dijelu istraživanja u ispitanica s AIT N=143 (AIT-1 i AIT-2) su uz sve prethodno 

navedene podatake, prikupljeni uzorci periferne krvi za genotipizaciju MTHFR polimorfizama te 

analizirani podaci o tijeku i odgovoru jajnika na KOH.  

 

3.2. Ispitanice 

 

U istraživanje su uključene bolesnice koje su se zbog neplodnosti liječile postupkom KOH na Za-

vodu za humanu reprodukciju Kliničkog bolničkog centra u Rijeci od 2018. do 2023. godine. U 

dijagnostičkom postupku utvrđivanja neplodnosti svim pacijenticama je uzeta osobna i ginekološka 

anamneza te su osim ginekološkog pregleda određene serumske koncentracije spolnih hormona 

(FSH, LH, AMH, E2) te koncentracije TSH, Anti-TPO i Anti-Tg.  

Na osnovi serumskih vrijednosti mikrosomskih i tireoglobulinskih protutijela ispitanice su bile po-

dijeljene u skupinu s autoimunim oboljenjem štitnjače (pozitivna Anti-TPO  i/ili Anti-Tg ) i kon-

trolnu skupinu bez AIT (negativna Anti-TPO i Anti-Tg). Na temelju serumskih koncentracija AMH 

procijenjena je očuvana ili smanjena OR u ispitanica [142] te su ispitanice s AIT podijeljene u dvije 

podskupine: AIT-1 i AIT-2.  
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Na osnovi ovih podataka formirane su skupine ispitanica (Slika 2)  : 

1. Skupina neplodnih ispitanica s AIT (N=191) 

 • Uključni kriterij: neplodne ispitanice u kojih je potvrđeno autoimuno oboljenje štitnjače  (pozitiv-

na Anti-TPO i/ili Anti-Tg); životna dob mlađa od 38 godina.  

• Na temelju procjene OR (serumske vrijednosti AMH, FSH, E2) prethodna skupina ispitanica s 

AIT je podijeljena u dvije podskupine:  

                   • ispitanice s očuvanom OR (AIT1, N=120) 

                   • ispitanice sa smanjenom ovarijskom rezervom (AIT2, N=71). 

• Prospektivno obuhvaćenim ispitanicama s AIT (AIT-1 i AIT-2, N=143) je istraživanje dodatno 

obuhvatilo određivanje učestalosti alela i genotipova varijanti sekvence MTHFR gena te su analizi-

rani podaci o tijeku i odgovoru jajnika na KOH. 

 

2. Kontrolna skupina neplodnih ispitanica bez AIT (N=150) 

 • Uključni kriterij: neplodne ispitanice s negativnim Anti-TPO i Anti-Tg; životna dob mlađa          

od 38 godina 

 •  Sve ispitanice kontrolne skupine su imale normalnu OR (procijenjenu na temelju serumskih vri-

jednosti AMH, FSH, E2).  

 

Isključni kriteriji za sudjelovanje u istraživanju bili su: dijagnoza udruženih autoimunih bolesti koje 

mogu utjecati na fertilitet (sistemski eritemski lupus, reumatoidni artritis, idiopatska trombocitope-

nijska purpura, antifosfolipidni sindrom, autoimuni hepatitis, celijakija, dijabetes tip I, vitiligo, pri-

marna bilijarna ciroza), prethodno dijagnosticirani sindrom policističnih jajnika, prethodno dijagno-

sticirana endometrioza te starosna dob iznad 38 godina.  
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Slika 2. Dijagram tijeka istraživanja  

plavo-retrospektivni dio istraživanja, ljubičasto-prospektivni dio istraživanja 

N broj, AIT-0 kontrolna skupina, AIT-1 AIT pozitivne ispitanice s održanom ovarijskom rezervom, 

AIT-2 AIT pozitivne ispitanice sa smanjenom ovarijskom rezervom, MPO medicinski pomognuta 

oplodnja; MTHFR metilentetrahidrofolat reduktaza 

 

3.3. Metode  

3.3.1. Analiza baze medicinskih podataka  

Svim ispitanicama retrospektivno su iz medicinske dokumentacije Zavoda za humanu reprodukciju 

i bolničkog informatičkog sustava IBIS, prikupljeni slijedeći podaci: koncentracija Anti-TPO i An-

ti-Tg; serumske koncentracije spolnih hormona (AMH, FSH, LH, E2) i TSH. Za sve ispitanice pri-

kupljeni su podaci o tijeku i odgovoru jajnika na KOH, definirani sukladno aktualnim ESHRE 

smjernicama - Vienna consensus [141]. Analiziran je broj aspiriranih oocita nakon standardne 

KOH, udio oocita u metafazi II (MII) nakon aspiracije folikula, udio nezrelih i atretičnih oocita, 

srednji broj oplođenih oocita i udio oplodnje nakon konvencionalne IVF ili ICSI oplodnje.  Razvoj 

embrija, postotak razvijenih embrija 3. dana (68 ± 1 h) i postotak rastućih blastocista 5. i/ili 6. dana 

(116 ± 2 h i/ili 140 ± 2 h) nakon oplodnje izračunati su na temelju broja MII oocita koje su izabrane 

za oplodnju [141]. U skladu s nacionalnim zakonodavstvom, oplođeno je maksimalno do 12 jajnih 

stanica po ciklusu, dok su prekobrojne jajne stanice kriopohranjene za buduće MPO postupke. 

Sve ispitanice liječene su fleksibilnim antagonističkim protokolom stimulacije jajnika od 2. ili 3. 

dana menstruacijskog ciklusa. Rekombinantni FSH ili visoko pročišćeni humani menopauzalni go-

 AIT-0 

N=150 

 

AIT-1 
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AIT-2 

N=71 
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nadotropin- hMG aplicirani su svakodnevno subkutano. Uobičajena doza primijenjenog gonadotro-

pina bila je 150-225 IU/dan. Transvaginalnim ultrazvukom je praćen rast folikula i endometrija od 

7.-8. dana ciklusa prema uobičajenom protokolu. Kada su folikuli dosegli srednju veličinu (promjer 

od 13-15 mm), primjenjene su svakodnevno injekcije antagonista gonadotropin oslobađajućeg hor-

mona (GnRH). Rekombinantni korionski gonadotropin primijenjen je na dan kada su najmanje tri 

vodeća folikula imala promjer od 17 mm ili ukoliko je jedan folikul postigao promjer 18 mm. Na-

kon 34-36 sati, učinjena je aspiracija folikula (aspiracijska igla s jednim lumenom) pod ultrazvu-

čnom kontrolom. Folikularne tekućine s aspiriranim oocitama su predane na daljnje postupanje u 

Laboratorij za biologiju reprodukcije.  

Embriolozi su korištenjem stereomikroskopa odmah pregledavali folikularne tekućine  i izdvajali 

komplekse kumulus-oocita (COC). Izolirani COC-i prebačeni su u Petrijevu zdjelicu s kapacitira-

nim medijem i pohranjeni u ovlaženom CO2 inkubatoru s konstantnom vrijednošću temperature i 

koncentracijom CO2 (37 °C i 6% CO2). Sazrijevanje oocita pripremljenih za konvencionalnu IVF 

oplodnju procijenjeno je u trenutku preuzimanja COC-a brzim širenjem kumulusnih stanica i pro-

matranjem prisutnosti prvog polarnog tijela pod povećanjem mikroskopa od 200x, dok su oocite 

pripremljene za oplodnju ICSI postupkom procijenjene nakon njihovog ogoljavanja iz COC-a. Oo-

cita je ocijenjena zrelom ako je polarno tjelešce bilo ekstrudirano iz citoplazme oocite u perivitelin-

ski prostor, što je dokaz stadija metafaze II (MII) prve mejotičke diobe.  

Nezrele oocite u stadiju germinativnih vezikula (GV) i atretične ili deformirane oocite nisu odabra-

ne za oplodnju, odbačene su i uništene. Oplodnja je obavljena 36-40 sati nakon aspiracije oocita. 

Metoda oplodnje definirana je na temelju parametara koncentracije, pokretljivosti i morfologije 

spermija nakon pripreme sjemena partnera.  

Dokaz oplodnje oocita - prisutnost dvaju pronukleusa, procijenjen je stereomikroskopom 16-18 sati 

nakon postupka oplodnje. Abnormalna oplodnja je definirana nalazom jednog ili više od dva pronu-

kleusa i takve zigote su odbačene i uništene. Razvijeni rani embriji procijenjeni su drugog (44 ± 1 

h) i trećeg dana (68 ± 1 h) nakon oplodnje i kvalificirani su prema morfološkim karakteristikama na 

temelju Vienna konsenzusa [141]. Blastociste su ocjenjivane petog i/ili šestog dana (116 h ± 2 h i/ili 

140 ± 2 h) nakon oplodnje prema Gardnerovim kriterijima [143].  

 

3.3.2. Kemiluminiscentne metode 

Koncentracija FSH, LH, E2 i AMH određena je na uređaju Roche cobas 6000 e601 (Roche dia-

gnostics, Mannheim, Njemačka). Spolni hormoni FSH, LH i AMH određeni su elektrokemiluminis-

centnom imunokemijskom metodom prema sendvič principu u kojoj se analit iz uzorka veže izme-

đu dva specifična monoklonska protutijela od kojih je jedno obilježeno biotinom, a drugo rutenijem. 
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U drugoj se fazi reakcije biotin iz nastalog kompleksa veže na streptavidinom obložene mikročesti-

ce pri čemu se stvaraju kompleksi. Ovakve mikročestice se magnetski vežu na elektrodu gdje se pod 

utjecajem napona na elektrodi inducira kemiluminiscentna reakcija koja se mjeri s obzirom na kali-

bracijsku krivulju. Visina signala izravno je proporcionalna koncentraciji analita u uzorku. 

Estradiol je određen elektrokemiluminiscentnom imunokemijskom metodom prema principu kom-

peticije. Estradiol iz uzorka veže se između dva monoklonska antitijela iz reagensa obilježena bioti-

nom pri čemu se stvaraju imunokompleksi čija koncentracija ovisi o koncentraciji E2 u uzorku. 

Dodatkom derivata E2 iz reagensa koji je obilježen rutenijem te streptavidinom obilježenih mikro-

čestica dolazi do vezanja na preostala slobodna mjesta na monoklonskim antitijelima obilježenim 

biotinom te stvaranja makrokompleksa putem biotin-streptavidin interakcija. Mikročestice se mag-

netski vežu na elektrodu gdje se pod utjecajem napona na elektrodi inducira kemiluminiscentna 

reakcija koja se mjeri s obzirom na kalibracijsku krivulju. Visina signala obrnuto je proporcionalna 

koncentraciji estradiola u uzorku. Koncentracija Anti-Tg, Anti-TPO i TSH određena je na uređaju 

Siemens Atellica IM1600 (Siemens Healthcare Diagnostics, Dublin, Irska). Antitireoglobulinska 

antitijela se određuju akridinij-ester-kemiluminiscentnom imunokemijskom metodom koristeći hu-

mani Tg obilježen akridinij-esterom i tireoglobulin obilježen biotinom. Antitireoglobulinska antiti-

jela iz uzorka vežu se za obje vrste Tg formirajući velike komplekse. Biotin iz jednog od obilježe-

nih Tg veže se sa streptavidinom obloženim magnetskim mikročesticama koje su imobilizirane.  

Nakon ispiranja suviška Tg inducira se kemiluminiscentna reakcija akridinij-estera čiji je intenzitet 

izravno proporcionalan koncentraciji Anti-Tg  u uzorku. Antitijela na TPO se određuju kemilumini-

scentnom imunokemijskom metodom prema principu kompeticije. Antitijela na TPO iz uzorka na-

tječu se s mišjim monoklonskim Anti-TPO kovalentno vezanim za magnetske mikročestice za o-

graničenu količinu humane TPO u kompleksu s mišjim monoklonskim Anti-TPO obilježenim akri-

dinij-esterom. Intenzitet kemiluminiscentne reakcije obrnuto je proporcionalan koncentraciji Anti-

TPO u uzorku.  

Tiroidni stimulirajući hormon se određuje trećom generacijom imunokemijskih testova koristeći 

anti-FITC (fluorescein izotiocijanat) monoklonsko antitijelo kovalentno vezano na magnetske mik-

ročestice. Mišje monoklonsko antitijelo na TSH obilježeno FITC veže se za TSH iz uzorka te time 

imobilizira TSH na mikročestice. Drugo mišje monoklonsko antitijelo na TSH konjugirano s go-

veđim serumskim albuminom i obilježeno akridinij-esterom veže se na imobilizirani TSH iz uzorka. 

Nakon ispiranja suviška reagensa intenzitet kemiluminiscentne reakcije izravno je proporcionalan 

koncentraciji TSH u uzorku.      
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3.3.3.  Genotipizacija polimorfizama metilentetrahidrofolat reduktaze 

 

Prospektivno uključenim ispitanicama s AIT (AIT-1 i AIT-2, N = 143) su se, uz sve prethodno na-

vedene podatke u retrospektivnom dijelu istraživanja, venepunkcijom prikupili i uzorci periferne 

krvi (3 - 5 ml)  za genotipizaciju MTHFR polimorfizama. Genomska DNK izolirana je iz leukocita 

periferne krvi ispitanica. Izolacija je provedena standardnim protokolom prema uputama proizvođa-

ča (Qiagen FlexiGene DNA kit, Qiagen GmbH, Hilden, Njemačka) te je uskladištena na -20°C do 

daljnje upotrebe. Koncentracija i čistoća DNK određene su spektrofotometrom prema postupniku 

proizvođača (Thermo Scientific BioMate 3, Thermo Electron Scientific Instrument Corporation, 

Madison, SAD), a iznosile su 350-800 ng/μL, odnosno A260/280=1,8-2,2 i A260/230>1.   

