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1.UvOD



1. UVOD

Neplodnost je, prema definiciji Svjetske zdravstvene organizacije, izostanak trudnoce nakon
12 ili viSe mjeseci redovitih nezasti¢enih odnosa, bez medicinskih intervencija. Takoder, ona
je jedan od znacajnih medicinskih problema dana$njice, o ¢emu svjedoCi podatak da
obuhvacéa 9% do 15% svjetske populacije fertilne dobi [1] dok je prevalencija neplodnosti na
podrucju Europe 25 milijuna ljudi [2]. Vecina neplodnih parova potrazit ¢e medicinski savjet i
pomoc¢ za rjeSavanje toga problema i odluCiti se za postupak medicinski potpomognute

oplodnje koja, izmedu ostalog, ukljucuje in vitro fertilizaciju (IVF) [2].

Tijekom IVF postupka ovariji se stimuliraju kombinacijom razli€itih ljekova na proizvodnju jajnih
stanica (oocita). Postupak se izvodi pod kontrolom transvaginalnog ultrazvuka, pri ¢emu se
jedna ili viSe oocita aspiriraju se iz sazrelog folikula (eng. TUGOR- transvaginal ultrasound
guided oocyte retrieval). Oocite se postupkom in vitro, oploduju spermijem nakon ¢ega slijedi
vracanje embrija u maternicu [3]. Razni bioloSki i reproduktivni €imbenici te Zivotni stil utjeCu
na uspjesnost IVF postupka. Naj¢eséi su majCina dob, uzrok neplodnosti, ranije trudnoce,

uspjesnost ranijih IVF postupaka, debljina, pusenje itd. [4,5].

Zadnjih desetak godina ulazu se veliki napori u istrazivanja povezanosti stresa i ishoda
potpomognute oplodnje. Brojna istrazivanja pokazuju da se parovi, koji se odlucuju na IVF
postupak, suo€avaju s velikom koli¢inom psiholoSkog i emocionalnog stresa o ¢emu svjedoci
i podatak da njih 30% odustane od postupka potpomognute oplodnje prije njezinog zavrSetka
upravo zbog psiholoSkog tereta kojem su izloZeni [6]. Vecina istrazivanja pokazuje da stres
ima negativan utjecaj naishod potpomognute oplodnje. Medutim zbog prirodne kompleksnosti,
toCan patofizioloSki mehanizam djelovanja jo$ uvijek nije poznat [7—11] te se pretpostavlja da

djeluje preko neuroendokrinog, imunolo$kog te autonomnog ziv€anog sustava.

To se oc€ituje u inhibiranju prijenosa signala putem hipotalamus-pituitarna Zlijezda-gonade
(HPG) osi te hipotalamus-pituitarna Zlijezda-adrenalna Zzlijezda (HPA) osi, Sto uzrokuje
promjene prijenosa signala simpati¢kog ziv€anog sustava mijenjajuci serumsku koncentraciju
adrenalina, noradrenalina, kortizola i drugih signalnih molekula [7,9,11,12]. Upravo zbog te
kompleksnosti djelovanja stresa na organizam, nisu pronadeni specificni markeri stresa koji

utjeCu na ishod potpomognute oplodnje.

Pocetni stres je uzrokovan dijagnozom i problemom neplodnosti s kojim se parovi suoavaju,
ali isto tako i zna€ajano doprinosi anksioznost od samog medicinskog postupka i intervencije.

Cesto je vise ciklusa IVF-a potrebno da rezultira trudno¢om, a stres je nakon svakog



ponovljenog ciklusa veci [6]. Razli€iti stadiji IVF postupka ne pridonose jednako stresnom
stanju pacijentice. Stres je veci 5to se stresni dogadaj viSe blizi. Dokazano je da se neposredno
prije TUGOR-a Zene suoCavaju s vecom razinom stresa nego u ostalim stadijima [6,7].
Istrazivanjima, koja su bila usmjerena na promijene stresnih hormona i drugih signalnih
molekula, dokazana je povezanost niske razine noradrenalina i kortizola u vrijeme TUGOR-a
s uspjesnim ishodom oplodnje [7,13]. Isto tako, zabiljeZen je zna€ajan porast stresnih molekula
na dan obavljanja takvog zahvata [7,13]. To se moZze pripisati neizvjesnosti uspjeha postupka
aspiracije, povezanog i s brojem dobivenih oocita (veci broj oocita daje veéu Sansu za
uspjednost oplodnje), ali i samoj naravi postupka, koji je bolan, neugodan te se izvodi uz
anesteziju. S obzirom na kratko¢u postupka (10-20 min) odabire se intravenska sedacija

pacijentice propofolom i kratkodjeluju¢im opioidom [14].

Trenutno nije uobiCajeno pacijentice premedicirati anksioliticima neposredno prije TUGOR-a,
iako istrazivanja govore u prilog tome da premedikacija anksioliticima smanjuje razinu stresa i
bolnost tijekom postupka [12,15]. Takoder je dokazano da je zabrinutost oko IVF procedure
negativno povezana s brojem dobivenih oocita za oplodnju [6,7]. Premedikacija midazolamom,
koji je jedan od najceSc¢e koriStenih benzodiazepina, dobar je izbor za kratkotrajne postupke
dnevne kirurgije jer smanjuje stres i napetost ne uzrokujuci ozbiljnije i teSke poremecaje svijesti

ukoliko se pravilno dozira [12,15].

1.1. IVF (in vitro Fertilisation)

1.1.1.0plodnja

Oplodnja je sjedinjenje muske spolne stanice - spermija i Zenske spolne stanice - jajne stanice,
a prirodno se odvija u jajovodu. Spolne stanice imaju haploidan broj kromosoma. Spermij
prodire kroz membranu jajne stanice. 1z glave spermija koji je uSao u jajnu stanicu oslobada
se predjezgra s haploidnim brojem kromosoma. Predjezgra se udruzuje u jajnoj stanici s
haploidnom predjezgrom jajne stanice te nastaje prava jezgra oplodene stanice - zigote s
potpunim brojem kromosoma (2n = 46). Slijedi niz mitotickih dioba, koji prelazi iz dvostani¢nog
oblika u Cetverostani¢ni oblik, pa dalje u rani zametak s 8,16, 32, 64,128 itd. stanica. Nakon
otprilike 72 sata nastaje zametni mjehuri¢ sastavljen od vecéeg broja stanica. Mjehuri¢ se sastoji

od vanjskog sloja stanica i unutarnje mase stanica - embrioblasta, iz kojih se intenzivhom



diobom razvija zametak Covjeka. Obloznim stanicama mjehuri¢a rani zametak ¢e se za 7 do 8

dana ugnijezditi u dobro prokrvljenu sluznicu maternice [1,4,16].

1.1.2.Neplodnost

Prema Svjetskoj zdravstvenoj organizaciji neplodnost je "bolest reproduktivhog sustava
definirana kao izostanak klinicke trudno¢e nakon 12 ili viSe mjeseci redovnih nezasti¢enih
odnosa [1]. Oko 7% do 26% populacije pogoden je ovim problemom pri Eemu tek oko 50%
neplodnih parova zatrazi lijeCniCku pomoc¢, a oko 22% se podvrgava lijeCenju [1]. Uzrok
neplodnosti moze biti podjednako i kod muskarca i kod Zene ili kod oba partnera. Postoji i

idiopatska neplodnost, kada uzrok ostaje nepoznat.

NajceS¢i uzroci neplodnosti u muskarca su: smanjeni broj spermija, njihova slabija pokretljivost
ili smanjeni broj spermija normalnog oblika, iako se u velikom broju slu¢ajeva razlog smanjene
plodnosti ne zna to¢an uzrok. Danas se uocCava globalno smanjenje plodnosti u muskaraca
[1,17]. Uzroci smanjenog broja spermija mogu biti: varikokela, kriptorhizam, manjak
testosterona, infekcije, genetske bolesti, autoimune bolesti, kemoterapija, alkohol, puSenje,

stres, starost, Stetne kemikalije i drugo [1,17].

Uzroci zenski neplodnosti mogu se podijeliti u tri skupine: smanjena ili nepredvidiva ovulacija
(zbog hormonalnih poremecéaja, policistiCnih jajnika ili dobi), nemoguc¢nost dolaska jajnih
stanica ili spermija do maternice (neprohodni jajovodi, antitijela na spermije) ili smanjena
mogucénost implantacije zametka (deformacije maternice, endometrioza ili imunoloSki
problemi) [1]. Takoder, neplodnost moze imati i viSe uzroka istovremeno. Uzrok neprohodnih
jajovoda mogu biti infekcije (primjerice klamidijom), izvanmaterni¢ne trudnoce, endometrioza i
drugi. Prevelike koli¢ine testosterona u zene smeta ovulaciji te uzrokuje simdrom policisti¢nih
jajnika (PCOS). Kod PCOS se zbog navedenog hormonalnog poremecaja stvara puno folikula,
ali su jajne stanice Cesto nezrele. Kod endometrioze stanice zida maternice rastu i van
maternice — u jajovodima, na jajnicima i drugim mjestima trbusne Supljine. Zbog toga mogu
izazvati ozZiljke i upale u maternici $to otezava implantaciju zametka. Za parove koji pristupaju
pomognutoj oplodnji postoje dijagnosti¢ki protokoli kojima se utvrduje uzrok neplodnosti te se
tek nakon toga pristupa postupcima IVF-a. Uzroci neplodnosti 2007. godine u Italiji [16] parova

koji su pristupili IVF-u:

e muski ¢imbenik 34,3%
e problemi s jajovodima 13,2%

e problemi s ovulacijom 5,2% (PCOS i ciste ha jajnicima)



e endometrioza 6,0%

e smanjena rezerva jajnika 5,2%

o viSestruki spontani pobacaji 0,6%
o viSestruki Zenski faktor 6,6%

e izZenskii muski faktor 16,3%

e neobjasnjena neplodnost 12,2%

1.1.3. Hormoni i citokini povezani s plodnosc¢u i trudnoéom

U prosje¢nog zdravog para plodnost je Zene niska i iznosi svega 25% prilikom odnosa tijekom
ovulacije [1]. U Zena starijih od 40 godina taj postotak je jo§ manji i pada na oko svega 5%. U
svih Zena biokemijskim testom dokazana trudnoéa (poviSenje beta HCG-a) u oko 50%
slu¢ajeva zavrsi daljnjim nerazvijanjem ploda [1]. Ukoliko se trudnoéa nastavi dalje razvijati,
Sansa za rani spontani pobacaj (prije 12. tjedna trudnoce) je 10-15%. Nakon 12. tjedna
trudnoée pobacaiji su rijetki i trudnoca obi¢no zavrSava radanjem djeteta u terminu. Kada sve
to uzmemo u obzir, vjerojatnost radanja djeteta prilikom spolnih odnosa po jednom
menstruacijskom ciklusu iznosi niskih 10%. Kako se Zena priblizava menopauzi, njena se
zaliha jajnih stanica iz jajnika ubrzano troSi. U mladoj dobi obi¢no u jednom ciklusu sazrije

jedna jajna stanica, a iza 37-me godine Zivota nerijetko dvije.