Za genotipizaciju MTHFR C677T i A1298C polimorfizama korištena je kombinacija metoda lanča-

ne reakcije polimerazom (engl. polymerase chain reaction - PCR) i polimorfizma duljine restrikcij-

skih fragmenata (engl. restriction fragment length polymorphism - RFLP). Sljedovi nukleotida spe-

cifičnih početnica i veličine PCR produkata korištenih za analizu MTHFR polimorfizama prikazani 

su u tablici 2., sadržaj PCR reakcijskih smjesa u tablici 3., a uvjeti PCR reakcija u tablici 4. Umna-

žanje ciljnih odsječaka DNA molekule provedeno je u uređajima za PCR (Mastercycle personal, 

Eppendorf, Hamburg, Njemačka i 2720 Thermal Cycler, Applied Biosystems, Carlsbad, CA, SAD), 

u ukupnom volumenu od 15μL (Tablica 3).  Nakon PCR reakcije, uslijedilo je cijepanje PCR pro-

dukata odgovarajućim restrikcijskim enzimima, prema uputama proizvođača (New England Bio-

labs, Ipswich, MA, SAD). Sadržaj reakcijskih smjesa korištenih za restrikciju MTHFR polimorfi-

zama, vrste restrikcijskih enzima, uvjeti restrikcije i veličine restrikcijskih fragmenata prikazane su 

u tablicama 5. i 6. 

Za razdvajanje dobivenih PCR produkata i restrikcijskih fragmenata korištena je metoda elektrofo-

reze u trajanju od 45 min na 85V, na 1% i 3% agaroznom gelu u koji je dodano 15 μL GelRedTM 

(Olerup SSP®, Saltsjöbaden, Švedska). Rezultati su vizualizirani pod ultraljubičastim svjetlom 

transiluminatora. Za određivanje veličine PCR produkata i restrikcijskih fragmenata primjenjivao se 

DNA standard veličine 50 i 100 bp. Za provjeru vjerodostojnosti rezultata, 10% svih uzoraka je 

nasumično ponovljeno. 

Sadržaj reakcijskih smjesa korištenih za restrikciju MTHFR polimorfizama, vrste restrikcijskih en-

zima, uvjeti restrikcije i veličine restrikcijskih fragmenata prikazane su u tablicama 5. i 6. 

Za razdvajanje dobivenih PCR produkata i restrikcijskih fragmenata korištena je metoda elektrofo-

reze u trajanju od 45 min na 85V, na 1% i 3% agaroznom gelu u koji je dodano 15 μL GelRedTM 

(Olerup SSP®, Saltsjöbaden, Švedska). Rezultati su vizualizirani pod ultraljubičastim svjetlom 

transiluminatora. Za određivanje veličine PCR produkata i restrikcijskih fragmenata primjenjivao se 
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DNA standard veličine 50 i 100 bp. Za provjeru vjerodostojnosti rezultata, 10% svih uzoraka je 

nasumično ponovljeno. 

 

Tablica 2. Slijedovi nukleotida specifičnih početnica i veličine PCR produkata korištenih 

za analizu MTHFR polimorfizama. 

 

Polimorfizam Početnice PCR produkt (bp) 

MTHFR 

C677T 

5´-AGG ACG GTG CGG TGA GAG TG-3´ 

5´-CTT TGG GGA GCT GAA GGA CTA CTA-3´ 
198 

MTHFR  

A1298C 

5’CTTTGGGGAGCTGAAGGACTACTA3’ 

5’CACTTTGTGACCATTCCGGTTTG3’ 

 

163 

 

MTHFR  metilentetrahidrofolat reduktaza, bp parovi baza (eng. base pairs),  PCR  lančana reakcija 

polimerazom 

 

Tablica 3. Sadržaj PCR reakcijske smjese za analizu MTHFR C677T i A1298C polimorfizama 

 
MTHFR C677T 

rs1801133 

MTHFR A1298C 

rs1801131 

10 × PCR pufer 1,5 µl 1,5 µl 

25 mM MgCl 1,5 µl 1,8 µl 

10 mM dNTP 0,3 µl 0,15 µl 

Uzvodna početnica 1,2 µl 0,6 µl 

Nizvodna početnca 1,2 µl 0,6 µl 

bidestilirana voda 8,65 µl 9,7 µl 

Taq polimeraza 0,15 µl 0,15 µl 

DNK 0,5 µl 0,5 µl 

Ukupni volumen  

reakcijske smjese 

15 µl 15 µl 

PCR  lančana reakcija polimerazom, MTHFR  metilentetrahidrofolat reduktaza,  MgCl  Magnezijev 

klorid, dNTP  Deoksinukleotid, DNK  deoksiribonukleinska kiselina 
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Tablica 4. Uvjeti PCR reakcija za analizu MTHFR polimorfizama 

Broj 

ponavljanja 

Korak  
MTHFR C677T 

Temperatura / Trajanje 

MTHFR A1298C 

Temperatura / Trajanje 

1 Početna denaturacija 94 °C / 2 min 92 °C / 2 min 

40 

Denaturacija 94 °C  / 30 s 92 °C  / 60 s 

Sparivanje početnica 62 °C / 30 s 60 °C / 60 s 

Produljivanje lanaca 72 °C / 30 s 72 °C / 30 s 

1 Završno produljivanje lanaca 72 °C / 7 min 72 °C / 7 min 

MTHFR  metilentetrahidrofolat reduktaza, PCR lančana reakcija polimerazom 

 

Tablica 5. Sadržaj reakcijskih smjesa za restrikciju polimorfizama gena MTHFR 

 
MTHFR C677T MTHFR A1298C 

Restrikcijski enzim 0,2 µl  0,2 µl 

CutSMart pufer  2,0 µl   2,0 µl   

bidestilirana voda 7,8 µl     7,8 µl 

PCR produkt 10,0 µl 10,0 µl 

Ukupno  20,0 µl      20,0 µl 

MTHFR  metilentetrahidrofolat reduktaza, PCR  lančana reakcija polimerazom 

 

 

Tablica 6. Vrste restrikcijskih enzima, uvjeti restrikcije i veličine restrikcijskih fragmenata 

korištenih za analizu MTHFR polimorfizama 

 
MTHFR C677T MTHFR A1298C 

Restrikcijski enzim HinfI MboII 

Uvjeti restrikcije 37 °C  / 45 min 37 °C  / preko noći 

Restrikcijski fragmenti (bp) C alel: 198 

T alel: 175 i 23 

A alel: 56, 31/30, 28, 18 

C alel: 84, 31/30, 18 

       

  MTHFR  metilentetrahidrofolat reduktaza, bp parovi baza (eng. base pairs) 
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3.4.  Statistička obrada podataka 

Statistička analiza provedena je korištenjem R softvera (verzija 4.1.1), uz dodatne pakete iz skupa 

tidyverse te patchwork paket za kompoziciju grafova. Dodatne analize podataka izrađene su u raču-

nalnom programu Statistica za Windows, verzija 13.3 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, SAD). 

Na temelju prethodno objavljenih podataka o frekvencijama ispitivanih genotipova i alela [88,89] te 

izračuna statističke snage studije od 80%, računalnim programom ClinCalc LLC određena je potre-

bna veličina uzorka.  

Demografske i kliničke karakteristike ispitanica prikazane su deskriptivnom statistikom. Za katego-

ričke varijable navedene su apsolutne i relativne frekvencije, dok su za numeričke varijable prika-

zane odgovarajuće mjere središnje tendencije i raspršenja. 

Usporedbe između ispitivanih skupina provedene su analizom varijance (ANOVA), pri čemu je 

vrijednost p < 0,05 smatrana granicom statističke značajnosti nakon provedene post hoc prilagodbe. 

Normalnost distribucije i homogenost varijanci procijenjene su pomoću Shapiro–Wilkovog testa, 

Leveneovog testa i Q–Q grafova reziduala. 

Razlike u kategoričkim varijablama (učestalost genotipova i alela odabranih polimorfizama MTHFR 

gena) između podskupina bolesnica s AIT analizirane su pomoću chi-kvadrat testa (χ²). 

Utjecaj OR i polimorfizama MTHFR gena na odgovor jajnika tijekom KOH u ispitanica s AIT ispi-

tan je linearnom regresijskom analizom s kategoričkim prediktorom (genotipom). Statistička zna-

čajnost određena je na razini 5% (p < 0,05). Prikazani koeficijenti predstavljaju razlike u zavisnim 

varijablama između analiziranih skupina i referentne skupine za svaki genotip. 

S obzirom na to da su provedene dvije odvojene analize (za AIT-1 i AIT-2), dobiveni rezultati us-

poređeni su prema veličini koeficijenata i njihovim 95%-tnim intervalima pouzdanosti. Nakon re-

gresijske analize, kojom su uspoređeni svi genotipovi (CC, CT i TT za polimorfizam C677T, te AA, 

AC i CC za polimorfizam A1298C) i pojedini ishodi MPO postupka, radi dodatne provjere i inter-

pretacije rezultata najčešćih genskih varijacija provedena je i dodatna analiza nezavisnim t-testom 

(Welchov t-test), pri čemu je za procjenu veličine učinka korišten Cohenov d. 
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4. REZULTATI  

4.1 Rezultati retrospektivnog istraživanja 

4.1.1. Životna dob ispitanica  

U svim ispitivanim skupinama više od 50% uključenih ispitanica bilo je liječeno u starijoj repro-

dukcijskoj dobi od 36 do 38 godina. Ispitanice iz te dobne skupine nešto su zastupljenije (62%) u 

AIT-2 skupini koju osim AIT obilježava i značajno smanjena OR ( Slika 3). 

 

 

Slika 3. Udio ispitanica prema životnoj dobi  

AIT-0 kontrolna skupina, AIT-1 AIT pozitivne ispitanice s održanom ovarijskom rezervom, AIT-2 

AIT pozitivne ispitanice sa smanjenom ovarijskom rezervom 

 

 

Prosječna životna dob ispitanica iz skupina s AIT nije se značajno razlikovala od prosječne dobi 

ispitanica iz kontrolne skupine. Životna dob ispitanica iz podskupine AIT-1 i iz podskupine AIT-2 

također se nije značajno razlikovala, iako je srednja vrijednost dobi ispitanica u podskupini AIT-2 

bila veća u odnosu na skupinu AIT-1 (34.9 vs. 35.9,  p = 0.053) ( Tablica 7, Slika 4).  
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Slika 4. Prosječna dob ispitanica prema skupinama uz intervale pouzdanosti (alpha = 95%)  

AIT-0 kontrolna skupina, AIT-1 AIT pozitivne ispitanice s održanom ovarijskom rezervom, AIT-2 

AIT pozitivne ispitanice sa smanjenom ovarijskom rezervom 

 

 

 

 

 

4.1.2. Usporedbe vrijednosti tireotropina i spolnih hormona prema podskupinama 

 

Srednja serumska koncentracija TSH bila je u svim podskupinama u granicama normalnog raspona 

vrijednosti, ali značajno veća samo u podskupini AIT-1 u odnosu na kontrolnu skupinu AIT-0 (2.2 

± 1,2 vs. 1.9 ± 0.7 p = 0.011) (Slika 5, Tablica 7). 
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Slika 5. Prosječna koncentracija TSH uz intervale pouzdanosti (alpha = 95%) 

TSH tiroidni stimulirajući hormon-tireotropin, AIT-0 kontrolna skupina, AIT-1 AIT pozitivne ispi-

tanice s održanom ovarijskom rezervom, AIT-2 AIT pozitivne ispitanice sa smanjenom ovarijskom 

rezervom 

 

 

Na osnovi koncentracija spolnih hormona podskupina AIT-2 se značajno razlikovala u odnosu pre-

ma kontrolnoj skupini AIT-0 i AIT-1 podskupini, što smo očekivali na osnovi procijenjene slabije 

funkcije jajnika u AIT-2 podskupini. U AIT-2 podskupini zabilježena je značajno veća srednja vri-

jednost koncentracije FSH (10,2 ± 4,6 IU/L) i značajno snižena srednja vrijednost koncentracije 

AMH (0,65 ± 0,33 ng/mL) što je bilo očekivano i u skladu sa smanjenom OR (Tablica 7, Slika 6, 

Slika 7). Nisu utvrđene razlike u prosječnoj koncentraciji E2 i LH među studijskim podskupinama  

(Tablica 7, Slika 8).   
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Tablica 7. Osnovne karakteristike ispitanica, vrijednosti TSH, spolnih hormona i antitijela štitnjače  

 

 AIT-0 

SV ± SD 

(N = 150) 

 

AIT-1 

SV ± SD 

(N = 120) 

 

AIT-2 

SV ± SD 

(N = 71) 

 

AIT-1 

vs 

AIT-0 

p 

 

AIT-2 

vs 

AIT-0 

p 

 

AIT-2 

vs 

AIT-1 

p 

 

Dob (god.) 34.9 ± 3.2 34.8 ± 3.0 35.9 ± 2.2 0.977 0.065 0.053 

TSH 

(mIU/L) 

1.9 ± 0.7 2.2 ± 1,2 2,1 ± 1,1 0.011* 0.295 0.613 

FSH (IU/L) 7.0 ± 1.4 7.0 ± 2.0 10.1 ± 4.7 0.995 <0.001* <0.001* 

LH (IU/L) 6.5 ± 2.0 6.5 ± 2.9 6.4 ± 2.7 0.998 0.881 0.913 

E2 (pmol/L) 176.1 ± 69.7 172.0 ± 94.7 195.6 ± 184.8 0.951 0.449 0.338 

AMH 

(ng/mL) 