U Zenskog novorodenceta ima 300.000 do 400.000 prvotnih (primordijalnih) jajnih stanica, od
kojih oko 90 posto nestaje te ih u vrijeme puberteta ima oko 30.000 [1]. U reproduktivnoj dobi
Zene prvotna je jajna stanica, tzv. primordijalni folikul, pod utjecajem hormona hipofize,
folikulostimuliraju¢eg hormona (FSH) i luteiniziraju¢eg hormona (LH). FSH hormon potiCe rast
folikula. Za potpuni rast i razvoj folikula, u vrijeme ovulacije, potrebno je i djelovanje LH
hormona hipofize [7]. Oko 14. dana pravilna ciklusa, uzajamnim djelovanjem FSH i LH
hormona, folikul koji se sada naziva Graafov folikul, prsne te se jajna stanica izlije u trbusnu
Supljinu, a resice jajovoda prijanjaju jajniku, obuhvate jajnu stanicu. Ukoliko dode do oplodnje,
oplodena jajna stanica sljedec¢ih Sest dana putuje jajovodom te se Sestog do sedmog dana
ugnijezdi u sluznicu maternice [3]. Graafov folikul, dalje pod utjecajem FSH i LH hormona,
pretvara se u tzv. zuto tijelo (korpus luteum). Funkcija Zutog tijela posebice je vazna prvih Sest
do osam tjedana trudnoce. Nedovoljna funkcija Zutog tijela mozZe biti uzrokom spontanih
pobadaja. Zuto tijelo proizvodi svoje hormone: gestagene, androgene i estrogene. Nakon

osmog tjedna trudnoce funkciju Zutog tijela preuzima posteljica.



Hormonski status Zene ima veliki utjecaj na plodnost zene [7]. Najznacajniji hormoni u tom
smislu su: FSH, LH, estradiol (E), prolaktin (PRL), antiMuller hormon (AMH), tireotropin (TSH),
testosteron (T) i progesteron.

Ovi hormoni se rutinski odreduju prije pristupanja Zene IVF-u. Krv se za pretragu vecine
hormona vadi drugog do petog dana ciklusa, radi standardizacije. Za neke hormone (TSH i
AMH) nije vazno doba ciklusa. Progesteron se odreduje 7 dana iza uobi¢ajenog vremena

ovulacije, odnosno 21. dana ako su ciklusi redovni.

FSH je mjera rezerve jajnika te njegove poviSene vrijednosti upucuju na iscrpljenje janika.
Vrijednosti ve¢ preko 10 IU/L povezuju se s oteZanom sposobno$éu zanoSenja [7]. LH je
Zenski spolni hormon koji svojim naglim skokom izaziva ovulaciju. Ukoliko je LH povisen, a
FSH normalan, vjerojatno je rije¢ o poremecaju u sklopu sindroma policisti¢nih jajnika. Ukoliko
su oba poviSena, rije€ je o preranom iscrplienju jajnika. Estradiol je glavni Zenski spolni
hormon. Njegove niske vrijednosti uz povisen FSH dodatno potvrduju dijagnozu preranog
iscrpljenja jajnika.

AMH je prisutan i kod muskaraca i kod Zena. Kod muskaraca ovaj hormon se stvara cijelog
zivota u testisima. Kod zena, hormon proizvode stanice folikula janika nakon puberteta, jer se
tek tada jajnici aktiviraju [18]. Sa staro$¢u zene smanjuje se broj folikula, te samim time i
koncentracija AMH. AMH je pouzdan marker za reproduktivni potencijal jajnika buduéi njegova
koncentracije u krvi direktno ukazuje na broj jajnih folikula zene [19]. Vrijednosti AMH su

pouzdane i ne zavise od tjelesne tezine, nacina Zivota, upotrebe alkohola, itd.

Prolaktin je hormon koji stimulira proizvodnju mlijeka. Prolaktin je i stresni hormon i jako varira
i u danu i u ciklusu, tako da jedna njegova povidena vrijednost ne znaci dijagnozu. Medutim,
kada je stalno poviSen postoji hiperprolaktinemija koja moze sprijeciti trudnocéu, a koja se
uspjesno lijeci. TSH je hormon §titnjace. U Zzena su Cesti poremeca;ji rada &titnjaCe, a smatra
se da vec¢ blago povidenje TSH, iznad 2.5 plU/mL, smeta zanoSenju te da je potrebno

sniZzavanje.

Testosteron je muski spolni hormon i njegove vrijednosti iznad referentnih za Zene mogu biti
znak sindroma policistriCnih jajnika ili ozbiljnijih stanja te svakako smanjuju plodnost [20].
Progesteron je hormon koji se stvara nakon ovulacije. Njegovim odredivanjem utvrduje se
ovulira li Zena. Progesteron u razvijenom Gaafovom folikulu, 11. do 12. dana ciklusa, doseze
visoke vrijednosti, a oko 21. dana ciklusa, dosize 10-20 puta viSe vrijednosti od onih u prvoj

polovici ciklusa.

Osim hormona i brojni citokini utje€u na plodnost. Poremecaji u imunoloskom sustavu mogu

dovesti do oStecenja u folikulogenezi jajnika, dugog i slozenog procesa u kojem endokrini i



imunoloski sustavi igraju znacajne uloge [21-23]. Do danas najvie istrazen je utjecaj ovih
citokina: IL-18, IL-6, IL-18, IFNy, IFNa, TNFa, IL-12, sAPO1/Fas, MIP1a i MIP16.

IL-2 ima negativni utjecaj na plodnost, to pokazuju eksperimentalni radovi na animalnim
modelima gdje je tretman s IL-2 alogravidnih miSeva u ranoj trudnoc¢i doveo do gubitka 89%
do 100% plodova putem indukcije pobacaja ili resorpcije placenti i plodova [21].

Uloga IL-3 u imunoj reakciji, upalnoj kaskadi i zaecu je potvrdena, ali za sada jo$ nedovoljno

precizno definirana. Prisustvo IL-3 je dokazano u ranom i kasnom placentarnom tkivu [21,22].

Razina IL-4 u perifernoj krvi zdravih trudnica progresivno se smanjuje tokom cijele trudnoce,
Sto nije uobiCajena pojava za citokine Th2 grupe. Trofoblast i sinciciotrofoblast eksprimiraju
receptore za IL-4 [22]. IL-4, IL-6 i IL-7 snazno stimuliraju trofoblastnu produkciju HCG [23] i na
taj nacin potiCu sintezu progesterona iz zutog tijela, s druge strane progesteron svojim
direktnim uticajem na Th2 limfocite stimulira produkciju IL-4, IL-5, IL-6 i na taj nadin zatvara
ciklus medusobne stimulacije produkcije progesterona i citokina Th2 grupe. Na taj nacin

shazno se stimulira implantacija i odrzavanje zametka.

IL-6 je jedan od najaktivnijih citokina u trudnodi, on na neki nacin stvara balans izmedu Th1 i
Th2 inflamatornog odgovora i smatra se protektorom rane trudnoce [24]. Veliki broj decidualnih
imunokompetentnih stanica proizvodi IL-6, a najviSe Th2 limfociti. Citokini IL-13 i TNFa potic¢u
i moze se rec¢i na neki nagin kontroliraju sekreciju IL-6. U slu€ajevima akceleracije imunoloskog
odgovora tipa Thl i povecanja sekrecije IL-18 i TNFa, dolazi do posljedi¢ne stimulacije
sekrecije IL-6, koji sa svoje strane suprimira aktivhost Th1l i favorizra aktivhost Th2 limfocita,
Sto je za dalji tok trudnoce povoljnija varijanta. Kao vrlo snazan stimulator produkcije protutijela,
koja u trudno¢i mogu biti usmjerena protiv postelji¢nih tkiva i ne sasvim bezopasna, pove¢ana
sekrecija IL-6 bi mogla kompromitirati daljnju trudno¢u, medutim dokazano je da su ta

protutijela nekompletna i funkcionalno skoro neaktivna [24,25].

TNFa ima ulogu u mehanizmima pobacaja, resorpcije posteljice i embria [26]. Nepovoljan
utjecaj TNFa na trudnoc¢u se dovodi u vezu sa Cinjenicom da je TNFa narocito aktivan u
pogledu aktivacije apoptotickih mehanizama na proliferativnim tkivima, izmedu ostalog i
trofoblastnom tkivu. Svaka povecana aktivnost TNFa u trudno¢i vodi prema teSskom

kompromitiranju gravidne imunoregulacije i dovodi u pitanje daljnju sudbinu trudnoce.

IL-1B, zajedno sa IL-6 i IL-18 je klju€ni posrednik upale i posreduje mnoge putove imunoloSkog
odgovora [24]. Dokazano je da IL-1B sudjeluje u indukciji ovulacije olakSavanjem ruptura
folikula [25]. Cinjenica da su pronasli nize vrijednosti IL-1B u slu¢aju neplodnosti ukazuje na to

da je ostecenje folikula mozda doprinijelo neplodnosti tih Zena [26].



1.1.4. Postupak IVF-a

Prema temeljnoj definiciji in vitro oplodnja (IVF) je proces oplodnje gdje se jajadce spaja sa
spermijem izvan tijela, in vitro ("u staklu"). Proces ukljuéuje pracenje i poticanje Zenskog
ovulacijskog procesa, uklanjanje jednog ili vide jajaSaca iz Zeninih jajnika i ostavljanje spermiju
da ih oplodi u tekucéini u laboratoriju. Nakon pocetnog dijeljenja, zigota (traje dva do 3est dana)

se implantira u Zeninu maternicu s namjerom uspostavljanja uspjes$ne trudnoce [27,28].

U postupak IVF-a je ukljuéeno vise osoba medicinskog tima. Ginekolog pod kontrolom UZV-a
prvo vadi jajne stanice iz jajnika da bi ih nakon oplodnje u drugom aktu vratio u maternicu na
implantaciju. Embriolog uzima jajne stanice izvadene iz jajnika i zapocinje proces IVF-a ili ih
pohranjuje (zamrzava) ako ima viSe stanica. Anesteziolog uspavljuje kratkotrajnom
intravenskom anestezijom zenu za postupak vadenja jajnih stanica iz jajnika. Postupak
vadenja jajaSaca izvodi se koristeéi transvaginalnu tehniku koja se zove transvaginalno oocitno
dohvacanje (TVOR- eng. transvaginal oocyte retrival) iglom koja probija vaginalni zid kako bi
se dosegli jajnici. TUGOR (eng. transvaginal ultrasound guided oocyte retrieval) jest postupak
transvaginalnog oocitnog dohvaéanja jajnih stanica izvoden pod kontrolom ultrazvuka, 3to
povecava uspjesSnost i smanjuje moguénost nuspojava. Kroz iglu se aspiriraju folikuli i
folikularna tekucina u sterilne epruvete. Dobiveni sadrZaj prenosi se embriologu i on identificira
jajne stanice. Postupak dohvaéanja obi¢no traje izmedu 20 i 40 minuta, ovisno o broju zrelih

folikula i obi¢no se radi pod svjesnom sedacijom ili i.v. anestezijom.

U laboratoriju se jajaSca odvajaju od okolnih stanica i pripremaju za oplodnju. Izbor oocita
moze se provesti prije oplodnje kako bi se odabrala jajaSca s optimalnim izgledima za uspjesnu
trudno¢u. U meduvremenu, sjeme se priprema za oplodnju uklanjanjem neaktivnih stanica i
sjemenske tekucine u procesu pod nazivom pranje sperme. Sperma i jajasSce inkubiraju se
zajedno u omjeru od oko 75000:1 kako bi doSlo do oplodnje [17]. U pregledu iz 2013. godine
rezultati su pokazali da je trajanje ove suinkubacije od oko jedan do Cetiri sata rezultiralo
znacajno viSim stopama trudnoce od onih s trajanjem 16 do 24 sata [17]. U vecini slu¢ajeva,
jajasce ¢e biti oplodeno tijekom suinkubacije. U odredenim situacijama, kao $to su nizak broj
spermija ili slaba pokretljivost spermija, jedan spermij moze se injicirati izravno u jajasce

pomocu intracitoplazmicke injekcije spermija (ICSI).

Oplodeno jaje prenosi se na poseban medij za rast i ostavlja tamo oko 48 sati dok se ne podijel
na Sest do osam stanica. Trajanje embrionalne kulture je do faze morule, dva dana do Cetiri

nakon suinkubacije, ili do faze blastociste, pet ili Sest dana nakon suinkubacije [27].



Embrionalna kultura do faze blastociste daje znaajan porast broja zivih nataliteta po prijenosu
embrija, ali daje smanjen broj embrija dostupnih za prijenos i embrionalnu krioprezervaciju,
tako da su kumulativne kliniCke stope trudno¢e povecane s prijenosom u fazi morule [29].
Transfer drugog dana umjesto tre¢eg dana nakon oplodnje ne ¢ini razliku u uspjesnosti [29].
Postoje znatno vedi izgledi za preuranjeno rodenje (omjer koeficijenata 1,3) i prirodene
anomalije (omjer koeficijenata 1,3) kod poroda u onih trudnoc¢a koje su zapocele transferom u

fazi blastociste u odnosu na fazu morule [27].

Laboratoriji su razvili metode ocjenjivanja za odredivanje kvalitete embrija. Kako bi se
optimizirala uspjeSnost trudnoce, postoje znacajni dokazi da je morfoloSki sustav bodovanja
najbolja strategija za odabir embrija [30]. Od 2009. godine kada je za klini€ku primjenu uSao
prvi mikroskopski sustav bodovanja za IVF, morfokineti¢ki sustav bodovanja je i dalje onaj koji

poboljSava uspjesnost ishoda trudnoce [28].

Sljededi korak je embriotransfer [31]. Broj embrija koji treba prenijeti ovisi o dostupnom broju
embrija, dobi Zene i drugim zdravstvenim i dijagnostickim ¢imbenicima. U zemljama kao $to
su Kanada, Velika Britanija, Australija i Novi Zeland, prenose se najvise dva embrija. U Velikoj
Britaniji i prema propisima Higher Education Financing Agency (HFEA), Zena iznad 40 moze
imati prenesena do tri embrija [32], dok u SAD-u ne postoji zakonska granica za broj embrija
koji se mogu prenijeti, iako su medicinska udruzenja dostavila smjernice za praksu. Vecina
klinika i regulatornih tijela zemlje nastoje smanijiti rizik od visestruke trudnoce koji se pojavljuje
kod embriotransfera vise embrija. Embriji se prenose u zeninu maternicu kroz tanki, plasti¢ni

kateter, vaginalnim putem.

Da bi se povecala uspjeSnost postupka Cesto se vrsi i hiperstimulacija jajnika. Hiperstimulacija
jajnika je stimulacija jajnika koja se provodi s ciliem indukcije razvoja visestrukih folikula jajnika.
Prije stimulacije takvog tipa trebalo bi napraviti analizu kandidatkinja prema parametrima koji
mogu utjecati na ishod postupka npr. dob, broj antralnih folikula i razinu anti-Muller hormona
[33]. Predvidanje npr. loSijeg ili hiper-odgovora na hiperstimulaciju jajnika odreduje protokol
doziranja hormona tijekom hiperstimulacije jajnika [33]. Uz hiperstimulaciju jajnika takoder se
koristi i supresija spontane ovulacije, za koju su dostupne dvije glavne metode: upotreba
(obi€no duljeg) protokola agonista gonadotropin oslobadaju¢eg hormon (GnRH) ili (obi¢no
kraci) protokol antagonista GnRH [33]. U standardnom dugom protokolu GnRH agonista dan
kada se pocne lije€Cenje hiperstimulacijom i oCekivani dan kasnijeg dohvacanja oocita moze
biti odabran kako bi bio u skladu s osobnim izborom, dok u protokolu o antagonistima GnRH-
a moramo se prilagoditi spontanom nastupu prethodne menstruacije. S druge strane, protokol
s antagonistima GnRH-a ima maniji rizik od sindroma hiperstimulacije jajnika (eng. ovarian

hyperstimulation syndrome - OHSS).



IVF metoda gdje se ne koriste nikakvi lijekovi za hiperstimulaciju jajnika je metoda zacecéa
Louise Brown. Ova metoda se moze uspjeSno koristiti kada Zene Zele izbjeéi nuspojave
povezane s hiperstimulacijom. HFEA je procijenila da je stopa rodenja Zive djece priblizno

1,3% po IVF ciklusu bez hiperstimulacije za zene u dobi izmedu 40 do 42 [34].

Blaga IVF stimulacija je metoda u kojoj se koristi mala doza zenskih hormona za stimulaciju
jajnika tijekom zeninog prirodnog ciklusa sa zeljom da se dobije dva do sedam jajaSaca i
implantiraju zdravi embriji [34]. Ova metoda Cini se smanjuje komplikacije i nuspojave kod zZena
te je usmjerena na kvalitetu, a ne na koli€inu jajaSaca i embrija. Ispitivanje u kojem se
usporedivalo blago lije€enje (blaga stimulacija jajnika s antagonistima GnRH-a u kombinaciji s
prijenosom jednog embrija) i standardno lije€enje (stimulacija s dugim protokolom GnRH
agonista i prijenos dvaju embrija) doslo je do rezultata da su proporcije kumulativne trudnoce
koje su rezultirale radanjem nakon prve godine bile 43,4% s blagim lijeCenjem i 44,7% sa
standardnim lije¢enjem [34]. Blagi IVF moze biti jeftiniji od konvencionalnog IVF-a i znatno

manjeg rizik od viSestruke gestacije i OHSS [35].

Kada folikuli jajnika dosegnu odredeni stupanj razvoja, provodi se indukcija konacnog
sazrijevanja oocita, injekcijom ljudskog korionskog gonadotropina (eng. human chorionic
gonadotropin - hCG), §to je poznato kao "pucanj okida¢a" [36]. HCG djeluje kao analog
luteiniziraju¢eg hormona, a ovulacija se javlja izmedu 38 i 40 sati nakon jednokratne injekcije
hCG-a [36]. IzvlaCenje jajaSaca izvodi se u vrijeme izmedu 34 i 36 sati nakon hCG injekcije, to
jest, neposredno prije o€ekivanog pucanja folikula. hCG injekcija povezana je s rizikom
sindroma hiperstimulacije jajnika. Koriste¢i GnRH agonist umjesto hCG eliminira se vecina
rizika od OHSS-a, ali sa smanjenom stopom isporuke prijenosa svjezih embrija [36]. 1z tog

razloga, mnogi centri zamrzavaju sve jajne stanice ili embrije nakon koriStenja GnRH.
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1.2.Intravenska anestezija

1.2.1. Postupak intravenske anestezije

Izbor anestezije ovisi 0 vrsti operativhog zahvata koji ¢e biti izveden. Za dugotrajne kirurske
zahvate danas se najc¢eSc¢e koristi balansirana anestezija gdje se za uvod u anesteziju koriste
intravenski anestetici, a za odrzavanje anestezije kombinacija inhalacijskih anestetika, opioida
i miorelaksansa. U novije vrijeme moze se koristiti i totalna intravenska anestezija kod duljih
kirur8kin zahvata uz primjenu pumpi koje pomoc¢u racunalnih programa kontinuirano
infundiraju intravenski anestetik prema izraCunu na temelju mjerenja koncentracije lijeka u krvi,

a sa ciljem odrzavanja Zeljene koncentracije u mozgu.