3.0 ± 1.3 3.4 ± 1.7 0.6 ± 0.3 0.112 <0.001* <0.001* 

Anti-TPO 

(IU/mL) 

23.7 ± 10.7 584.8 ± 781.3 414.0 ± 521.4 - - 0.107 

Anti-Tg 

(IU/mL) 

1.3 ± 0.2 144.6 ± 224.2 167.8 ± 219.9 - - 0.673 

 

N broj, AIT-0 kontrolna skupina AIT-1 AIT pozitivne ispitanice s održanom ovarijskom rezervom, 

AIT-2 AIT pozitivne ispitanice sa smanjenom ovarijskom rezervom, TSH tiroidni stimulirajući 

hormon, FSH folikul stimulirajući hormon, LH luteinizirajući hormon, AMH Anti-Müllerov hor-

mon, Anti-TPO antitijela na tireoidnu peroksidazu, Anti-Tg antitijela na tireoglobulin, * statistički 

značajna razlika, p <0.05 nivo statističke značajnosti, SV srednja vrijednost, SD standardna devija-

cija 
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Slika 6. Prosječna koncentracija FSH uz intervale pouzdanosti (alpha = 95%) 

FSH folikul stimulirajući hormon, AIT-0 kontrolna skupina, AIT-1 AIT pozitivne ispitanice s odr-

žanom ovarijskom rezervom, AIT-2 AIT pozitivne ispitanice sa smanjenom ovarijskom rezervom 

 

 

 

  

 

Slika 7. Prosječna koncentracija AMH uz intervale pouzdanosti (alpha = 95%) 

AMH Anti-Müllerov hormon, AIT-0 kontrolna skupina, AIT-1 AIT pozitivne ispitanice s održanom 

ovarijskom rezervom, AIT-2 AIT pozitivne ispitanice sa smanjenom ovarijskom rezervom 

 



 

 

32 

 

 

  

 

Slika 8. Prosječna koncentracija E2 uz intervale pouzdanosti (alpha = 95%) 

E2 estradiol, AIT-0 kontrolna skupina, AIT-1 AIT pozitivne ispitanice s održanom ovarijskom re-

zervom, AIT-2 AIT pozitivne ispitanice sa smanjenom ovarijskom rezervom 

 

 

Sve ispitanice u kontrolnoj skupini imale su koncentraciju Anti-TPO unutar graničnih vrijednosti 

(Slika 9). U podskupini AIT-1 u 10% slučajeva, a u podskupini AIT-2 u 23% slučajeva nalaz protu-

tijela je bio unutar normalnih graničnih vrijednosti. Međutim, budući da su kod svake ispitanice 

testirana dva protutijela, koncentracija barem jednog protutijela je bila povišena i radi toga se u AIT 

podskupinama pojavljuje mali udio ispitanica s negativnim nalazom jednog od protutijela. Razlike u 

proporcijama ispitanica pozitivih na ATAt testirane su Hi-kvadrat testom. Najveći udio ispitanica 

pozitivnih na Anti-TPO bio je zabilježen u podskupini AIT-1 (90%) i značajno je veći u odnosu na 

AIT-2 podskupinu p = 0.027 (Slika 9). Prosječne koncentracije Anti-TPO i Anti-Tg protutijela nisu 

se značajno razlikovale između AIT-1 i AIT-2 podskupina (Tablica 7, Slika 10). 
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Slika 9.  Udio pozitivnih Anti-TPO po podskupinama ispitanica. 

AIT-0 kontrolna skupina AIT-1 AIT pozitivne ispitanice s održanom ovarijskom rezervom, AIT-2 

AIT pozitivne ispitanice sa smanjenom ovarijskom rezervom, Anti-TPO antitijela na tireoidnu 

peroksidazu  

 

 

 

Slika 10. Prosječna koncentracija Anti-TPO uz intervale pouzdanosti (alpha = 95%) 

AIT-0 kontrolna skupina AIT-1 AIT pozitivne ispitanice s održanom ovarijskom rezervom, AIT-2 

AIT pozitivne ispitanice sa smanjenom ovarijskom rezervom, Anti-TPO antitijela na tireoidnu 

peroksidazu  

 



 

 

34 

 

Sve ispitanice iz kontrolne skupine imaju Anti-Tg vrijednost unutar graničnih vrijednosti (Slika 11). 

U podskupini AIT-1 u 8% slučajeva, a u skupini AIT-2 u 7% slučajeva nalaz je unutar graničnih 

vrijednosti. Razlike u proporcijama testirane su Hi-kvadrat testom te nije dokazana značajna razlika 

među podskupinama AIT-1 i AIT-2 (Slika 12). 

 

 

 

 

Slika 11. Udio pozitivnih Anti-Tg po podskupinama.                                                                          

AIT-0 kontrolna skupina AIT-1 AIT pozitivne ispitanice s održanom ovarijskom rezervom, AIT-2 

AIT pozitivne ispitanice sa smanjenom ovarijskom rezervom, Anti-Tg antitijela na tireoglobulin  
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Slika 12. Prosječna koncentracija Anti-Tg uz intervale pouzdanosti (alpha = 95%)  

AIT-0 kontrolna skupina AIT-1 AIT pozitivne ispitanice s održanom ovarijskom rezervom, AIT-2 

AIT pozitivne ispitanice sa smanjenom ovarijskom rezervom, Anti-Tg antitijela na tireoglobulin  

 

 

4.1.3.  Rezultati ovarijske stimulacije 

 

U Tablici 8. su prikazane srednje vrijednosti doze primjenjenog FSH u protokolima za stimulaciju 

jajnika. Prosječna primjenjena doza FSH bila je značajno veća u ispitanica AIT-2 podskupine u od-

nosu na ispitanice kontrolne skupine (177.7 ± 36.5 IU vs. 158.6 ± 27.3 IU, p < 0.001) i AIT-1 pods-

kupine (177.7 ± 36.5 IU vs. 165.8 ± 34.7 IU, p = 0.034) dok ostale prikazane razlike nisu bile zna-

čajne (Tablica 8, Slika 13). 
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Tablica 8. Doza gonadotropina za stimulaciju jajnika i vrsta oplodnje 

 AIT-0 

(N = 150) 

AIT-1 

(N = 120) 

AIT-2 

(N = 71) 

AIT-0  

vs 

AIT-1 

 

p 

 

AIT-0 

vs 

AIT-2 

 

p 

 

AIT-1 

vs 

AIT-2 

 

p 

Doza  

gonadotropina  

(IU) 

SV±SD 

 

158.6 ± 27.3 

 

165.8 ± 34.7 

 

177.7 ± 36.5 

 

0.153 

 

<0.001* 

 

  0.034* 

ICSI oplodnja  

N (%) 

 

  86 (58) 

    

   59 (51) 

    

   42 (64) 

 

 0.383 

 

  0.372 

 

   0.372 

IVF oplodnja 

N (%) 

   

45 (30) 

    

   44 (38) 

   

   21 (32) 

  

  0.384 

 

  0.248 

 

   0.205 

IVF+ICSI 

oplodnja 

N (%) 

 

  18 (12) 

 

   12 (10) 

   

    3 (5) 

 

  0.388 

 

  0.340 

 

   0.274 

 

N broj, IU internacionalne jedinice, SV srednja vrijednost, SD standardna devijacija AIT-0 kontrol-

na skupina AIT-1 AIT pozitivne ispitanice s održanom ovarijskom rezervom, AIT-2 AIT pozitivne 

ispitanice sa smanjenom ovarijskom rezervom, IVF in vitro fertilizacija, ICSI intracitoplazmatska 

injekcija spermija,  * statistički značajna razlika, p <0.05 nivo statističke značajnosti 
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Slika 13. Prosječna doza primjenjenog FSH (IU) za stimulaciju jajnika uz intervale pouzdanosti 

(alpha = 95%)  

AIT-0 kontrolna skupina AIT-1 AIT pozitivne ispitanice s održanom ovarijskom rezervom, AIT-2 

AIT pozitivne ispitanice sa smanjenom ovarijskom rezervom 

 

 

Slika 14. prikazuje udjele ispitanica ovisno o odabranom načinu oplodnje jajnih stanica u podskupi-

nama. Nije utvrđena statistički značajna razlika u načinu oplodnje između ispitivanih podskupina. U 

svim podskupinama su najčešće oocite bile oplođene ICSI postupkom, a najveći udio ovog oblika 

oplodnje zabilježen je u AIT-2 podskupini (64%). Klasična in vitro fertilizacija primjenjena je u 

oko trećine ispitanica u svim podskupinama, a najveći udio je zabilježen u podskupini AIT-1 (38%)  

(Tablica 8, Slika 14). 
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Slika 14.  Način oplodnje jajnih stanica u podskupinama. 

IVF in vitro fertilizacija, ICSI intracitoplazmatska injekcija spermija, AIT-0 kontrolna skupina AIT-

1 AIT pozitivne ispitanice s održanom ovarijskom rezervom, AIT-2 AIT pozitivne ispitanice sa 

smanjenom ovarijskom rezervom 

 

 

 

 

 

4.1.4.  Kvantitativni i kvalitativni pokazatelji ovarijske stimulacije (oocite i zametci) 

 

 

Prosječni broj ukupno aspiriranih oocita nakon ovarijske stimulacije bio je značajno manji u pods-

kupini AIT-2 (SV = 3,7 ± 2,5, p < 0.001) u odnosu na ostale studijske grupe te ujedno očekivan 

zbog smanjene OR. U podskupini AIT-1 srednja vrijednost broja aspiriranih stanica također je bila 

manja u odnosu na kontrolnu skupinu (p = 0.015) (Tablica 9, Slika 15).  
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Tablica 9. Ishodi ovarijske stimulacije  

 

 AIT-0 

SV ± SD 

(N = 150) 

 

AIT-1 

SV ± SD  

(N = 120) 

AIT-2 

SV ± SD 

(N = 71) 

AIT-1 

 vs  

AIT-0 

p 

AIT-2  

vs  

AIT-0 

p 

AIT-1  

vs  

AIT-2 

p 

Broj  

oocita 

(N) 

 

10,4 ± 4,7 

 

8,8 ± 6.09 

 

3,7 ± 2,5 

 

0.015* 

 

<0.001* 

 

<0.001* 

Udio MII 

oocita       

(%)  

 

84.0 ± 14.2 

 

73.8 ± 25.1 

 

74.8 ± 27.8 

 

<0.001* 

 

0.009* 

 

0.943 

Udio MI 

oocita       

(%) 

 

2.8 ± 6.0 

 

9.5 ± 1.5 

 

4.1 ± 1.4 

 

0.023* 

 

1.000 

 

0.442 

Udio GV 

oocita       

(%)  

 

7.2 ± 9.2 

 

7.5 ± 1.3 

 

8.0 ± 1.6 

 

1.000 

 

1.000 

 

1.000 

Udio  

atretičnih 

oocita       

 (%) 

 

4.9 ± 7.3 

 

8.5 ± 1.6 

 

12.7 ± 2.2 

 

0.768 

 

0.024* 

 

0.813 

 

N broj, AIT-0 kontrolna skupina AIT-1 AIT pozitivne ispitanice s održanom ovarijskom rezervom, 

AIT-2 AIT pozitivne ispitanice sa smanjenom ovarijskom rezervom, * statistički značajna razlika  

p <0.05 nivo statističke značajnosti, SV srednja vrijednost, SD standardna devijacija, MII oocite u 

metafazi II, MI oocite u metafazi I, GV germinativni vezikul 
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Slika 15. Prosječni broj ukupno aspiriranih oocita uz intervale pouzdanosti (alpha = 95%) 

AIT-0 kontrolna skupina, AIT-1 AIT pozitivne ispitanice s održanom ovarijskom rezervom, AIT-2 

AIT pozitivne ispitanice sa smanjenom ovarijskom rezervom 

 

U svim studijskim podskupinama najzastupljeniji tip stanica nakon KOH su bile zrele oocite – MII, 

međutim njihov udio je bio značajno manji u podskupinama ispitanica s AIT u odnosu na kontrolnu 

skupinu AIT-0 (73.8% vs. 84%, p < 0.001; p = 0.009) (Tablica 9). Nije utvrđena značajna razlika 

između prosječnog udjela MII oocita u podskupinama ispitanica s AIT (Tablica 9, Slika 16). 
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Slika 16. Prosječni udio MII oocita uz interval pouzdanosti (alpha = 95%)                                   

AIT-0 kontrolna skupina AIT-1 AIT pozitivne ispitanice s održanom ovarijskom rezervom, AIT-2 

AIT pozitivne ispitanice sa smanjenom ovarijskom rezervom, MII oocite u metafazi II 

Udio stanica koje nisu bile pogodne i nisu korištene za liječenje i oplodnju kretao se u rasponu od 3-

12%. Oocite MI (zastale u metafazi I prve mejotičke diobe, nezrele) najvećim udjelom su bile zas-

tupljene u podskupini AIT-1, što se značajno razlikovalo u odnosu na udio nezrelih MI oocita u kon-

trolnoj skupini (9.5% vs 2.8%; p = 0.023). Atretičnih oocita bilo je značajno više u podskupini AIT-

2 u usporedbi s kontrolnom skupinom (12.7% vs. 4.9%, p = 0.024). Ostale testirane razlike nisu bile 

statistički značajne (Tablica 9, Slike 17, 18 i 19). 
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Slika 17. Prosječni udio MI oocita uz interval pouzdanosti (alpha = 95%) 

AIT-0 kontrolna skupina, AIT-1 AIT pozitivne ispitanice s održanom ovarijskom rezervom, AIT-2 

AIT pozitivne ispitanice sa smanjenom ovarijskom rezervom, MI oocite u metafazi I 

  

 

 

 

 

Slika 18. Prosječni udio atretičnih oocita uz interval pouzdanosti (alpha = 95%) 

AIT-0 kontrolna skupina, AIT-1 AIT pozitivne ispitanice s održanom ovarijskom rezervom, AIT-2 

AIT pozitivne ispitanice sa smanjenom ovarijskom rezervom 



 

 

43 

 

 

 

 

 

Slika 19. Prosjek udjela pojedinih vrsta oocita u podskupinama uz interval pouzdanosti (alpha = 

95%).  

AIT-0 kontrolna skupina, AIT-1 AIT pozitivne ispitanice s održanom ovarijskom rezervom, AIT-2 

AIT pozitivne ispitanice sa smanjenom ovarijskom rezervom, MII oocite u metafazi II, MI oocite u 

metafazi I, GV germinativni vezikul 

 

Razvoj zametaka u kulturi bio je značajno slabiji u obje podskupine ispitanica s AIT u usporedbi s 

kontrolnom skupinom ispitanica (Tablica 10). Podskupina AIT-1 (očuvana OR) se značajno razli-

kovala od kontrolne skupine po svim analiziranim kategorijama oplodnje i kulture zametaka. Utvr-

dili smo značajno slabiju fertilizaciju MII oocita (70.3 ± 29.3 vs. 80.8 ± 15.0, p < 0.001) (Slika 20), 

te značajno manji udio razvijenih zametaka u kulturi 3. i 5. dan po fertilizaciji (Tablica 10, Slike 21, 

22 i 23). Podskupina AIT-2 (smanjena OR), se također značajno razlikovala od kontrolne skupine 

po značajno manjem broju oplođenih MII oocita (2.2 ± 1.8 vs. 6.5 ± 2.3, p < 0.001), te značajno 

manjem udjelu razvijenih zametaka u kulturi 3. i  5. dan po fertilizaciji (Tablica 10, Slike 20, 21, 22 

i 23). Zanimljivo je da se oplodnja u AIT-2 podskupini nije razlikovala u odnosu na kontrolnu sku-

pinu. Usporedba razvoja zametaka između podskupina ispitanica s AIT ukazuje na podjednak raz-

voj zametaka do 3. dana kulture, ali značajno manji razvoj zametaka do stadija blastociste u pods-

kupini AIT-2. Potvrdili smo značajno niži srednji broj dobivenih oocita (3,7 ± 2,5 vs. 8,8 ± 6,0,  p < 
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0,001) i značajno manje oplođenih oocita ( 2,2 ± 1,8 vs. 4,5 ± 2,8, p < 0,001) u podskupini AIT-2,  

što odražava razlike u OR među podskupinama s AIT. Štoviše, srednji postotak razvijenih blastocis-

ta (na broj MII oocita) i udio blastocista (na broj nastalih zigota) bili su značajno niži u AIT-2 pods-

kupini (18,0 ± 30,1 vs. 26,8 ± 25,8, p = 0,038 odnosno 21,3 ± 34,7 vs. 35,7 ± 32,5, p < 0,002) (Slika 

22). Ostali analizirani parametri nisu se značajno razlikovali između ove dvije podskupine (Tablica 

10). 

 

 

Slika 20. Prosječni broj oplođenih MII oocita uz intervale pouzdanosti (alpha = 95%) 

AIT-0 kontrolna skupina, AIT-1 AIT pozitivne ispitanice s održanom ovarijskom rezervom, AIT-2 

AIT pozitivne ispitanice sa smanjenom ovarijskom rezervom 
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Tablica 10: Ishodi oplodnje MII oocita i kulture zametka 

 AIT-0 

SV ± SD  

(N = 150) 

 

AIT-1 

SV ± SD   

(N = 120) 

AIT-2 

SV ± SD 

(N = 71) 

AIT-1  

vs  

AIT-0 

p 

AIT-2  

vs  

AIT-0 

p 

AIT-1  

vs  

AIT-2 

p 

Oplođene  

oocite (N) 

 

6.5 ± 2.3 

 

4.5 ± 2.8 

 

2.2 ± 1.8 

 

<0.001* 

 

<0.001* 

 

<0.001* 

Udio 

oplođenih oocita 

(%) 

 

80.8 ± 15.0 

 

70.3 ± 29.3 

 

73.9 ± 33.1 

 

0.002* 

 

0.139 

 

0.608 

Udio 

zametaka u  

razvoju (3.dan) na 

broj MII 

oocita (%) 

 

 

74.4 ± 15.6 

 

 

63.6 ± 30.2 

 

 

65.0 ± 35.6 

 

 

0.002* 

 

 

0.037* 

 

 

0.933 

Udio blastocista 

na broj MII oocita 

(%) 

 

47.1 ± 18.4 

 

26.8 ± 25.8 

 

18.0 ± 30.1 

 

<0.001* 

 

<0.001* 

 

0.038* 

Udio zametaka u 

razvoju na broj 

zigota (%) 

 

92.6 ± 11.9 

 

84.3 ± 30.3 

 

79.1 ± 34.9 

 

0.020* 

 

<0.001* 

 

0.362 

Udio blastocisti 

na broj zigota  

(%) 

 

58.2 ± 19.9 

 

35.7 ± 32.5 

 

21.3 ± 34.7 

 

<0.001* 

 

<0.001* 

 

0.002* 

 

N broj, AIT-0 kontrolna skupina, AIT-1 AIT pozitivne ispitanice s održanom ovarijskom rezervom, 

AIT-2 AIT pozitivne ispitanice sa smanjenom ovarijskom rezervom, * statistički značajna razlika p 

<0.05, SV srednja vrijednost, SD standardna devijacija 
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Slika 21. Prosječni udio zametaka u razvoju 3.dan uz interval pouzdanosti (alpha = 95%). 

AIT-0 kontrolna skupina, AIT-1 AIT pozitivne ispitanice s održanom ovarijskom rezervom, AIT-2 

AIT pozitivne ispitanice sa smanjenom ovarijskom rezervom 

 

 

Slika 22. Prosječni udio razvijenih blastocisti uz interval pouzdanosti (alpha = 95%). 

AIT-0 kontrolna skupina, AIT-1 AIT pozitivne ispitanice s održanom ovarijskom rezervom, AIT-2 

AIT pozitivne ispitanice sa smanjenom ovarijskom rezervom 
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Slika 23. Prosječni udio oplođenih oocita i razvijenih zametaka prema podskupinama uz interval 

pouzdanosti (alpha = 95%).  

AIT-0 kontrolna skupina, AIT-1 AIT pozitivne ispitanice s održanom ovarijskom rezervom, AIT-2 

AIT pozitivne ispitanice sa smanjenom ovarijskom rezervom.  
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4.2. Genetička analiza čimbenika koagulacije u ispitanica s autoimunim tireoditisom 

4.2.1. Analiza frekvencije genotipova i alela  MTHFR C677T i A1298C u podskupinama 

ispitanica  

 Ukupno je analizirano 143 uzoraka krvi ispitanica s AIT: u podskupini AIT-1  (N = 91), a u 

podskupini AIT-2 (N= 54), Razlike u frekvencijama genotipova i alela MTHFR C677T i A1298C, 

kao i složenog heterozigota CT/AC, između podskupina AIT-1 i AIT-2 analizirane su χ² testom 

(Tablica 11, 12 i 13). Statistički značajna razlika utvrđena je u distribuciji genotipova MTHFR 

C677T polimorfizma između AIT1 i AIT2 podskupina (p = 0,00065; Tablica 11). U AIT-2 podsku-

pini značajno su češće bili prisutne heterozigotne i homozigotne polimorfne varijante (44,4% i 

22,2%) u odnosu na AIT1 podskupinu (27,5% i 7,7%) (Tablica 11). Analiza alelne distribucije ta-

kođer je pokazala značajne razlike (p = 0,00006) (Tablica 11). T alel bio je znatno češći u AIT2 

podskupini (44,4%) u odnosu na AIT1 (21,4%). Učestalost genotipova A1298C nije bila statistički 

značajno različita između podskupina s AIT kao niti učestalost C alela  (Tablica 12).   

 

Tablica 11. Distribucija MTHFR C677T genotipova u AIT-1 i AIT-2 podskupini  

 AIT-1 

N (%) 

AIT-2 

N (%) OR (95% CI) p 

Genotip 

CC 59 (64,8%) 18 (33,3%) 3,69 (1,81–7,51) 0,00032* 

CT 25 (27,5%) 24 (44,4%) 0,47 (0,23–0,96) 0,038* 

TT 7 (7,7%) 12 (22,2%) 0,29 (0,11–0,80) 0,016* 

Ukupno (χ² test) χ² = 14,68  0,00065* 

Alel 

C 143 (78,6%) 60 (55,6%) 2,93 (1,75-4,93) <0,0001* 

T 39 (21,4%) 48 (44,4%) 0,34 (0,20-0,57) <0,0001* 

Ukupno (χ² test) χ² = 16,02 0,00006* 

 

MTHFR metilentetrahidrofolat reduktaza, N broj, AIT-1 AIT pozitivne ispitanice s održanom ova-

rijskom rezervom, AIT-2  AIT pozitivne ispitanice sa smanjenom ovarijskom rezervom, * statistički 

značajna razlika,  p  razina statističke značajnosti <0.05 
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Tablica 12. Distribucija MTHFR A1298C genotipova u AIT-1 i AIT-2 podskupini  

 AIT-1 

N (%) 

AIT-2 

N (%) OR (95% CI) p 

Genotip 

AA 53 (58,2%) 29 (53,7%) 1,20 (0,61-2,37) 0,594 

AC 32 (35,2%) 21 (38,9%) 0,85 (0,43-1,71) 0,653 

CC 6 (6,6%) 4 (7,4%) 0,88 (0,24-3,28) 0,852 

Ukupno (χ² test) χ² = 0,28 0,867 

Alel 

A 138 (78,6%) 79 (73,1%) 1,15 (0,67-1,98) 0,612 

C 44 (21,4%) 29 (26,9%) 0,87 (0,50-1,50) 0,612 

Ukupno (χ² test) χ² = 0,14 0,713 

 

MTHFR  metilentetrahidrofolat reduktaza, N broj, AIT-1 AIT pozitivne ispitanice s održanom ova-

rijskom rezervom, AIT-2  AIT pozitivne ispitanice sa smanjenom ovarijskom rezervom, p  razina 

statističke značajnosti <0.05 

 

Dodatno smo ispitali razliku u učestalost složenog heterozigotnog genotipa MTHFR C677T 

CT/MTHFR A1298C AC između dvije ispitivane skupine. Rezultati su pokazali da je taj genotipski 

obrazac značajno češći u podskupini AIT-2 (22,2% vs. 8,8%, p = 0,044; Tablica 13). 

Tablica 13.  Distribucija složenog heterozigotnog genotipa MTHFR C677T CT / A1298C AC u AIT-

1 i AIT-2 podskupini  

 AIT-1 

N (%) 

AIT-2 

N(%)  

χ² p 

C677T CT/ 

A1298C AC 

8 (8,8%) 12 (22,2%) 
4,07 0,044* 

 

MTHFR  metilentetrahidrofolat reduktaza, N broj, AIT-1 AIT pozitivne ispitanice s održanom ova-

rijskom rezervom, AIT-2  AIT pozitivne ispitanice sa smanjenom ovarijskom rezervom, * statistički 

značajna razlika, p razina statističke značajnosti <0.05 
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4.2.2. Analiza utjecaja genotipova MTHFR polimorfizama C677T i A1298C na ishode ovarij-

ske stimulacije 

 

Regresijskom analizom analizirana je povezanost različitih genotipova MTHFR (C677T i A1298C) 

na ishode postupka MPO u žena s autoimunim tireoiditisom, u svakoj podskupini (AIT-1 i AIT-2) 

zasebno. Analizirani su parametri uključujući udio MII oocita, udio oplođenih jajnih stanica, ukupni 

broj oocita te udio zametaka trećeg i petog dana (Tablice 14, 15, 16 i 17). Ovom analizom uspore-

đeni su genotipovi CC, CT i TT za polimorfizam C677T i AA, AC i CC za polimorfizam A1298C 

za svaki pojedini ishod MPO postupka. Radi dodatne interpretacije rezultata i preciznijeg uvida u 

moguće biološke učinke najčešćih genetskih varijacija, provedena je i analiza složenih kombinacija 

genotipova. Genotipovi oba polimorfizma kombinirani su na način da se usporede razlike između 

ispitanica sa: 

 

1.  Referentnim genotipovima oba polimorfizma, bez ijedne polimorfne varijante (homozigotni 

genotip divljeg tipa oba polimorfizma):  

• C677T CC genotip / A1298C AA genotip  

2. Po jednom polimorfnom varijantom u jednom od ispitivanih polimorfizama (homozigotni 

genotip divljeg tipa jednog polimorfizma u kombinaciji s heterozigotnim genotipom drugog 

polimorfizma):  

• C677T CC genotip / A1298C AC genotip  

• C677T CT genotip / A1298C AA genotip 

3. Ukupno dvije polimorfne varijante, bilo s dva u jednom ispitivanom polimorfizmu ili s jed-

nim u oba ispitivana polimorfizma (homozigotni genotip divljeg tipa jednog polimorfizma u 

kombinaciji s varijantnim homozigotnim genotipom drugog polimorfizma ili heterozigotni 

genotipovi oba polimorfizma – složeni heterozigot):  

• C677T CC genotip / A1298C CC genotip  

• C677T CT genotip / A1298C AC genotip 

• C677T TT genotip / A1298C AA genotip 
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U podskupini ispitanica s održanom ovarijskom rezervom (AIT-1) za C677T polimorfizam 

MTHFR, razlike (za CT i TT genotipe) u ishodima medicinski pomognute oplodnje (udio MII ooci-

ta,  udio oplođenih jajnih stanica, ukupni broj oocita, udio zametaka petog dana po oplodnji) nisu 

bile statistički značajne (Tablice 14 i 15). Zabilježena je jedino značajna razlika u udjelu razvijenih 

zametaka trećeg dana po oplodnji između ispitanica s CT genotipom u odnosu na referentni CC 

genotip (b = 14,82; 95% CI: 1,09 do 28,55; p = 0,035; Tablica 15.). Za A1298C polimorfizam 

MTHFR u slučaju genotipa CC zabilježen je povećani udio MII oocita u odnosu na referentni AA 

genotip (b = 19,01; 95% CI: 3,81 do 34,21; p = 0,015; Tablica 14). Razlike među ostalim analizira-

nim ishodima (udio oplođenih oocita, ukupni broj oocita, udio zametaka 3. i 5. dan)  nisu bile zna-

čajne. Također, niti jedna od složenih kombinacija genotipova (C677T CC / A1298C AC & C677T 

CT / A1298C AA i C677T CC / A1298C CC & C677T CT / A1298C AC & C677T TT / A1298C 

AA) nije bila povezana sa značajnim razlikama promatranih MPO ishoda. (Tablice 14 i 15).  