Za kratkotrajne operativne postupke nizeg bolnog podrazaja primjerena je kratkotrajna
intravenska anestezija. Postupak podrazumijeva uvod i odrzavanje anestezije davanjem
intravenskih lijekova na postavljen intravenski put. Lijekovi koji se primjenjuju su kombinacija
intravenskog anestetika i opijatnog analgetika. Postupak je u vremenskom trajanju do pola
sata. Tijek postupka obi¢no ne zahtijeva koridtenje endotrahealnog tubusa, veé se bolesnik
ventilira preko maske, smjesom plinova 100% kisika i zraka u omjeru 50:50. Za postupak
bolesnik mora biti nataste kako bi se izbjegla jedna od najéescih komplikacija anestezije, a to

je povraéanje. Bududéi bolesnik nije intubiran na to se mora posebno obratiti paznja.

Postupak intravenske anestezije za aspiraciju jajnih stanica provodi se kroz dnevnu bolnicu,
Sto podrazumijeva odlazak kuéi isti dan. Medutim, potrebno je sprovesti nadzor struénog
medicinskog osoblja najmanje dva sata poslije anestezije i pratiti razvoj mogucih komplikacija

(najceS¢e mucnina i povracanije).

1.2.2. Intravenski anestetici

Intravenski anestetici su skupina lijekova koja se koristi u anesteziji s ciliem uvoda i odrzavanja
opCe anestezije. ZajedniCko djelovanje svih intravenskih anestetika je depresija srediSnjeg
zivCanog sustava razliCitog stupnja. Razinu anestezije potrebnu za operativni zahvat
intravenski anestetici postizu tek kod velikih doza, pri ¢emu je depresija srediSnjeg Ziv€anog

sustava tolikog stupnja da opasno ugrozava kardiovaskularni sustav (hipotenzija) i respiratorni

11



sustav (depresija disanja). Zato se intravenski anestetici u sklopu op¢e anestezije kombiniraju
s drugim skupinama lijekova (opioidnim analgeticima, inhalacijskim anesteticima,

miorelaksansima).

Kombinacija lijekova omogucuje davanje manje doze pojedinog lijeka za trazeni ucinak i time
manje nuspojava svakog lijeka. Intravenske anestetike (slika 1.) mozemo podijeliti prema
kemijskoj strukturi: derivati barbituratne kiseline (tipenton), derivati imidazola (etomidat),
derivati fenola (propofol), derivati fenilciklidina (ketamin), derivati benzodiazepina
(midazolam), derivati steroida (altezin). Mozemo ih podijeliti i prema brzini dijelovanja:
brzodjelujuci i sporodjelujuéi. Brzodjelujuéi su: tiopental, etomidat, propofol, a sporodjelujuci

su: ketamin i midazolam.

Za brzinu i duljinu djelovanja intravenskih anestetika vazna je njihova farmakokinetika.
Farmakokinetika svakog lijeka sastoji se od nekoliko procesa: aplikacija, distribucija,
razgradnja i eliminacija. Aplikacija intravenskih anestetika je, kao §to i ime kazuje, intravenskim
putem. Moze biti jednokratna (bolus) aplikacija, videkratna aplikacija iste ili razliCite doze,

kontinuirana aplikacija (infuzijom, TCI pumpe).

Distribucija intravenskih anestetika objasnjava se teorijom tri odjelika: krv, tkiva koja su dobro
prokrvljena i tkiva koja su slabije prokrvljena. Lijek, kao i svaka tvar, tezi stanju dinamicke
ravnoteze te tezi postizanju jednake koncentracije u sva tri odjeljka. U startu, prilikom davanja
bolus doze to nije odmah moguce. Koncentracija lijeka najveca je u krvi, zatim u tkivima koja
su dobro prokrvljena pa tek onda u tkivima koja su slabo prokrvljena. Nakon toga dolazi do
redistribucije lijeka prema stanju dinamicke ravnoteze gdje se smanjuje koncentracija lijeka u
dobro prokrvljenim tkivima, a raste u slabije prokrvljenim. Buduéi mozak spada u dobro
prokrvijena tkiva glavni razlog prestanka djelovanja intravenskog anestetika kod bolus doze je
proces redistribucije. Koncentracija lijeka koja osigurava dovoljno duboku i sigurnu anesteziju

naziva se ciljna koncentracija (engl. targeted concentration).

Intravenski anestetici razgraduju se u jetri i na taj nacin eliminiraju iz krvotoka. Klirens je mjera
brzine eliminacije anestetika. Klirens je volumen plazme iz kojeg se anestetik potpuno ukloni
u jedinici vremena. Brzina eliminacije intravenskog anestetika je vazan faktor prilikom
koristenja perfuzora i kontinuirane aplikacije intravenskog anestetika kada smo veé postigli
stanje ravnoteZe koncentracije lijeka u organizmu u sva tri odjeljka (eng. steady state). Tada
je brzina infuzije direktno ovisna o klirensu. Danas postoje automatizirani sustavi infudiranja
gdje se pomocu raCunalnog programa izraunava brzina infundiranja ovisno o izmjerenoj

concentration). Koriste se prilikom totalne intravenske anestezije.
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Slika 1. Kemijska struktura intravenskih anestetika (Izvor: Ronald D. Miller, Millers Anesthesia,
4th Edition).

1.2.3. Propofol

Na receptorskoj razini propofol ima nekoliko mehanizama djelovanja [37]. Osnovni mehanizam
djelovanja je potenciranje aktivhosti GABAA receptora (y-aminomaslac¢na kiselina, GABA eng.
y-aminobuthyric acid) i stoga djelujuci kao "GABAA receptor" pozitivni modulator [38], ¢ime se
usporava vrileme zatvaranja kanala. Pri visokim dozama, propofol moze aktivirati GABAA
receptor u odsutnosti GABA [39], te se pona3a kao agonist GABAA receptora [40]. Neka
istrazivanja su takoder predlozila da endogeni kanabinoidni sustav moze svojim jedinstvenim
svojstvima znatno doprinijeti djelovanju propofola kao anestetika [41]. Istrazivanje
elektroencefalogramom (EEG) na pacijentima u opéoj anesteziji propofolom pokazala su da

propofol uzrokuje smanjenje kapaciteta za integraciju podataka u mozgu [42] .

Propofol je velikim dijelom vezan za proteine plazme i metabolizira se konjugacijom u jetri [43].
Procjenjuje se da je poluvrijeme eliminacije propofola izmedu 2 i 24 sata. Medutim, trajanje

njegovog klinickog ucinka je mnogo krace, jer se propofol brzo redistribuira u periferna tkiva
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[43]. Sve navedeno Cini ga lijekom brzog i kratkog djelovanja koji rezultira smanjenom razinom
svijesti i nedostatkom pamcéenja za dogadaje [37] . Koristi se za pocetak i odrZzavanje opce
anestezije, sedaciju mehanicki ventiliranih bolesnika u jedinicama intenzivnog lije€enja i kao
proceduralna sedacija [37]. Njegova uporaba nije povezana s muéninom kao kod opioidnih
ljekova. Zbog ovih karakteristika brzog nastupa i oporavka uz amnestijske uc€inke [44] doslo
je do raSirene uporabe lijeka za sedaciju i za anesteziju. Takoder se koristi za status

epileptickog napada ako drugi lijekovi nisu pomogli [45].

Maksimalni ucinak traje oko dvije minute od primjene i obi¢no traje pet do deset minuta [45].
Ceste nuspojave ukljuuju nepravilan rad srca, nizak krvni tlak, osjeéaj Zarenja na mjestu
injiciranja i zaustavljanje disanja [45]. Druge ozbiljne nuspojave mogu ukljuCivati napadaje,
infekcije u slu€aju nepravilng koristenja, ovisnost i propofol infuzija sindrom s dugoro¢nom

uporabom [45].

Propofol nije lijek protiv bolova, stoga se uz njega za potrebu analgezije najéesée koristite
opioidi. Propofol je za indukciju i odrZzavanje opCe anestezije uglavhom zamijenilo tiprental
[46]. Kada se koristi za intravensku sedaciju, jednokratna doza propofola obi¢no prestaje u
roku od nekoliko minuta [47]. MoZe se primijeniti kao dio tehnike odrzavanja anestezije koja se
naziva totalna intravenska anestezija pomocu ruéno programiranih infuzijskih crpki ili
raCunalnim infuzijskim crpkama u procesu koji se naziva ciljno kontrolirana infuzija ili TCI.
Upotreba propofola za proceduralnu sedaciju rezultira brZzim oporavakom u odnosu na
midazolam [47]. MozZe se kombinirati s opioidima ili benzodiazepinima prilikom i.v. anestezije
ili sedacije ukoliko je to zbog prirode medicinskog zahvata potrebno. Zbog brzog indukcije i
oporavka, propofol je u Sirokoj primjeni za sedaciju dojencadi i djece koja prolaze MRI [48].
Kod djece se Cesto koristi u kombinaciji s ketaminom jer zajedno imaju maniji rizik razvoja

nuspojava [48].

Jedna od najucestalijih nuspojava propofola je bol prilokom aplikacije, posebno u manjim
venama. Ova bol proizlazi iz aktivacije receptora boli, TRPA1 [45,49], koji se nalazi na
osjetilnim Zivcima i moze se ublaZiti prije lijeCenja lidokainom. Kada se infuzijom ubrizgava
sporije i koristi se deblja vena, bol je manje izraZzena. Dodatne nuspojave ukljuuju nizak krvni
tlak koji je uzrokovan primarno vazodilatacijom. Propofol ima izrazenije hemodinamicke ucinke
u odnosu na mnoge intravenske anestetike [49]. U izvjeS¢ima o padu krvnog tlaka od 30% ili
viSe, smatra se da su barem djelomi¢no uzrokovane inhibicijom ziv€anih aktivnosti [50]. Taj se
uCinak odnosi na dozu i brzinu primjene propofola, a moze se potencirati opioidnim
analgeticima [51]. Propofol takoder moZe uzrokovati smanjenu sistemsku vaskularnu
rezistenciju, smanjen protok krvi kroz miokard i smanjenu potrosSnju kisika miokarda, putem

izravne vazodilatacije [52].
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Kao respiratorni depresiv, propofol ¢esto uzrokuje apneju. Pojavnost apneja moze ovisiti o
Cimbenicima kao 3to su premedikacija, primijenjena doza, i brzina primjene i ponekad moze
trajati duze od 60 sekundi [53]. Propofol smanjuje respiratornu frekvenciju i samim time i
minutni volumen disanja. Smanjenje mozdanog protoka krvi, smanjenje cerebralne potrosnje
kisika, i pad intrakranijalnog tlak su karakteristike utjecaja propofola na centralni ziv€ani sustav

(CNS, eng. central nervous system) [54].