Tablica 14. Genotipovi MTHFR polimorfizama i kvantitativni ishodi ovarijske stimulacije i 

oplodnje oocita analizirani linearnim regresijskim modelom u podskupini AIT-1 

MTHFR polimorfizam 

i  

genotipovi 

Udio MII oocita Udio oplođenih oocita  Ukupni broj oocita 

  b (95%CI) p  b (95%CI) p b (95%CI) p 
C677T  

CC            Ref.             Ref.              Ref. 

CT 
-6.11 

(-17.27 do 5.05) 
0,28 

10.59 

(-2.25 do 23.42) 
0,105 

-1.54 

(-3.8 do 0.73) 
0,181 

TT 
-12.06 

(-24.91 do 0.8) 
0,066 

4.03 

(-10.48 do 18.55) 
0,582 

0.48 

(-2.15 do 3.11) 
0,717 

A1298C  

AA           Ref.             Ref.              Ref. 

AC 
2.35 

(-8.63 do 13.34) 
0,671 

-4.3 

(-17.13 do 8.53) 
0,507 

1.13 

(-1.15 do 3.41) 
0,328 

CC 
19.01 

(3.81 do 34.21) 0,015* 
-0.74 

(-18.44 do 16.95) 
0,934 

2.17 

(-0.99 do 5.32) 
0,176 

C677T/A1298C  

kombinacija  
genotipova 

      

CC/AA             Ref.             Ref.               Ref. 

CC/AC & CT/AA 
-3.86 

(-19.32 do 11.59) 
0,621 

-3.77 

(-21.23 do 13.7) 
0,669 

0.63 

(-2.47 do 3.72) 
0,689 

CC/CC & CT/AC & 

TT/AA 
-1.29 

(-16.29 do 13.71) 
0,864 

2.06 

(-14.75 do 18.86) 
0,808 

2 

(-1.01 do 5.02) 
0,191 

 

MTHFR metilentetrahidrofolat reduktaza, b (95% CI) koeficijent razlike srednjih vrijednosti, uz 

95%-tni interval pouzdanosti, * statistički značajna razlika,  p  razina statističke značajnosti <0.05                                                                
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Tablica 15. Genotipovi MTHFR polimorfizama i razvoj zametaka u kulturi analizirani linearnim 

regresijskim modelom u podskupini AIT-1 

MTHFR polimorfizam i 

genotipovi 
Udio zametaka 3. dan Udio zametaka 5. dan 

 b (95%CI) p  b (95%CI) p 
C677T  

CC                   Ref.             Ref. 

CT 
14.82 

(1.09 do 28.55) 0,035* 
6.71 

(-8.08 do 21.49) 
0,37 

TT 
11.56 

(-3.97 do 27.08) 
  0,143 

3.54 

(-13.19 do 20.27) 
0,675 

A1298C  

AA                     Ref.             Ref. 

AC 
-6.89 

(-20.73 do 6.96) 
0,325 

5.77 

(-8.83 do 20.38) 
0,434 

CC 
-6.64 

(-25.74 do 12.47) 
0,492 

4.24 

(-15.91 do 24.38) 
0,677 

C677T/A1298C  

CC/AA                    Ref.              Ref. 

CC/AC & CT/AA 
0.44 

(-18.48 do 19.35) 
0,963 

-0.56 

(-20.32 do 19.2) 
0,955 

CC/CC & CT/AC & TT/AA 
6.58 

(-11.62 do 24.78) 
0,474 

9.05 

(-9.97 do 28.06) 
0,347 

 

MTHFR  metilentetrahidrofolat reduktaza, b (95% CI) koeficijent razlike srednjih vrijednosti, uz 

95%-tni interval pouzdanosti, * statistički značajna razlika, p  razina statističke značajnosti <0.05                                                                

 

 

Niti jedan analizirani genotip MTHFR C677T ili A1298C polimorfizama, nije bio značajno povezan 

s ishodima MPO u podskupini ispitanica sa smanjenom ovarijskom rezervom (AIT-2) (Tablica 16 i 

17). U slučajevima složenih kombinacija genotipova dviju MTHFR polimorfizama u ovoj 

podskupini ispitanica također nisu utvrđene statistički značajne povezanosti s promatranim 

ishodima MPO.  
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Tablica 16. Genotipovi MTHFR polimorfizama i kvantitativni ishodi ovarijske stimulacije i 

oplodnje oocita analizirani linearnim regresijskim modelom u podskupini AIT-2 

 

MTHFR polimorfizam 

i  

genotipovi 
Udio MII Udio oplođenih stanica Ukupni broj stanica 

  b (95%CI) p  b (95%CI) p b (95%CI) p 
C677T  

CC              Ref.                Ref.                 Ref. 

CT 
4.48 

(-7.43 do 16.39) 0,454 -5.69 
(-20.23 do 8.85) 0,435 -0.61 

(-4.24 do 3.02) 0,738 

TT 
6.39 

(-19.15 do 31.94) 0,617 3.67 
(-27.51 do 34.86) 0,814 -6.61 

(-14.4 do 1.18) 0,095 

A1298C  

AA             Ref.               Ref.                 Ref. 

AC 
4.76 

(-7.17 do 16.69) 0,427 1.47 
(-13.45 do 16.38) 0,844 -3.09 

(-6.76 do 0.57) 0,096 

CC 
20.6 

(-9.28 do 50.48) 0,172 4.23 
(-33.11 do 41.57) 0,821 3.06 

(-6.12 do 12.25) 0,506 

C677T/A1298C  

CC/AA              Ref.                Ref.                  Ref. 

CC/AC & CT/AA 
1.29 

(-12.84 do 15.42) 0,855 -2.76 
(-20.73 do 15.21) 0,759 -3.27 

(-7.7 do 1.16) 0,145 

CC/CC & CT/AC & 

TT/AA 
13.29 

(-2.29 do 28.87) 0,093 -1.2 
(-21.02 do 18.62) 0,904 -4.35 

(-9.24 do 0.54) 0,08 

 

MTHFR  metilentetrahidrofolat reduktaza, b (95% CI) koeficijent razlike srednjih vrijednosti, uz 

95%-tni interval pouzdanosti,  p  razina statističke značajnosti <0.05                                                                
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Tablica 17. Genotipovi MTHFR polimorfizama i razvoj zametaka u kulturi analizirani linearnim 

regresijskim modelom u podskupini AIT-2 

 

MTHFR polimorfizam i 

genotipovi 
Udio zametka 3. dan Udio zametka 5. dan 

  b (95%CI) p  b (95%CI) p 
C677T  

CC                      Ref.               Ref. 

CT 
-0.56 

(-18.01 do 16.89) 0,949 1.67 
(-12.71 do 16.05) 0,817 

TT 
15.41 

(-22.01 do 52.83) 0,412 -22.23 

(-53.07 do 8.61) 0,154 

A1298C  

AA                      Ref.               Ref. 

AC 
5.03 

(-12.76 do 22.81) 0,573 -6.6 
(-21.08 do 7.89) 0,365 

CC 
14.42 

(-30.11 do 58.94) 0,518 26.84 
(-9.44 do 63.12) 0,144 

C677T/A1298C  

CC/AA                      Ref.               Ref. 

CC/AC & CT/AA 
5.11 

(-16.25 do 26.47) 0,633 -3.23 
(-21.27 do 14.81) 0,721 

CC/CC & CT/AC & TT/AA 
11.6 

(-11.95 do 35.15) 0,327 -4.71 
(-24.61 do 15.18) 0,636 

 

MTHFR  metilentetrahidrofolat reduktaza, b (95% CI) koeficijent razlike srednjih vrijednosti, uz 

95%-tni interval pouzdanosti, p razina statističke značajnosti <0.05                                                                

Uz regresijske analize provedene za procjenu utjecaja genotipova MTHFR polimorfizama na ishode 

ovarijske stimulacije, u obje su podskupine ispitanica dodatno provedene i nezavisne usporedbe 

skupina referentnih genotipova (CC za C677T polimorfizam te AA za A1298C polimorfizam) sa 

kombinacijom heterozigotnih i homozigotnih genotipova (CT+TT za C677T polimorfizam te 

AC+CC za A1298C polimorfizam) uz izračun Cohenova d kao mjere veličine učinka (Tablice 18, 

19, 20, 21). 
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Tablica 18. Ishodi ovarijske stimulacije, oplodnje i kulture zametaka za C677T polimorfizam anali-

zirani nezavisnim t testom (Welch t test) u podskupini AIT-1 

Ishod  Genotip SV ± SD t p Cohenov d 

Udio MII oocita 
CC 80,132 ± 19,972 

1,759 0,082 0,368 
CT + TT 71,673 ± 25,612 

Udio oplođenih oocita 
CC 74,105 ± 27,323 

-1,39 0,168 -0,3 
CT + TT 82,08 ± 25,75 

Udio zametaka 3. dan 
CC 62,842 ± 29,505 

-2,203 0,031* -0,477 
CT + TT 76,36 ± 27,156 

Udio zametaka 5. dan 
CC 26 ± 30,352 

-0,829 0,41 -0,178 
CT + TT 31,4 ± 30,186 

Ukupni broj oocita 
CC 6,868 ± 4,922 

0,751 0,455 0,16 
CT + TT 6,094 ± 4,749 

 

SV srednja vrijednost, SD standardna devijacija, t  Studentov t-test, * statistički značajna razlika,   

p  razina statističke značajnosti <0.05                                                                           

 

Tablica 19. Ishodi ovarijske stimulacije, oplodnje i kulture zametaka za A1298C polimorfizam ana-

lizirani nezavisnim t testom (Welch t test) u podskupini AIT-1 

Ishod  Genotip SV ± SD t p Cohenov d 

Udio MII oocita 
AA     72,226 ± 26,057 

-1,538 0,128 -0,321 
AC + CC     79,568 ± 19,223 

Udio oplođenih oocita 
AA     80,02 ± 27,101 

0,574 0,567 0,124 
AC + CC     76,73 ± 26,103 

Udio zametaka 3. dan 
AA     73,412 ± 28,856 

1,106 0,272 0,239 
AC + CC     66,541 ± 28,697 

Udio zametaka 5. dan 
AA     26,843 ± 29,051 

-0,798 0,428 -0,174 
AC + CC 32,135 ± 31,871 

Ukupni broj oocita 
AA     5,833 ± 4,813 

-1,411 0,162 -0,301 
AC + CC      7,27 ± 4,741 

 

SV srednja vrijednost, SD standardna devijacija, t  Studentov t-test, * statistički značajna razlika,   

p  razina statističke značajnosti <0.05                                                                           
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Tablica 20. Ishodi ovarijske stimulacije, oplodnje i kulture zametaka za C677T polimorfizam anali-

zirani nezavisnim t testom (Welch t test) u podskupini AIT-2 

Ishod  Genotip SV ± SD t p Cohenov d 

Udio MII oocita 
CC 76,696 ± 24,529 

-0,78 0,44 -0,222 
CT + TT 81,379 ± 16,904 

Udio oplođenih oocita 
CC 73,913 ± 26,178 

0,674 0,504 0,189 
CT + TT      69,138 ± 24,339 

Udio zametaka 3. dan 
CC 62,261 ± 32,386 

-0,118 0,906 -0,033 
CT + TT 63,276 ± 28,477 

Udio zametaka 5. dan 
CC 22,13 ± 27,999 

0,123 0,903 0,035 
CT + TT 21,241 ± 22,892 

Ukupni broj oocita 
CC 8,609 ± 7,674 

0,658 0,515 0,188 
CT + TT 7,379 ± 5,192 

 

SV srednja vrijednost, SD standardna devijacija, t  Studentov t-test, * statistički značajna razlika,   

p  razina statističke značajnosti <0.05                                                                           
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Tablica 21. Ishodi ovarijske stimulacije, oplodnje i kulture zametaka za A1298C polimorfizam ana-

lizirani nezavisnim t testom (Welch t test) u podskupini AIT-2 

 

Ishod  Genotip SV ± SD t p Cohenov d 

Udio MII oocita 
AA     76,774 ± 21,721 

-1,116 0,27 -0,311 
AC + CC     83,048 ± 18,538 

Udio oplođenih oocita 
AA     70,516 ± 21,038 

-0,237 0,814 -0,069 
AC + CC     72,333 ± 30,526 

Udio zametaka 3. dan 
AA     60,452 ± 29,658 

-0,686 0,497 -0,195 
AC + CC     66,333 ± 30,8 

Udio zametaka 5. dan 
AA     23 ± 27,942 

0,503 0,617 0,138 
AC + CC     19,619 ± 20,451 

Ukupni broj oocita 
AA     8,935 ± 7,071 

1,503 0,139 0,411 
AC + CC     6,429 ± 4,956 

 

 

SV srednja vrijednost, SD standardna devijacija, t  Studentov t-test, * statistički značajna razlika,   

p  razina statističke značajnosti <0.05                                                                           

 

Najizraženiji učinak zabilježen je kod udjela zametaka 3. dana u AIT-1 skupini gdje je i regresij-

skom analizom utvrđena značajna razlika između CT i referentnog CC genotipa C677T polimorfi-

zma (Tablica 15, p = 0,035), a značajnost je potvrđena i nezavisnim t-testom prilikom usporedbe 

CC s kombiniranom skupinom CT+TT (Tablica 18; p = 0,031; Cohenov d = -0,48). Važno je na-

pomenuti da, iako je regresijskom analizom u AIT-1 skupini utvrđeno da CC genotip MTHFR 

A1298C polimorfizma ima značajno različit udio MII oocita u odnosu na referentni AA genotip 

(Tablica 14, p = 0,015), u dodatnim nezavisnim usporedbama t-testom ovaj razlika nije dosegnula 

statističku značajnost (Tablica 19; p = 0,128; Cohenov d = -0,32). Za ostale analizirane ishode p-

vrijednosti nisu odstupale od rezultata dobivenih regresijskom analizom (p > 0,05). 
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5. DISKUSIJA 

Autoimuni tireoiditis je primarno poremećaj koji zahvaća štitnjaču, no u pregledu dostupne 

literature, koja se odnosi na liječenje neplodnosti u žena s AIT još uvijek nedostaju jasni dokazi koji 

povezuju disfunkciju jajnika i disfunkciju štitnjače u neplodnih žena, a i rezultati studija su oprečni 

jer su i polazišne točke prethodnih istraživanja različite. Cilj disertacije bio je analizirati 

povezanost AIT-a i ishoda MPO, uzimajući u obzir kvantitativne i kvalitativne pokazatelje kao što 

su sazrijevanje oocita, oplodnju i preimplantacijski razvoj embrija u in vitro uvjetima. Rezultati 

istraživanja dokazuju značajno lošije ishode nakon stimulacije jajnika gonadotropinima, 

nepravilnosti u  sazrijevanju oocita, smanjenu oplodnju i posljedično slabiji razvoj embrija u kulturi 

u žena s AIT-om, bez obzira na OR. Između subpopulacija žena oboljelih od AIT, nisu dokazane 

značajne razlike u ishodima liječenja bez obzira na smanjenu ili održanu OR, što upućuje na 

autoimuni poremećaj kao glavni uzrok reprodukcijskih neuspjeha, a ne značajno smanjenu OR koja 

se standardno procjenjuje prije početka stimulacije jajnika gonadotropinima. 

Višestruke kliničke studije, sustavni pregledi i metaanalize istraživale su učinak AIT-a na uspješ-

nost metoda MPO, no zaključci su ostaju i dalje proturječni. Ta raznolikost rezultata i zaključaka 

dostupnih studija može se pripisati različitostima u dizajnu studija, veličini uzorka, definiranju euti-

reoze (granične vrijednosti TSH), uzrocima neplodnosti, vrsti MPO postupaka te krajnjim ishodima 

koji su analizirani u pojedinoj studiji [ 2,6,27,46-60,62-65 ]. 

Ovarijska rezerva uz životnu dob je jedan od ključnih čimbenika uspjeha/neuspjeha MPO postupaka 

budući da izravno i dokazano određuje odgovor jajnika na KOH [33,34,142]. Iako je više studija 

izvijestilo o povezanosti AIT-a sa smanjenom OR [30-35,144,145], ključno pitanje koje ostaje otvo-

reno jest koliki je stvarni doprinos autoimunosti u neuspjesima asistirane reprodukcije, neovisno o 

statusu OR. Naši rezultati nepovoljne ishode MPO postupaka u ispitanica s AIT povezuju primarno 

s autoimunim statusom ispitanica, a ne nužno samo s kvantitativnim pokazateljima OR. To je u 

skladu s kliničkim zapažanjima lošijeg tijeka liječenja i slabijeg odgovora jajnika na KOH u ispita-

nica s AIT, čak i u slučaju održane OR. Određivanje hormonskih markera rezerve jajnika, posebno 

serumske koncentracije AMH, temelj je svakodnevne kliničke prakse, te smo na osnovi njihovih 

vrijednosti definirali subpopulacije ispitanica s AIT koje su se bitno razlikovale prema OR prije 

ovarijske stimulacije, a istovremeno su imale isti autoimuni poremećaj. 

Suprotno nekim prethodnim studijama koje su identificirale niže koncentracije AMH u AIT popula-

ciji [34-38], rezultati prikazani u ovoj disertaciji nisu potvrdili značajne razlike u pokazateljima OR 
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i ovarijske funkcije (AMH i FSH) između podskupine ispitanica s održanom OR (AIT-1) i kontrol-

ne skupine ispitanica (AIT-0). Dakle, zaključujemo da AIT nije univerzalno povezan sa smanjenjem 

OR, no postoje žene koje uz AIT imaju ujedno i značajno smanjenu OR, pa ostaje pitanje uslijed 

čega je OR u toj subpopulaciji smanjena. Metaanaliza Hasegawe i sur. [146], primjerice, koja je 

obuhvatila devet studija pokazala je značajno niže serumske konventracije AMH vrijednosti u euti-

reoidnih žena s AIT, što se razlikuje kao koncept od našeg istraživanjem jer smo ispitanice s AIT-

om dodatno stratificirali prema statusu OR, što omogućuje logičniju interpretaciju rezultata. Razlike 

u rezultatima općenito, pa tako i rezultatima ove disertacije mogu se objasniti i različitim metodolo-

škim pristupima, uključujući definiciju eutireoze, dijagnostičkim kriterijima za AIT, korištenim 

testovima te vremenskim točkama uzorkovanja hormona, što je česti problem i onemogućava u-

sklađivanje rezultata različitih studija. Nemamo objašnjenje zašto određeni udio ispitanica s AIT-

om u našem istraživanju ima smanjenu OR, ali pretpostavljamo da bi mehanizmi koji dovode do 

smanjenja OR mogli uključivati cjelokupno trajanje autoimune bolesti, prisutnost drugih autoantiti-

jela ili moguće genetičke čimbenike – potencijalno polimorfizme MTHFR koji su također obuh-

vaćeni ovim istraživanjem.  

Autoimuni tireoiditis bez obzira na veličinu OR, može negativno utjecati na kvalitetu oocita, oplod-

nju u in vitro uvjetima i rani razvoj embrija u kulturi, što smo dokazali ovim istraživanjem. Naši 

rezultati podudaraju se s nalazima Safariana i sur. koji su također dokazali značajno niži udio MII 

oocita u ispitanica s AIT nakon KOH-a. Dodatno, njihovo istraživanje otkrilo je obrnuto proporcio-

nalnu povezanost između koncentracije Anti-TPO u folikularnoj tekućini i broja MII oocita [56], što 

ukazuje na patofiziološku ulogu autoantitijela u lokalnom folikularnom mikrookruženju. Autoantiti-

jela mogu doprinijeti imunološkoj neravnoteži unutar folikula, narušavajući folikulogenezu, sazrije-

vanje oocita i endokrinološku komunikaciju unutar ovarija [2,6,69,70]. 

Iako su ispitanice s AIT u našem istraživanju (podskupine AIT-1 i AIT-2) imale značajno različiti  

ukupni broj aspiriranih oocita, što je bilo očekivano s obzirom na početne razlike u OR, nismo do-

kazali značajne razlike u udjelu MII oocita, udjelu oplođenih oocita u in vitro uvjetima niti u udjelu 

razvijenih preimplantacijskih zametaka. Dakle zaključujemo da AIT „podjednako” negativno utječe 

na folikulogenezu, oogenezu i ranu embriogenezu, bez obzira na procjenu OR prije početka stimu-

lacije jajnika. Istraživanjem smo dokazali u obje podskupine s AIT-om lošiji ishod u odnosu na 

kontrolnu skupinu zdravih ispitanica, što snažno podupire hipotezu da negativni učinak AIT-a na 

reprodukcijske ishode u asistiranoj reprodukciji nije samo rezultat smanjene OR, već i posljedica 

autoimunih mehanizama koji izravno utječu na funkciju jajnika.   
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Magri i sur. [48]  potvrđuju slično nema tezu da i eutiroidne žene s AIT mogu imati narušenu funk-

ciju jajnika, neovisno o rezervi. Autori pretpostavljaju da ATAt, poput Anti-TPO, mogu djelovati 

lokalno u jajnicima, ometajući funkciju granuloznih stanica i autokrino ili parakrino djelovanje 

hormona jajnika koji su nužni za oogenezu i sazrijevanje oocita. Monteleone i sur. su dokazali Anti-

TPO protutijela izravno na površini jajnih stanica, čime kompromitiraju njihovu kvalitetu i razvoj 

tijekom stimulacije gonadotropinima [23,76], a isto tako i fertilizaciju. Dakle, jajnik i štitnjača do-

kazano dijele zajedničke tkivne antigene, koji mogu biti uzrok disfunkcije jajnika, folikula i oocita. 

Ostaje nejasno radi li se o dva istovremena autoimuna zbivanja štitnjače i jajnika, ili je jajnik se-

kundarno ciljni organ čija disfunkcija nastaje nakon autoimunog poremećaja štitnjače. 

Imunološka disregulacija u žena s AIT tijekom KOH-a dodatno potkrepljuje hipotezu o negativnom 

utjecaju autoimunosti na ishode MPO postupaka. Miko i sur. su izvijestili o promjenama u imuno-

loškom profilu, uključujući povišeni omjer NK i NKT stanica tijekom KOH-a u žena s AIT [75].  

Pojačana prirodna citotoksičnost, negativno utječe na razvoj folikula i sazrijevanje oocita. Slične 

imunološke promjene u folikularnoj mikrookolini dokumentirali su i Huang i sur., koji su dokazali 

aktivaciju upalne kaskade potaknute kemokinima u žena s AIT [147]. Povećane koncentracije ke-

mokina induciranih interferonom-γ (CXCL9, CXCL10, CXCL11) mogu narušiti lokalnu ravnotežu 

između upalnih i antiupalnih čimbenika, stvarajući suboptimalno okruženje za sazrijevanje oocita i 

početni razvoj embrija [147]. Naši rezultati su u skladu s prethodnim studijama – u obje AIT pods-

kupine zabilježen je lošiji embrionalni razvoj, uključujući niži udio zametaka i blastocista, u uspo-

redbi s kontrolnom skupinom [148,149,150]. Zanimljivo je naglasiti, trećeg dana nakon oplodnje 

oocita nismo dokazali značajnu razlika u razvoju embrija između AIT podskupina, što potvrđuje 

hipotezu o autoimunim mehanizmima koji djeluju neovisno o statusu OR. Slične rezultate iznijeli 

su Herman i sur., čije istraživanje pokazuje da prisutnost AIT negativno utječe na broj dobivenih 

oocita, oplodnju nakon ICSI postupka, ali isključivo kod bolesnica mlađih od 35 godina. Kod stari-

jih bolesnica takav učinak nije uočen, što sugerira da AIT može djelovati kao rani čimbenik koji 

narušava funkcionalnu kvalitetu jajnika i ubrzava njihovo starenje, i prije nego što se to očituje 

smanjenjem OR [149]. Weghofer i sur. su [51] pokazali da pozitivni Anti-TPO status, čak i uz nor-

malne vrijednosti TSH, može negativno utjecati na kvalitetu embrija. Žene s pozitivnim Anti-TPO 

su imale lošiju kvalitetu embrija, unatoč eutireozi (TSH ≤ 2,5 mIU/L). U recentnoj studiji Lu i sura-

dnika također je zabilježen lošiji embrionalni razvoj i kvaliteta zametaka u ispitanica s AIT koji je 

bio naročito izražen u ispitanica s vrijednostima TSH ≥ 2.5 i višim serumskim vrijednostima ATAt 

[150]. Slično, retrospektivna kohortna studija Andrisanija i sur. [52] je pokazala smanjenu kvalitetu 

embrija u žena s barem jednim pozitivnim ATAt, što potvrđuje ulogu imunoloških faktora, neovis-
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no o hormonskom statusu štitnjače. Narušeno sazrijevanje i oplodnja oocita u prisutnosti ATAt-a 

vjerojatno su posljedica kombinacije upalnih signala, lokalne citotoksičnosti (NK/NKT stanice), 

kemokinske aktivnosti te mogućeg izravnog djelovanja autoantitijela na ovarijsko tkivo. Ovo je u 

skladu s nedavnim studijama koje pokazuju da AIT negativno utječe na ishod MPO-a i u žena sa 

smanjenom OR [51], ali i u onih s očuvanom funkcijom jajnika [48]. Prema konceptu naše diserta-

cije u svih ispitanica je potvrđena eutireoza prije uključivanja u MPO ciklus i fokus je bio početni 

imunološki status ispitanica i OR. Rezultati našeg istraživanja su komplementarni s prethodnima: 

prisutnost ATAt pretpostavlja nepovoljni imunološki milje tijekom sazrijevanja oocita i negativno 

utječu na kvalitetu preimplantacijskih embrija [48,52,148,149,150]. 