Ozbiljnija, ali rijetka nuspojava je distonija [55]. Blagi miokloni¢ki pokreti su Cesti, kao i kod
drugih intravenskih anestetika. Primijeceno je da pogorSava kvalitetu spavanja u nekih
bolesnika [56,57].

Propofol je otkriven 1977. godine i odobren za uporabu u Sjedinjenim Ameri¢kim Drzavama
1989. godine te je na popisu osnovnih lijekova Svjetske zdravstvene organizacije,
najucinkovitijih i sigurnih lijekova potrebnih u zdravstvenom sustavu. Dostupan je kao genericki
lijek. Kao i kod bilo kojeg drugog intravenskog anestetika, propofol treba primijeniti samo ako
su dostupni primjereno obuceno osoblje i aparati za pracenje vitalnih funkcija, kao i moguc¢nost

pravilnog upravljanja diSnim putem, opskrba dodatnim kisikom i umjetna ventilacija [46].

1.3. Premedikacija

1.3.1.Postupak premedikacije

Prije primjene opCeg anestetika, anesteziolog moze primijeniti jedan ili vide lijekova koji
nadopunjuju ili poboljSavaju kvalitetu ili sigurnost anestezije i operativhog postupka u cjelini.
NajCesce su to lijekovi kojima je svrha anksioliza i sedacija, medutim postoje i mnogi drugi
razlozi za administraciju lijekova u premedikaciji (antiemetici, tromboprofilaksa, antihistaminici

i potrebna kroni¢na terapija).

Kao lijek za premedikaciju najceSce se koristi midazolam, benzodiazepin kojeg karakterizira

brz po€etak djelovanja i kratko trajanje, ucinkovit je u smanjenju preoperativne anksioznosti,
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uklju€ujuci anksioznost odvajanja djece od roditelja [58]. U premedikaciji se moze koristiti i

klonidin, alfa-2 adrenergicki agonist [59].

Premedikacija klonidinom smanjuje potrebu za indukcijskim lijekovima, lijekovima za
odrzavanje opc¢e anestezije i potrebu za postoperativhim analgeticima [59,60]. Takoder
smanjuje postoperativno drhtanje, postoperativnu mucninu i povraéanje te mogucnost
nastanka delirija. Medutim, kod oralne primjene klonidina moze proc¢i i do 45 minuta prije
postizanja punog ucinka, a ima i svoje nedostatke koji uklju€uju hipotenziju i bradikardikardiju
[61].

Melatonin je utvrdeno ucinkovit kao anestetik premedikacije u odraslih i djece zbog svojih
hipnoti¢kih, anksiolitskih, sedativnih, antinociceptivnih, i antikonvulzivnih svojstava [62]. Za
razliku od midazolama, melatonin ne narudava psihomoriku te na taj nacin ne ometa oporavak.
Oporavak je brzi nakon premedikacije s melatoninom nego midazolamom, a tu je i smanjena
incidencija post-operativnhe agitacije i delirija [63]. Melatoninska premedikacija takoder

smanjuje potrebnu indukcijsku dozu propofola lli tiopentala [63].

Jo$ jedan primjer premedikacije je preoperativha primjena beta adrenergi¢kih antagonista
kako bi se smanijila incidencija postoperativne hipertenzije, sr€ane disaritmije ili infarkta
miokarda. Anesteziolozi mogu primijeniti i antiemetik kao §to su ondansetron, droperidol ili

deksametazon u premedikaciji kako bi se sprije€ila postoperativha muc¢nina i povraéanje.

Takoder se primjenjuje i subkutani heparin u premedikaciji kako bi se smanjila incidencija
duboke venske tromboze. Drugi premedikacijski lijekovi ukljuuju opioide kao sto su fentanil ili
sufentanil, gastrokineticki lijekovi kao $to su metoklopramid i antagonisti histamina kao 5to je

Sinopen.

NefarmakoloSske premedikacijske intervencije ukljuCuju sluSanje opustajuée glazbe i
smanjenje razine ambijentalnog osvjetljenja i buke kako bi se odrzao ciklus sna i budnosti [64].
Te su tehnike posebno korisne za djecu i bolesnike s intelektualnim teSko¢ama, odnosno za
one koji slabije razumiju $to ¢e im se zapravo raditi. Minimiziranje senzorske stimulacije ili
distrakcija putem video igara moze pomoc¢i u smanjenju tjeskobe prije kretanja u operacijsku
salu. Vece visoko kvalitete studije su potrebne za potvrdu najucinkovitijih nefarmakoloskih

pristupa za smanjenje tjeskobe [60].
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1.3.2. Benzodiazepini

Benzodiazepini su razvijeni kao skupina lijekova €ija je jezgra po kemijskoj strukturi fuzija
benzenovog prstena i diazepin prstena. Benzodiazepini, smanjuju podrazljivost neurona preko
povecanja u€inkovitosti mozdanog neurotransmitera GABA-e [65]. Time dolazi do smanjenja
komunikacije izmedu neurona i stoga imaju smiruju¢i u€inak na mnoge funkcije mozga. GABA

kontrolira podrazdrazljivost neurona vezivanjem na GABAA receptor [65].

GABAA receptor je proteinski kompleks koji se nalazi u sinapsi neurona. GABAA receptori su
ionski kanali koji provode kloridne ione u neuron. GABAA receptor ima dva vezna mjesta za
neurotransmiter GABA. Ovaj receptorski kompleks sadrzi jedno vezno mjesto za
benzodiazepine. Vezanje benzodiazepina na ovaj receptorski kompleks ne mijenja vezanje
GABA-e [65].

Za razliku od drugih pozitivnih alosteri¢kin modulatora koji poveéavaju vezanje liganda,
benzodiazepinski djeluje kao pozitivan alosteriCki modulator poveéanjem ukupne provodljivosti
kloridnih iona u neuron kada je GABA veé vezana za svoj receptor. Ovaj povecani priljev
kloridnih iona hiperpolarizira membranski potencijal neurona. Kao rezultat toga, razlika izmedu
potencijala odmora i potencijala praga je povecana ¢ime je okidanje impulsa u neuronu je
manje vjerojatno. Razliite podvrste GABAA receptora imaju razliCite distribucije unutar
razliitih podrucja mozga i stoga kontroliraju zasebne krugove neurona. Razli¢ita aktivacija
podtipova GABAA receptora od strane benzodiazepina moze rezultirati razlicitim

farmakolo$kim djelovanjem [65,66].

Podtip GABAA receptora koji veze benzodiazepine naziva se benzodiazepinski receptor.
GABAA receptor je heteromer sastavljen od pet podjedinica, naj¢e3¢i su dva alfa, dva beta, i
jedan gama (a2B2y1). Za svaku podjedinicu postoje mnoge podvrste (a1 —6, 1 -3 iy1 —3).
GABAA receptori koji se sastoje od razli¢itih kombinacija podjedinica imaju razli¢ita svojstva,
razliCite distribucije u mozgu i razli€ite aktivnosti u odnosu na farmakoloske i klinicke ucinke
[67].

Benzodiazepini veZu se na a podjedinicu na GABAA receptoru. Vezanje takoder zahtijeva da
alfa podjedinice sadrze aminokiselinu histidin na veznom mjestu (to su: a1, a2, a3 i a5
podjedinice GABAA receptora). Benzodiazepini ne pokazuju afinitet za GABAA receptore a4 i
a6 gdje je histidin zamijenjen argininom [67]. Nakon Sto se veze na benzodiazepinski receptor,
benzodiazepinski ligand zadrzava benzodiazepinski receptor u konformaciji u kojoj ima veci
afinitet za neurotransmiter GABA. To povec¢ava ulestalost otvaranja kloridnog ionskog kanala

i posljedi€no hiperpolarizira membranu neurona. Ligandi s visokom afinitetom za a1
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podjedinicu povezani su sa snaznijim hipnotickim u€incima, dok oni s viSim afinitetom za a2

i/ili a3 podjedinicu imaju veéu anksioliticku aktivnost [67,68].

U smislu krajnjeg uCinka benzodiazepina, slicnosti ove porodice lijekova su prevelike da bi ih
odvojili u pojedinatne kategorije kao Sto su izolirano anksiolitici ili hipnotici. Na primjer,
benzodiazepinski lijek koji se primarno koristi kao hipnotik primijenjen u niskim dozama djeluje

anksiolitiCki, dok onaj koji se koristi kao anksiolitik pri viSim dozama izaziva san [66].

Benzodiazepini djeluju i na periferne benzodiazepinske receptore. Periferni benzodiazepinski
receptori su prisutni u tkivu perifernog ziv€anog sustava, na glija stanicama, u imunoloskim
stanicama u gastrointestinalnom traktu te u manjoj mjeri u srediSnjem Zivéanom sustavu [69].
Periferni receptori nisu strukturno povezani ili spojeni na GABAA receptor. Oni moduliraju
imunoloski sustav i uklju€eni su u odgovor tijela na ozljede [70]. Benzodiazepini funkcioniraju i
kao slabi inhibitori ponovne pohrane adenozina $to se smatra odgovornim za neke od njihovih

antikonvulzivnih, anksioliti¢kih i misiéno relaksiraju¢ih u¢inaka [70].

Ucinak benzodiazepina na GABAA receptor u klinickom smislu rezultira sedacijom, hipnozom,
anksiolizom, antikonvulzivnim u€inkom, i miSiénom relaksacijom. Visoke doze mnogih krace-
djelujucih benzodiazepina takoder mogu uzrokovati anterogradnu amneziju i disocijaciju. Ta
svojstva Cine benzodiazepine korisnim u lijecenju tjeskobe, nesanice, agitacije, napadaja
panike, konvulzija, gréeva miSica, simptoma predoziranja alkoholom te kao lijek za
premedikaciju za medicinske ili stomatoloSke zahvate [71]. Benzodiazepini, kao skupina
ljekova u danasnjoj klinickoj praksi, smatraju se sigurnim i ucinkovitim za kratkoro¢no
koristenje, iako se kognitivho ostecenje i paradoksalni efekti kao $to su agresija ili gubljenje
inhibicija u ponasanju povremeno javljaju. Manjina ljudi moze imati paradoksalne reakcije kao

Sto su pogorSana agitacija ili panika [72].

Dugotrajna uporaba je kontroverzna zbog zabrinutosti o smanjenju ucinkovitosti, razvoju
fizicke ovisnosti, sindroma sustezanja i poveéanog rizika od demencije [73-75]. Prema
Nacionalnom Institutu za zdravlje i kliniCku izvrsnost, Velika Britanija, benzodiazepini se mogu
koristiti, ako je potrebno, u neposrednom upravljanju generaliziranim anksioznim
poremecajem. Medutim, ne smiju se davati dulje od dva do Cetiri tjedna. Benzodiazepini su
takoder povezani s poveéanim rizikom od samoubojstva [76]. Potreban je oprez kada se
benzodiazepini koriste u osoba s poremecajima osobnosti ili intelektualnim teSko¢ama zbog
Cestih paradoksalnih reakcija agitacije [77] . Pojedinci s anamnezom ovisnosti o alkoholu,
opioidima i barbituratima ne smiju koristiti benzodiazepine, jer postoji rizik od situacija opasnih
po Zivot u slu€aju interakcije sa sredstvom ovisnosti [77]. Zbog njihog u€inka na miSi¢énu

relaksaciju, benzodiazepini mogu uzrokovati respiratornu depresiju kod osjetljivih pojedinaca.
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Iz tog razloga, oni su kontraindicirani kod ljudi s miastenijom gravis, opstruktivnom apnjeom u

snu, bronhitisom i kroniénom opstruktivnom pliénom boles¢éu [77,78].

Postoje kontroverze u vezi sa sigurnod¢u benzodiazepina u trudnoci. lako nisu veliki
teratogeni, ostaje nesigurnost u vezi s tim uzrokuju li oni rascjep nepca u malom broju beba
[79]. Poznato je da uzrokuju simptome odvikavanja u novorodenc¢adi. Veéina se primjenjuje
oralno, medutim, oni se takoder mogu dati intravenski, intramuskularno ili rektalno [80]. U
bolni¢kom okruzeniju, intravenski klonazepam, lorazepam i diazepam su prvi red izbora. U
vanbolni¢kim uvjetima, intravenska primjena nije prakti¢na i tada se koristi rektalni diazepam

ili bukalni midazolam, a preferira se midazolam jer je njegova administracija jednostavnija [81].

Benzodiazepini su podijeljeni na one koji djeluju dugo, one koji djeluju srednje dugo i one s
kratkim djelovanjem. Kratkodjeluju¢i spojevi imaju poluvijek od 1 — 12 sati. Primjeri su
brotizolam, midazolam i triazolam. Srednje dugo-djelujuéi spojevi imaju poluvijek od 12 — 40
sati. Primjeri su alprazolam, estazolam, flunitrazepam, klonazepam, lormetazepam,
lorazepam, nitrazepam i temazepam. Dugodjelujuéi imaju poluvijek od 40 — 250 sati. Oni imaju
rizik od nakupljanja u starijih osoba i osoba s teSko oste¢enom funkcijom jetre. Primjeri su

diazepam, clorazepat.

Prvi benzodiazepin, klordiazepoxide (Librium), otkriven je slu¢ajno. Otkrio ga je Leo Sternbach
1955. godine. Kao lijek stavljen je na raspolaganje 1960. godine od strane Hoffmann — La
Roche. Sljedeéi se poceo koristiti benzodiazepinski lijek diazepam (Valium) 1963. godine [82].

U 1977. godini benzodiazepini su bili globalno najviSe propisivani lijekovi [82].

1.3.3. Midazolam

Midazolam je 8-klor-6(2-fluorofenil-1-metil)-imidazo-benzodiazepin [83]. Mjesto djelovanja je
modulacija sinapti¢kog prijenosa impulsa vezanjem na GABAA receptor. Uzrokuje anksiolizu,

te ima hipnoticki i antikonvulzivni u€inak. Midazolam spada u prave agoniste.

Farmakokinetika midazolama razlikuje se ovisno o nadinu primjene [84]. Nakon brze
intravenske injekcije koncentracija u plazmi vra¢a se unutar 15 min na 15% do 20% od pocetne
vrijednosti, dok nakon dva sata pada na 5%. Metabolizira se u jetri pri ¢emu nastaje aktivni
metabolit hidroksi-midazolam [84]. Nakon intramuskularne injekcije midazolam se resorbira za
deset minuta [85]. Nakon peroralne primjene ucinak zapocinje nakon 20 minuta, a za 30 do 45

minuta doseze maksimalan sedacijski ucinak [86].
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Ucinci midazolama prisutni su na svim glavnim organskim sustavima. U CNS-u smanjuje
potroSnju kisika i smanjuje protok krvi kroz mozak. Uzrokuje amneziju, u viSim dozama
hipnozu, te podize prag za razvoj epileptiformnih gr€eva [87]. Mijenja elektroencefalogram
(EEG) na nacin da se pojavljuje beta ritam. U respiratornom sustavu izaziva respiratornu
depresiju u trajanju do 120 min nakon intravenske primjene (ovisno o dozi). Na
kardiovaskularni sustav nema jaci depresivni ni hipotenzivni ucinak, ali moZe imati u

kombinaciji sa drugim lijekovima.

Indikacije za primjenu midazolama u anesteziji: premedikacija, kombinirana intravenska
anestezija, sedacija kod regionalne anestezije, lijecenje gréeva kod predoziranja lokalnim
anestetikom, sedacija djece za medicinske postupke koji zahtijevaju mirovanje [84].
Kontraindikacije za primjenu midazolama su: preosjetljivost na benzodiazepine, miastenija

gravis.

Predoziranje midazolamom smatra se medicinskim hitnim sluCajem i opcenito zahtijeva
neposrednu pozornost medicinskog osoblja. Predoziranje u zdravih pojedinaca je rijetko po
Zivot opasno s pravilnom medicinskom podrdkom [71]. Medutim, toksi¢nost se povecava kada
su u kombinaciji s drugim CNS depresorima kao Sto su alkohol, opioidi, ili tricikli¢ki
antidepresivi. Toksic¢nost, predoziranja i rizik od smrti takoder je povecan u starijih osoba i onih
s opstruktivnnom pluénom bolesti i pri intravenskom koristenju. Antidot za predoziranje
midazolamom je flumazenil [71]. lako je ucinkovit u antagoniziranju ucinaka benzodiazepina
ne koristi se rutinski jer moze potaknuti napadaje u mjeSovitim predoziranjima [88,89]. U
anestezioloSkoj praksi flumazenil se koristi u situacijama kada se Zeli ponistiti u€inak
midazolama zbog brzeg razbudivanja bolesnika. Takva administracija povezana je s moguc¢im

rizicima i nuspojavama, kao $to su nagli porast tlaka i pulsa te nemir i agitacija.

Simptomi predoziranja midazolama mogu ukljucivati: ataksiju, disartiju, nistagmus, nerazumljiv
govor, somnolenciju, mentalnu zbunjenost, hipotenziju, respiratorni zastoj, vazomotorni
kolaps, oSsteCenje motorne funkcije i oslabliene reflekse, poremeéenu koordinaciju,

poremecaje ravnoteze, vrtoglavicu, komu i smrt [88,89].
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1.4. Oksidacijski stres

Stanica je u stanju oksidacijske homeostaze kada su oksidacijski i redukcijski procesi u
ravnotezi. Prema tome, oksidacijski je stres pomak ravnoteze u oksidacijsko-redukcijskim
procesima prema oksidaciji [90]. Ovo stanje moze biti izazvano ili povecanim stvaranjem
reaktivnin kisikovih vrsta (ROS, eng. Reactive Oxygen Species) ili smanjenom
antioksidacijskom zastitom [91]. | ROS i antioksidacijska zastita bitni su za normalan
metabolizam stanice, provodenje signala i regulaciju stani¢ne funkcije [90,91]. Kako bi
sprijeCile osteéenja proteina, lipida, DNA i RNA nastala djelovanjem oksidacijskog stresa,
stanice aktiviraju sustave enzimskih i neenzimskih obrambenih mehanizama koji uklanjaju

ROS i popravljaju ili degradiraju oSte¢ene molekule.

1.4.1. Reaktivne kisikove vrste (ROS)

ROS karakterizira iznimno visoka reaktivnost, sto je rezultat njihova nastojanja da popune
valentnu orbitalu, spare nespareni elektron koji posjeduju i time postignu stabilnu elektronsku
konfiguraciju [92].

Lancana reakcija nastajanja ROS-a :

O, + e > * Oy ( superoksidni anion )

Oz + 2H* - 2HO- ( hidroksidni radikal )

*HO, + e + 2H* > H,0, ( vodikov peroksid )

MoZemo ih podijeliti na slobodne radikale kisika (superoksidni anion, peroksidni anion,
hidroksilni anion) te reaktivne neradikalne derivate kisika (vodikov peroksid, ozon) [91].

Osim ROS postoje i reaktivne vrste duSika ( RNS — engl. reactive nitrogen species ) u koje
ubrajamo molekule kao peroksinitrit (ONOQ?) ili nitrozilni kation [N=0]* [91].

Endogeni izvori ROS-a su: mitohondrij (oksidativha fosforilacija, transport elektrona),
endoplazmatski retikulum, plazmatska membrana i peroksisom. Tijekom mitohondrijskog
oksidativnog metabolizma, vecina kisika se reducira do vode, no procijenjeno je da se 4% do

5% pretvori u ROS, primarno superoksidni anion (¢0?%).
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Egzogeni izvori ROS-a su: ionizirajuée zracenje, infekcije patogenima (stimulirani makrofazi

otpustaju ROS kao mehanizam obrane protiv patogena), izlaganje herbicidima ili insekticidima.