Zaključujemo na temelju naših rezultata i prethodno navedenih studija da imunološka komponenta 

AIT-a, uključujući prisutnost ATAt i poremećeni stanični imunitet, predstavlja čimbenik koji zna-

čajno negativno utječe na rane stadije embrionalnog razvoja. Ovo otvara mogućnosti ciljane imu-

nomodulacije tijekom liječenja neplodnosti žena s AIT koje prolaze kroz postupke MPO. Prethodno 

prikazani rezultati studija usmjerenih na probleme liječenja neplodnosti MPO u žena koje imaju 

autoimuni poremećaj funkcije štitnjače, pa tako i naši snažno podupiru potrebu za preciznijom imu-

nološkom evaluacijom žena s AIT koje planiraju MPO, neovisno o razinama TSH i AMH. Potrebna 

su prospektivna randomozirana istraživanja koja će se fokusirati na korist adjuvantne terapije (npr. 

imunomodulatori, antioksidansi, ciljane protuupalne strategije) kako bi se poboljšali ishodi liječenja 

neplodnosti. 

Zbog složene prirode AIT-a, njegove heterogene kliničke prezentacije i očite disfunkcije jajnika u 

nekih žena s AIT-om postavlja se pitanje postoji li dodatni čimbenik u vidu genetičke predispozicije 

koja djeluje sinergistički s autoimunim poremećajem te predodređuje slabost funkcije jajnika u žena 

sa smanjenom OR. Jedan od potencijalnih aktualnih modulatora o kojima se publicira u novijoj lite-

raturi je varijabilnost u genu za MTHFR, koji je ključni enzim u metabolizmu folata i metilaciji 

DNK, što su vrlo intenzivni procesi tijekom folikulogeneze i embriogeneze [120,127-130]. Prema 

prethodnim istraživanjima smatra se da disbalans u metilaciji DNK, posredovan polimorfizmima 

MTHFR gena, može biti jedan od mehanizama gubitka imunološke tolerancije i stvaranja autoantiti-

jela usmjerenih prema tkivu štitnjače [94,95]. Također sve je više dokaza da ovi polimorfizmi, osim 

povezanosti s autoimunim bolestima, mogu utjecati i na reprodukcijske ishode (oogeneza, embrio-

geneza) te biti uzrok idiopatske neplodnosti, implantacijskih neuspjeha te slabijeg odgovora na 

KOH tijekom liječenja MPO [124-132]. Novija istraživanja povezuju polimorfizme MTHFR gena, 

posebno C677T, sa sazrijevanjem oocita i rezultatom postupaka MPO [127-131,134-138,140]. Me-

đutim, vrlo je malo studija koje su ispitivale moguću povezanost ovih polimorfizama sa OR [131]. 
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U tom kontekstu, naše istraživanje polazi od pretpostavke da istodobna prisutnost AIT i nekog od 

polimorfizama MTHFR gena može imati sinergistički učinak, narušavajući dodatno procese foliku-

logeneze, smanjujući OR, te negativno utjecati na ishode MPO. Ova interakcija mogla bi predstav-

ljati značajan patofiziološki mehanizam neplodnosti kod genetički definirane određene skupine že-

na. Rezultati našeg istraživanja ukazuju na povezanost između polimorfizama MTHFR gena, osobi-

to C677T i ovarijske funkcije u žena s AIT. Utvrđene varijante polimorfizma C677T značajno češće 

su prisutne u skupini žena sa smanjenom OR te mogu imati ulogu u ranijem iscrpljivanju ovarijske 

funkcije, dok je normalni CC genotip učestaliji kod žena s očuvanom rezervom. Ovakva raspodjela 

upućuje na zaštitnu ulogu referentnog C alela u očuvanju ovarijske funkcije i moguću povezanost 

između prisutnosti T alela i smanjene OR. Jednu od mogućih poveznica između smanjene OR i de-

finiranih genskih polimorfizama predstavlja upravo metabolizam i aktivnost enzima MTHFR, bit-

nog u biološkim procesima sinteze i umnožavanja DNK, te procesima metilacije koji su u slučaje-

vima ispitivanih polimorfizama smanjeni ili izmijenjeni.  

Istraživanjem dokazane značajne razlike u distribuciji genotipova, osobito povećana učestalost 

homozigotnog TT genotipa u skupini žena s AIT i smanjenom OR, sugeriraju da bi C677T 

polimorfizam mogao biti genetički čimbenik i prediktor rizika za razvoj smanjene OR u žena s AIT-

om. Jedno od objašnjenja biološke osnove ovakve povezanosti temelji se na prethodno poznatom 

učinku C677T polimorfizma na smanjenje aktivnosti MTHFR enzima, što povećava koncentraciju 

homocisteina u plazmi [86,87]. Hiperhomocisteinemija ima višestruke negativne učinke, 

uključujući oštećenje vaskularnog endotela, smanjenu perfuziju ovarijske kore te narušenu 

folikulogenezu [151,152]. U kontekstu AIT, gdje ujedno postoji imunološka disregulacija i povećan 

oksidativni stres, dodatna prisutnost hiperhomocisteinemije može pogoršati funkciju jajnika.  

Polimorfizam A1298C nismo povezali s ovarijskom rezervom u promatranoj populaciji žena s AIT. 

Suprotno rezultatima našeg istraživanja Rosen i sur. ukazuju na njegovu ulogu u modulaciji 

folikulogeneze i povezanost s višim bazalnim razinama FSH [119]. Iako je poznato da varijanta 

A1298C ima blaži učinak na enzimsku aktivnost MTHFR-a te rijetko samostalno dovodi do klinički 

značajne hiperhomocisteinemije [85,133,138,140], naši rezultati upućuju na to da ona ipak može 

imati klinički relevantnu ulogu u kombinaciji s drugim polimorfizmima, osobito s C677T 

varijantom. 

S obzirom da prisutnost istovremenog prisustva dviju različitih polimorfnih varijanti (jedne na 

lokusu 677, a druge na lokusu 1298) može imati funkcionalni učinak sličan homozigotnom stanju 

za jedan polimorfizam, odnosno dovesti do značajnijeg smanjenja aktivnosti MTHFR enzima 
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dodatno smo ispitali razliku u učestalost složenog heterozigotnog genotipa MTHFR C677T 

CT/MTHFR A1298C AC između dvije ispitivane skupine. 

Analiza pojavnosti složenog heterozigota C677T CT / A1298C AC je dokazala značajno češću 

prisutnost ove kombinacije u žena s AIT i smanjenom OR. Međutim, navedene rezultate potrebno je 

tumačiti s oprezom. Obzirom na to da je distribucija C677T varijante bila značajno veća u žena sa 

smanjenom OR, a da se distribucija polimorfizma A1298C nije razlikovala među skupinama s 

održanom i smanjenom OR opravdano je zaključiti da uočena značajnost složenog heterozigota 

odražava prvenstveno učinak C677T polimorfizma.  

U tom kontekstu, A1298C se ne pokazuje kao neovisan čimbenik povezan s promjenom OR, već se 

čini da ukupna povezanost složenog genotipa s smanjenom OR proizlazi iz dominantnog utjecaja 

C677T varijante. Možemo pretpostaviti da kombinirana prisutnost ovih polimorfizama, ne 

predstavlja novi neovisni rizik, već se nadovezuje na dobro dokumentiranu povezanost C677T 

mutacije s poremećenim metabolizmom folata i metilacijskih procesa tijekom ključnih faza razvoja 

oocita i embrija [134–136]. 

Dosadašnja istraživanja rijetko su bila usmjerena na ulogu složenog heterozigota u reprodukcijskoj 

funkciji, iako je poznato da je njegova prisutnost povezana s kumulativnim smanjenjem aktivnosti 

MTHFR enzima i do 50 % u odnosu na normalnu aktivnost u slučaju divljeg tipa gena. 

[130,133,140]. Naši rezultati u skladu su s tim biološkim saznanjima, ali istovremeno naglašavaju 

da je upravo C677T polimorfizam glavni nositelj uočenih razlika u populaciji žena s AIT-om. 

Budući da smo dokazali povezanost određenih polimorfizama MTHFR gena i funkcije jajnika, 

daljni interes istraživanja je bio usmjeren na povezanost polimorfizama MTHFR gena i ishoda 

liječenja MPO-om. Prema pregledu literature rezultati su za sada neujednačeni i oprečni [104-120, 

124-131,153-154].  

Razlike u udjelu MII oocita, udjelu oplođenih oocita, ukupnom broju oocita te u udjelima zametaka 

trećeg i petog dana između podskupina ispitanica s AIT i različitom OR smo analizirali u odnosu na 

ciljane polimorfizme. Osim regresijskih analiza koje su procjenjivale povezanost ispitivanih 

polimorfizama i ishoda ovarijske stimulacije, učinjene su i nezavisne usporedbe referentnih 

genotipova oba polimorfizma s kombinacijom heterozigotnih i homozigotnih genotipova, pri čemu 

je za procjenu veličine snage učinka korišten Cohenov d. Rezultati su korišteni kao dopunska 

provjera robusnosti regresijskog modela. 
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Povezanost polimorfizama MTHFR gena s ishodima MPO u ispitanica s AIT nije jednoznačna i 

ovisi o statusu OR. Rezultati našeg istraživanja djelom su kontradiktorni s određenim studijama 

koje su povezale CT genotip C677T polimorfizma s negativnim ishodima liječenja postupcima 

MPO, poput smanjenog broja oocita [134,136], slabijeg sazrijevanja oocita [140], manjeg udjela 

oplođenih oocita [153], lošije kvalitete zametaka [132]. Glavna razlika istraživanja prikazanog u 

disertaciji u odnosu na navedene publikacije je izdvojeno promatranje ishoda liječenja u ispitanica s 

AIT s održanom ili smanjenom OR. Suprotno prethodno navedenim istraživanjima uočili smo bolji 

preimplantacijski razvoj zametaka u nositeljica CT genotipa C677T polimorfizma u odnosu na 

referentni CC genotip u skupini ispitanica s očuvanom OR (AIT-1). Navedeno sugerira povoljan 

učinak T alela na rani embrionalni razvoj u slučaju održane OR. Rezultat je potvrđen i dodatnom 

nezavisnom analizom t-testom, koja je u slučaju C677T polimorfizma kombinirala heterozigotni CT 

i homozigotni genotip TT te ih zajednički usporedila sa referentnim CC genotipom. Ovi se rezultati 

podudaraju s istraživanjem Laanpere i suradnika koji su T alel povezali s boljom kvalitetom 

zametaka u kulturi [155]. U nositeljica TT genotipa uočili smo tendenciju smanjenog udjela MII 

oocita, što bi moglo ukazivati na kompromitiran proces sazrijevanja oocita unatoč boljem 

embrionalnom razvoju. Ovaj je rezultat u skladu s prethodnim istraživanjem Zeng i suradnika [127] 

kojim je utvrđeno da TT genotip dovodi do slabijeg odgovora na KOH, lošije kvalitete oocita i 

nižeg udjela implantacije. Osim toga, Pavlik i suradnici također su povezali TT genotip s brojem 

oocita nižim od očekivanog na temelju AMH vrijednosti [136]. Ove studije podupiru teoriju da 

C677T polimorfizam negativno utječe na folikulogenezu i kvalitetu gameta, osobito u kontekstu 

homozigotnog TT genotipa [136,140,150]. Unatoč tome, određena istraživanja nisu potvrdila 

navedene učinke [119,128,153,154] ili su čak zabilježila suprotan učinak, gdje je T alel bio povezan 

s boljim ishodima [155]. S obzirom na pozitivan učinak CT genotipa na rani embrionalni razvoj 

utvrđen u našem istraživanju, može se pretpostaviti protektivna uloga T alela. Međutim, dobiveni 

heterogeni rezultati istodobno upućuju na to da su učinci genotipova C677T polimorfizma 

vjerojatno specifični za podskupinu AIT bolesnica koje imaju očuvanu OR što je područje koje 

dosad nije dovoljno istraženo.  

Ovakvi rezultati otvaraju pitanje u kojoj mjeri specifični imunološki i metabolički uvjeti u žena s 

AIT-om mogu modulirati učinke polimorfizama MTHFR gena na reprodukcijsku funkciju. 

Za razliku od AIT-1 skupine, u ispitanica sa smanjenom OR (AIT-2) nijedan od analiziranih 

genotipova ispitivanih polimorfizama nije bio povezan s MPO ishodima što sugerira da u uvjetima 

značajno kompromitirane ovarijske funkcije prije početka liječenja neplodnosti MPO postupcima 
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potencijalni učinci genskih varijanti na ishode liječenja ostaju nejasni, u odnosu na dominantan 

utjecaj primarno smanjene ovarijske rezerve a time i očekivanog slabijeg ishoda liječenja MPO.  