1.4.2. Antioksidacijski enzimi

Kako bi se stanice obranile od stresa doSlo je do razvoja nekoliko enzimatskih sustava za
neutralizaciju slobodnih radikala i ROS-a. Oni oblikuju endogeni obrambeni mehanizam zastite
stanice od ostecéenja izazvanih slobodnim radikalima i drugim elektrofilnim &esticama [92]. Ovi
enzimi su: superoksid dismutaza, katalaza, glutation enzimatski sustav [93]. Enzimi zahtijevaju
i kofaktore za optimalnu enzimatsku aktivnost. To su: zeljezo, bakar, cink, selen i mangan.
Smatra se da unos minerala u tragovima moze poboljSati u€inkovitost antioksidacijskih

obrambenih mehanizama [94].

Katalaza

Katalaza je enzim koji katalizira pretvorbu vodikovog peroksida u vodu i kisik, koriste¢i kao
kofaktor Zeljezo ili mangan [95]. Nalazi se u peroksisomima u citoplazmi stanica [96]. Ima vrlo
visoku aktivnost, to je enzim s najve¢im obrtnim brojem, jako je brz i u€inkovit [97]. Jedna
molekula katalaze moze pretvoriti milijune molekula vodikovog peroksida u vodu i kisik svake
sekunde [98]. Ima nizak afinitet prema H-O: i reakcija zahtijeva simultani ulazak dvije molekule
H.0O- na aktivno mjesto [98]. Humana katalaza po kemijskoj strukturi je tetramer sastavljen od
Cetiri podjedinice [95,96]. Kod osoba s kroni€énom granulomatoznom bole$éu postoji poremecaj
u proizvodnji peroksida te su stoga bolesnici s tom boleS¢u skloniji infekcijama odredenim

mikroorganizmima [99].
Pretvaranje vodikovog peroksida u vodu i kisik:

2 H202—>2 HZO + O

Glutation enzimatski sustav

Glutation enzimatski sustav ukljuuje glutation, glutation reduktazu, glutation peroksidazu i
glutation-S-transferazu [100]. U procesu redukcije koristi svoju sulfhidrilnu skupinu cisteina,

pomocu koje neutralizira ROS. Glutation peroksidaza je enzim koji sadrzi Cetiri selena kao
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kofaktore te katalizira razgradnju vodikovog peroksida i organskih hidroperoksida. Glutation-
S-transferaze pokazuju visoku aktivnost prema lipidnim peroksidima [101]. Ova porodica
enzima je u posebno visokoj koncentraciji prisutna u jetri jer sudjeluje u inaktivaciji egzogenih
toksina. lIstrazivanja pokazuju da glutation i vitamin C rade interaktivno u neutralizaciji

slobodnih radikala.

GSSG +NAD(P)H = 2GSH + NAD(P)*

Superoksid dismutaza

Superoksid dismutaza (SOD) je enzim koji katalizira pretvaranje superoksidnog aniona u kisik
i vodikov peroksid. Prisutna je u gotovo svim aerobnim stanicama i u izvanstani¢noj tekuéini
[102]. SOD predstavlja prvu liniju obrane od toksi¢nog efekta poviSenih razina ROS. To je
jedan od najefikasnijin enzimatskih antioksidansa [93]. SOD kao kofaktore sadrzi ione metala
kaji, ovisno o izoformi enzima, mogu biti bakar, cink, mangan ili zeljezo [102,103]. Na primjer,
kod ljudi Cu/Zn SOD je prisutna u citoplazmi, dok je Mn SOD prisutnha u mitohondrijima.

1.4.3. Stetne posljedice ROS-a

ROS zbog svoje velike reaktivnosti ulazi u kemijske reakcije s molekulama u svojoj
neposrednoj blizini i na taj nacin ostecuju lipide, proteine i DNA (eng. deoxyribonucleic acid,
deoksiribonukleinska kiselina) stanice. S DNA ROS ulaze u reakcije s bazama pri ¢emu se
mijenja njihova kemijska struktura i posljedicno dolazi do krivog sparivanja baza i nastanka
mutacija. Kod proteina ROS najCeSce uzrokuju inaktivaciju i promjenu aktivnosti zbog
oksidacijskog ostecenja [104].

Oksidacija proteina je kovalentna modifikacija proteina koju mogu uzrokovati ROS [105].
Najzastupljenija oksidacijska promjena je karbonilacija te se kao takva koristi kao marker
oStecenja proteina [106] . Proces oStecenja lipida ROS-om je lipidna peroksidacija i ukljuCuje
tri koraka: inicijacija, propagacija i terminacija [107]. Inicijacija je po€etni korak u kojem ROS
oduzima vodikov atom iz masnih kiselina nakon ¢ega nastaju alkilni radikali. U daljnjem nizu
kaskadnih reakcija dolazi do propagacije, pri ¢emu jedan ROS uzrokuje multiplikaciju
oSteéenja viSestrukonezasicenih masnih kiselina (engl. polyunsaturated fatty acids — PUFA)

[108]. ZavrSni produkti lipidne peroksidacije su reaktivni aldehidi (npr. akrolein, 4-
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hidroksinonenal - HNE, malondialdehid) [107,108]. Ovi aldehidi su stabilne, ali vrlo reaktivhe
molekule zbog Cega posjeduju sposobnost difundiranja i napadanja drugih, udaljenijih,

makromolekula ¢ime dolazi do povecanja opsega oStecenja [107,108].

1.4.4. Oksidacijski stres i njegova uloga u razvoju patologije

Postoje brojna istrazivanja koja su dokazala utjecaj ROS-a na razvoj bolesti svih organskih
sustava. Koza je organ koiji je podlozan razli€itim vanjskim utjecajima koji dovode do stvaranja
ROS-a. ROS takoder mogu nastati i endogeno u kozi [109]. Do sada je istrazena uloga ROS-
a u brojnim bolestima koze kao $to su psorijaza, vitiligo, lihen planus i atopijski dermatitis [110—
112].

Smatra se da je oksidacijski stres vazan i u razvoju neurodegenerativnih bolesti [113]
ukljuCujuci Parkinsonovu bolest, Alzheimerovu bolest, Huntingtonovu bolest, depresiju,
autizam [114] i multiplu sklerozu [115]. Neizravni dokazi putem pracenja biomarkera ukazuju
na to da oksidacijska Steta moze biti uklju¢ena u patogenezu tih bolesti, dok se kumulativni
oksidacijski stres s disrupcijom mitohondrija u neuronima povezuje s Alzheimerovom bolesti,

Parkinsonovom bolesti i drugim neurodegenerativnim bolestima [116].

Oksidacijski stres povezuje se i s odredenim kardiovaskularnim bolestima, buduéi da je
oksidacija LDL u vaskularnom endotelu prethodnik formacija plaka. Oksidacijski stres takoder
igra ulogu u ishemijskoj kaskadi kod reperfuzijske ozljede nakon hipoksije [117]. Takoder, on

pridonosi ozljedi tkiva cijelog tijela kod dijabetesa [118].

Stete prouzrokovane oksidacijskom stresom tokom godina mogu dovesti do razvoja
karcinoma. ROS moze uzrokovati izravnu Stetu na DNA, a takoder moze potisnuti apoptozu i
promovirati proliferaciju, invazivnost i metastazu [119,120]. Infekcija s Helicobacter pylori
povecava proizvodnju ROS-a u ljudskom Zelucu ¢ime povecava mogucénost razvoja karcinoma
Zeluca [119]. Opcenito, propagacija upalnih stanja s kretanjem u septi¢ni odgovor organizma

takoder se povezuje sa Stetnim uc€incima ROS-a na organizam [121,122].

Utjecaj ROS-a na humanu reprodukciju predmet je brojnih istrazivanja i smatra se uzrokom

loSije kvalitete oocita u zena [123] i smanjenog broja spermija u muskarca [124].
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2.HIPOTEZA | CILJEVI
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2.1. Hipoteza istrazivanja

Midazolam djeluje anksiolitiCki i sedacijski te bi se stoga mogao koristiti u premedikaciji za
aspiraciju jajnih stanica u postupku IVF-a za smanjenje sistemskog stresa ispitanica koje
prolaze postupak. Smanjena koliina sistemskog stresa ispitanice, koji utjeCe na oksidacijski
status organizma, mogla bi rezultirati smanjenom razinom oksidacijskog stresa u plazmi i
folikularnoj tekucini te time pozitivno djelovati na ishod IVF-a, odnosno biti ¢e vide uspjesnih

trudnoca.
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2.2. Ciljevi istrazivanja

Glavni cilj ovog istrazivanja je utvrditi utje€e li premedikacija midazolamom tijekom postupka
aspiracije jajnih stanica na koli€inu stresa u ispitanica koje prolaze postupak IVF-a. Glavni cilj
ostvariti ¢e se preko manijih cilieva kojim ¢ée se utvrditi korelira li razina stresa u plazmi
ispitanica koli€ini stresa u folikularnoj tekuéini aspiriranih folikula te ispitanice. Konacni cilj je
utvrditi utjeCe li premedikacija midazolamom u fazi aspiracije jajnih stanica na uspjednost
medicinski pomognute oplodnje (IVF/ICSI u stimuliranom ciklusu), odnosno povecava li broj

uspjesnih trudnoca.
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3.MATERIJALI | METODE
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3.1. Prikupljanje uzoraka

Istrazivanje je provedno na KBC “Sestre milosrdnice®, na odjelu za humanu reprodukciju.
Istrazivanje je odobreno od strane Etickog povjerenstva KBC Sestre milosrdnice (EP-2258/18-
3). Svakoj pacijentici je detaljno objasnjen postupak te ciljevi istrazivanja, te im se odgovorilo
na sva dodatna pitanja vezana uz istrazivanje i postupak. Nakon informacija istrazivanju,
pacijentica je donijela odluku o sudjelovanju u ovom istrazivanju te je svoj pristanak potvrdila

potpisom na prethodno pripremljeni obrazac informiranog pristanka.