Prethodna istraživanja o potencijalnoj povezanosti A1298C polimorfizma i plodnosti su proturječna 

i nedosljedna. Dok su neki autori izvijestili o negativnim učincima A1298C na plodnost [119,132, 

138,156,157], drugi nisu pronašli značajne povezanosti [154]. Ova nedosljednost objavljenih 

rezultata može biti posljedica metodoloških razlika, veličine uzorka, ispitivane populacije, 

komorbiditeta u ispitanica poput autoimunog statusa, što se pokazalo značajnim čimbenikom u 

našoj studiji.  

U podskupini ispitanica s AIT i održanom OR regresijskom analizom je dokazan  značajno veći 

udio MII oocita kod ispitanica s CC genotipom u usporedbi s referentnim AA genotipom. Međutim, 

naknadnom analizom kojom su heterozigotni AC i homozigotni CC genotipi promatrani zajedno u 

odnosu na AA referentni genotip, broj oocita se nije značajno razlikovao. Ova neusklađenost 

rezultata vjerojatno je posljedica uključivanja heterozigota u testiranje, a time i gubitka značajnosti 

koja je regresijskom analizom utvrđena testitanjem isključivo homozigotnih AA i CC genotipova. 

Navedeno također ukazuje da CC genotip A1298C polimorfizma vjerojatno nema kliničku 

relevantnost. Stoga se može zaključiti da A1298C polimorfizam u kontekstu naše studije vjerojatno 

nema neovisni utjecaj na udio MII oocita niti na ishode MPO postupaka, čime se potvrđuje 

dominantna uloga C677T varijante u analiziranoj populaciji. 

Prethodno prikazani rezultati proteklih studija ističu negativni učinak kombiniranih polimorfizama 

C677T i A1298C na embriološke i kliničke ishode MPO postupaka [130,133,140]. Suprotno tim 

istraživanjima rezultati našeg istraživanja te dodatne analize složenih kombinacija genotipova 

(C677T CC / A1298C AC & C677T CT / A1298C AA i C677T CC / A1298C CC & C677T CT / 

A1298C AC & C677T TT / A1298C AA) nisu pokazale konzistentnu povezanost s ishodima MPO  

niti u jednoj od podskupina ispitanica s AIT. Iako se teorijski može očekivati kumulativno 

smanjenje enzimske aktivnosti MTHFR s većim brojem polimorfnih varijanti, a s time i lošiji ishod 

MPO, takav učinak nismo potvrdili na razini ishoda stimulacije, oplodnje ili ranog embrionalnog 

razvoja. Moguće je da se negativni učinci složenih genotipskih obrazaca izraženije očituju u 

kasnijim fazama reprodukcijskog procesa, poput implantacije ili održavanja rane trudnoće, što ovim 

istraživanjem nije bilo obuhvaćeno.  

Završno rezultati prikazani u disertaciji potvrđuju povezanost polimorfizama gena MTHFR s OR, 

budući da su značajno češći u bolesnica s AIT i disfukcijom jajnika. Učinci polimorfizama MTHFR 

gena nisu jednoznačni, već su vjerojatno modulirani autoimunim poremećajem koji zahvaća 
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štitnjaču, jajnik i posebno zalihu primordijalnih folikula jajnika što se manifestira smanjenjem OR u 

žena s AIT. U kliničkom radu genotipizacija bolesnica s AIT može doprinositi probiru bolesnica s 

rizikom za raniji gubitak reprodukcijske funkcije jajnika.   

Naši rezultati sugeriraju da genetička varijabilnost u MTHFR genu, osobito prisutnost T alela i TT 

genotipa C677T polimorfizma, može imati ulogu u patogenezi smanjene OR kod žena s AIT. Iz toga 

proizlazi da poznavanje genetičkog profila MTHFR gena može doprinijeti individualizaciji pristupa 

reprodukcijskom liječenju žena s AIT-om, posebno u procjeni rizika i planiranju potencijalnih 

terapijskih intervencija. Obzirom na genetičku heterogenost populacije, u kontekstu liječenja MPO 

potrebna su istraživanja na većim kohortama i funkcionalne studije nužne za potvrdu i proširenje 

ovih rezultata, kao i studije usmjerene na razjašnjavanje mehanizama kojima MTHFR 

polimorfizmi, uz imunološke i endokrinološke čimbenike, utječu na oogenezu i embriogenezu u in 

vitro uvjetima, a time i na uspjeh MPO postupaka. Rezultati prikazani u disertaciji naglašavaju 

važnost individualizirane procjene bolesnica s AIT koje se liječe MPO postupcima, uključujući 

imunološku i genetičku dijagnostiku, otvaraju mogućnost za razvoj ciljane adjuvantne terapije, 

osobito imunomodulacijske, s ciljem poboljšanja reprodukcijskih ishoda u ovoj visoko rizičnoj 

skupini. Time se pridonosi sveobuhvatnijem razumijevanju etiopatogeneze neplodnosti u ovoj 

specifičnoj populaciji. Premda veličina uzorka ograničava donošenje konačnih kliničkih smjernica, 

rezultati otvaraju prostor za primjenu MTHFR genotipizacije kao dijela dijagnostičke i prognostičke 

obrade kod neplodnosti povezanih s AIT-om.  

Potencijalne kliničke implikacije vrijedne su zbog personaliziranog pristupa reprodukcijskom 

liječenju, kao i razmatranja preventivnih mjera, poput suplementacije folatima u aktivnom obliku 

(L-metilfolat), s ciljem poboljšanja metilacijske ravnoteže i smanjenja koncentracije homocisteina. 

Naša studija ima određena ograničenja kao što su relativno mali uzorak ispitanica i nedostatak 

praćenja vrijednosti homocisteina, što bi vjerojatno potvrdilo funkcionalnu implikaciju 

genotipizacije. Ovo je jedno od rijetkih istraživanja koje se bavi ovom specifičnom interakcijom 

između genetičkih i autoimunih faktora u kontekstu liječenja neplodnosti. Kako bi se ova opažanja 

potvrdila i proširila, nužna su opsežnija istraživanja na većim populacijskim uzorcima, kao i 

funkcionalne studije usmjerene na razjašnjavanje međudjelovanja između MTHFR polimorfizma, 

metabolizma folata i autoimunih procesa. Integracija genetičkih i imunoloških parametara mogla bi 

predstavljati ključni korak prema personaliziranoj medicini u MPO postupcima, osobito kod žena s 

autoimunim bolestima štitnjače.  
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6. ZAKLJUČCI:  

Osnovna hipoteza istraživanja je potvrđena: rezultati KOH procijenjeni na temelju broja aspiriranih 

oocita, udjela MII oocita, nezrelih i atretičnih oocita, oplođenih oocita, te zametaka u razvoju 3. dan 

i 5. po fertilizaciji, slabiji su u ispitanica s AIT. Iz toga proizlazi da AIT predstavlja samostalni 

čimbenik nepovoljnog ishoda KOH-a budući da su uočeni lošiji ishodi u ispitanica s AIT u odnosu 

na zdrave ispitanice. Slabiji ishod je zamijećen u obje podskupine ispitanica s AIT iz čega 

zaključujemo da je učinak KOH-a neovisan je o OR. 

Učestalost TT homozigotnih ili heterozigotnih genotipova C677T polimorfizma MTHFR gena bila 

je značajno češća u skupini ispitanica s AIT i smanjenom OR (AIT-2) u odnosu na „divlji” genotip 

koji je češće prisutan u ispitanica s održanom OR (AIT-1). Alel C bio je češći u podskupini s 

održanom OR (AIT-1), a alel T u podskupini sa smanjenom OR (AIT-2). Učestalosti genotipova i 

alela A1298C polimorfizma nisu se značajno razlikovale između skupina ispitanica s AIT (AIT-1 vs. 

AIT-2). 

U nositeljica polimorfizama gena za MTHFR ne postoji jasna značajna povezanost određenog 

polimorfizma i rezultata KOH između podskupina ispitanica s AIT (AIT-1 i AIT-2). 

 

Zaključci koji proizlaze iz specifičnih ciljeva su sljedeći: 

- Srednja koncentracija hormona FSH u ispitanica s AIT i smanjenom OR bila je značajno veća, a 

srednja koncentracija AMH bila je značajno manja (AIT-2 vs. AIT-0 i AIT-1). Srednja koncentracija 

TSH bila je značajno veća u ispitanica s AIT i održanom OR (AIT-1 vs. AIT-0) i slična ispitanicama 

s AIT i smanjenom OR (AIT-1 vs. AIT-2). Koncentracija antitijela štitnjače nije se razlikovala 

između podskupina (AIT-1 vs. AIT-2). 

-Srednja vrijednost ukupnog broja aspiriranih oocita bila je značajno manja u podskupinama 

ispitanica s AIT u odnosu na kontrolni skupinu zdravih ispitanica (AIT-1, AIT-2 vs. AIT-0), dok je 

najmanja srednja vrijednost uočena u skupini ispitanica sa smanjenom OR (AIT-2 vs. AIT-0 i AIT-

1). Ovakvi su rezultati očekivani obzirom na uključne kriterije za podskupinu AIT-2. 

-Udio zrelih oocita (MII faza) u odnosu na ukupni broj aspiriranih oocita bio je značajno manji u 

obje podskupine ispitanica s AIT u odnosu na zdrave ispitanice (ATI-1, AIT-2 vs. AIT-0). Udio 

zrelih oocita nije se značajno razlikovao u podskupinama s AIT (AIT-1 vs. AIT-2). 
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-Udio nezrelih oocita (MI faza) bio je značajno veći u ispitanica s AIT i održanom OR u odnosu na 

kontrolnu skupinu zdravih ispitanica (AIT-1 vs. AIT-0). Udio atretičnih oocita bio je značajno veći u 

ispitanica s AIT i smanjenom OR u odnosu na kontrolnu skupinu zdravih ispitanica (AIT-2 vs. AIT-

0). Udio germinativnih vezikula nije se razlikovao među skupinama i podskupinama ispitanica. 

-Postotak oplodnje bio je značajno manji u podskupini ispitanica s AIT i održanom OR u odnosu na 

zdrave ispitanice (AIT-1 vs. AIT-0). Srednja vrijednost broja oplođenih jajnih stanica bila je 

značajno manja u skupinama ispitanica s AIT u odnosu na kontrolnu skupinu zdravih ispitanica 

(AIT-1, AIT-2 vs. AIT-0). Najmanja srednja vrijednost oplođenih jajnih stanica utvrđena je u 

podskupni ispitanica s AIT i smanjenom OR.  

-Udio zametaka u razvoju 3. dan po fertilizaciji bio je značajno manji u podskupinama ispitanica s 

AIT u odnosu na zdrave ispitanice (AIT-1, AIT-2 vs. AIT-0), a nije se značajno razlikovao između 

podskupina ispitanica s AIT (AIT-1 vs. AIT-2). Udio zametaka u razvoju 5. dan po fertilizaciji bio je 

značajno manji u podskupinama ispitanica s AIT u odnosu na zdrave ispitanice (AIT-1, AIT-2 vs. 

AIT-0) i značajno manji u podskupini ispitanica s AIT i smanjenom OR. (AIT-2 vs. AIT-0, AIT-1).  
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POPIS POKRATA 

ACMG      Američko društvo za medicinsku genetiku (engl. American College of Medical Genetics) 

ACOG       Američko društvo za opstetriciju i ginekologiju (engl. American College of Obstetricians    

                  and Gynecologists ) 

ADCC       Stanična citotoksičnost ovisna o antitijelima (engl. Antibody Dependent Cellular  

                    Cytotoxicity) 

AFC          Broj antralnih folikula (engl.Antral Follicle Count) 

AIT           Autoimuni tireoiditis  

AMH        Anti-Müllerov Hormon  

ANA         Antinuklearna antitijela 

Anti-Tg     Antitijela na tireoglobulin 

Anti-TPO  Antitijela na tireoidnu peroksidazu 

aPL           Antifosfolipidna antitijela 

ATA          Američko udruženje za štitnjaču (engl. American Thyroid Association) 

ATAt         Antitireoidna antitijela  

COC         Kumulus-oocita kompleks  

E2             Estradiol  

ESHRE    Europsko društvo za humanu reprodukciju i embriologiju (engl. European Society of  

                 Human Reproduction and Embryology ) 

ETA         Europsko društvo za štitnjaču (engl. European Thyroid Association) 

FT3          Slobodni trijodtironin (engl. Free T3) 

FSH         Folikul stimulirajući hormon 

GV           Germinativni vezikul 

hCG         Humani korionski gonadotropin 

ICSI         Intracitoplazmatska injekcija spermija  

IL-2         Interleukin 2 

IL-4         Interleukin 4 

IL-10       Interleukin 10 

IL-17       Interleukin 17 

INF-γ       Interferon γ  

IVF          In vitro fertilizacija  

LH           Luteinizirajući hormon 

LT4          Levotiroksin  
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MI          Metafaza I 

MII         Metafaza II 

MPO       Medicinski pomognuta oplodnja 

MTHFR  Metilentetrahidrofolat reduktaza  

N             Broj ispitanica 

NK          Prirodno ubilačke stanice (engl. natural killer cells)  

NKT       Prirodno ubilačke T stanice (engl. natural killer Tcells) 

OR          Ovarijska rezerva 

PCR        Lančana reakcija polimerazom (engl. polymerase chain reaction)  

POI         Prijevremena ovarijska insuficijencija  

RFLP      Polimorfizam duljine restrikcijskih fragmenata (engl. restriction fragment length  

                polymorphism)  

SNP        Polimorfizam jednog nukleotida (engl. single nucleotide polymorphisms) 

Tg           Tireoglobulin 

Th1         Pomoćničke T stanice  

TPO       Tireoidna peroksidaza 

TSH       Tiroidni stimulirajući hormon (Tireotropin) 
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