Ukupno 60 pacijentica randomizacijom su podjeljene u dvije grupe: midazolamsku i kontrolnu
grupu. Midazolamska grupa primila je premedikaciju midazolamom oralnim putem tabletom od
7.5 mg 30 minuta prije poCetka postupka aspiracije. Buduéi da midazolam uzrokuje sedaciju,
pacijentice su nakon primjene midazolama bile pod kontrolom zdravstvenog osoblja kako bi
se izbjegle moguce komplikacije. Daljnji postupak bio je identi¢an kod obje ispitivane grupe te
su pacijentice pristupile postupku aspiracije pod kontrolom transvaginalnog ultrazvuka jedne
ili viSe oocita iz sazrelog folikula (eng. TUGOR- transvaginal ultrasound guided oocyte
retrieval). Neposredno prije postupka pacijentice su bile uspavane od strane anesteziologa
kratkotrajnom intravenskom anestezijom pomoéu kombinacije anestetika (propofol) i
analgetika (sufentanil). Po zavrSetku postupka pacijentice su se budile spontano. Ukoliko je

postupak prosao bez komplikacija pacijentica se dva sata nakon postupka otpustila iz bolnice.

Postupak uzimanja uzoraka bio je isti u obje grupe. Uzorak krvi venepunkcijom bio je uzet u tri
navrata: prije administracije midazolama, neposredno prije zahvata te 2 sata nakon zahvata.
Uzorak krvi se kod svakog vadenja podijelio na uzorak pune krvi, te na uzorak plazme koji su
pohranjeni u zamrziva€u na -80°C. Postupak venenepunkcije bio je izveden od strane struénog
medicinskog osoblja u uvjetima asepse iz postavljenog venskog puta. Buduci je venski put
potreba za postupak anestezije, pacijentice ovime nisu bile izlozene dodatnom postavljanju
venskog puta za vadenje krvi. Takoder, tijekom TUGOR postupka, prilikom aspiracije jajnika

uzet je i uzorak folikularne tekucine koji je takoder pohranjen u zamrzivacu na -80°C.

U sklopu standardnog protokola IVF-a pacijentice prolaze hormonsku obradu prije postupka

IVF-a. Prikupljene podatke hormonskih analiza iskoristili smo za potrebe naseg istrazivanja.
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3.2. Laboratorijske analize

3.2.1. Odredivanje ukupne aktivnosti peroksida - TOC

Za analizu ukupnih peroksida u plazmi reakcija se temelji na reakciji peroksidaze s peroksidima
u plazmi pri Cemu se reducira tetra-metil-benzidin (TMB) u plavo obojeni produkt. Nakon
dodatka otopine za zaustavljanje reakcije, tzv. stop otopine (2M H»SO,), plava boja se
proporcionalno mijenja u zutu. Intenzitet boje mjerio se spektrofotometrijski na ¢itacu ploCica
na valnoj duljini od 450 nm [125]. Kvantifikacija endogenih peroksida izrazava se u odnosu na
bazdarnu krivulju dobivenu serijskim razriedenjima H.O.. Sam tijek izvodenja TOC testa je na
nacin da su se pripremila razrijedenja H,O: koji sluzi kao standard. Zatim se u mikrotitarsku
ploCicu s 96 bunarica najprije pipetiralo 10 pl standarda te 10 ul plazme kontrolne i
midazolamske grupe ispitanica. Svaki uzorak nanosio se u triplikatu. Potom se na standarde i
uzorke dodalo 200 pl reagensa po bunariéu. Nakon inkubacije pri sobnoj temperaturi od 5
minuta izmjerila se apsorbancija pri valnoj duljini od 450 nm. Slijedila je inkubacija od 20 minuta
na temperaturi 4°C. Potom se pipetiralo 50 pl otopine za zaustavljanje tzv. stop otopine 2 M
H.SO. u svaki bunari¢ mikrotitarske ploCice. Nakon tri minute plocica se lagano protresla kako
bi se ujednacila boja te je oditana apsorbancija reakcijske otopine u bunari¢ima na ¢itacu
mikrotitarskih ploc¢ica na valnoj duljini od 450 nm. Rezultat mjerenja je izraCunat kao razlika
izmedu 2. i 1. mjerenja, te je izrazen prema bazdarnoj krivulji kao ekvivalent peroksida u

uzorku.

3.2.2. Odredivanje ukupnog antioksidacijskog kapaciteta — TAC

Odredivanje ukupnog antioksidacijskog kapaciteta temelji se na reakciji antioksidansa s
bezbojnim substratom te promjeni boje u kromogeni supstrat. Nakon dodatka otopine za
zaustavljanje reakcije tzv. stop otopine ( 2M H>SO,) plava boja se proporcionalno mijenja u
zutu. Intenzitet boje se mjeri spektrofotometrijski na &itacu plocica na valnoj duljini od 450 nm.
Kvantifikacija ukupnih antioksidansa iz plazme napravljena je u odnosu na bazdarnu krivulju
koja podrazumijeva razli€ita razrijedenja mokraéne kiseline kao najucestalijeg antioksidansa u
krvi. Alternativno se mogu Kkoristiti razrijedenja vitamina C kao standard. Reagensi su se

pripremili na sljedec¢i nacin: pomijeSalo se 10 mL pufera i 10 pl peroksida za reagens A te 5
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mL pufera, 50 pl supstrata i 5 yl peroksidaze za reagens B. Navedene mjeSavine stabilna je
15 minuta. Reakcija je zapocCela pipetiranjem 25 pl standarda, kontrola i uzorka (plazme) u
bunari¢ na mikrotitarskoj plo€ici. Zatim se dodalo 100 pl reagensa A po svakom bunaricu.
Uzorci su se inkubirali 15 minuta na temperaturi 4°C prije nego sto se dodalo 50 pl stop
otopine, 2 M H>S0O.4, po bunariéu mikrotitarske plo€ice. Potom se o€itala apsorbancija otopine
u bunari¢ima na CitaCu mikrotitarskih plocica na valnoj duljini 450 nm. Rezultat mjerenja je
izraCunat kao razlika izmedu 2. i 1. mjerenja te je zraZzen prema bazdarnoj krivulji kao
ekvivalent mokracne kiseline. Ukupni antioksidacijski kapacitet u uzorku je proporcionalan

ukupnom antioksidacijskom kapacitetu mokracne kiseline.

3.2.3. Odredivanje ukupnog glutationa

Za odredivanje ukupnog glutationa potrebno je: fosfatni pufer (100 mM, NaH.PO,, 6 mM
EDTA, pH 7,5), Ellmanov reagens (4,5 mM DTNB dinitro-blue tetrazolium), GSH reduktaza
(0,4 Uluzorak), NADPH (1,8 mM). Za test je bilo Sotrebno uzroke razrijediti na koncentraciju
0,03 mg/mL proteina. Krv se prvo lizirala i kao takva je ulazila u reakciju. Lizati su se razjedili
u 0,01M HCI na potrebnu koncentraciju proteina. Reakcija se odvijala na ledu. Nakon §to su
se uzorci nakapali, dodao se pufer za svaku komponentu. U plo€icu, u svaki bunari¢ nakapano
e 150 pL standarda/uzorka. Neposredno prije kapanja pomije$ao se Ellmanov reagens s GSH
reduktazom i NADPH u omjeru 1:1:1. Po uzorku se dodao sljede¢i omjer volumena svake
komponente 25:25:25 pL, ukupno 75 pL. Za analizu se pripremilo na nacin da su se ovi
volumeni pomnozili s brojem uzoraka (standardi + uzorci + viSak). 75 UL smjese se potom
nakapalo na svaki uzorak. Rezultat se oCitao neposredno po kapanju na 405 nm. Koncentracija

glutationa u krvi odredena je usporedbon s bazdarnom krivuljom.

3.2.4. Odredivanje katalaze

Za odredivanje katalaze potrebne su sljedece otopine: fosfatni pufer za katalazu pH 7,4 (60
mM KH2POy), stop otopina (32,4 mM amonij molibdat). Reakcija se izvela s 20 pL uzorka uz

dodatak 100 uL pufera i 100 pL 65 mM H,0O- te se ocitalo pozadinsko obojenje na 405 nm.
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Reakcija se temelji na razgradnji H.O, katalazom u punoj krvi. Princip metode temelji se na
Cinjenici da je katalaza enzim s najveéim obrtajnim brojem [97] pa je pretpostavka da ¢e H.O»
biti razgraden upravo ovim enzimom. Nakon tri do pet minuta reakcije, preostali H.O- kelirao
se s amonij- molibdatom (stop otopina) te se ostavila jednu minutu kako bi se boja stabilizirala.
Rezultat je zatim ocitan mjereéi apsorbanciju na 405 nm. Koncentracija preostalog H.O-
odredila se iz bazdarne krivulje, te se koliCina razgradenog H>O. odredila oduzimanjem

pocCetne (65 mM) i konacne koncentracije H-O- u jedinici vremena.

3.2.5. Odredivanje Interleukina 13

Interleukin 18 odreden je testom ELISA (Human anti-IL-1 beta ELISA kit, ab100562) iz
materijala folikularne tekuc€ine pacijentica. Od 60 ispitanih, dva uzorka nismo mogli dobiti tako
da je u test odredivanja interleukina 1B uslo 58 uzoraka. Standardi su bili razrjedeni po
uputama proizvodaca. Zatim se dodalo 100 pl standarda ili uzoraka u bunarié¢e, a plocica se
poklopila kako ne bi doSlo do suSenja bunari¢a te je ovako ostavljeno preko noc¢i na 4°C kako
bi se IL 1B vezao na protutijela kojima su prekriveni bunarici. Sljedeci dan se cijela plo€ica
isprala Cetiri puta po 300 pl s otopinom za ispiranje. Vazno je dobro osusiti bunari¢e nakon
ispiranja. Potom se dodalo 100 pl biotiniliranog anti-IL1B protutijela u svaki bunari¢ te se
inkubiralo jedan sat na sobnoj temperaturi. Ponovno se ispralo Cetiri puta s 300 pl otopine za
ispiranje. Zatim se dodalo 100 pl HRP-streptavidina u svaki bunari¢ i inkubiralo 45 minuta na
sobnoj temperaturi. Ponovno je slijedilo ispiranje Cetiri puta s 300 ul otopine za ispiranje. Zatim
se dodalo 100 pl TMB reagensa u svaki uzorak i inkubiralo se 30 minuta u mraku na sobnoj
temperaturi. Pri ovoj reakciji doslo je do promjene boje u plavu u uzorcima u kojima je prisutan
IL1B, pri ¢emu intenzitet boje ovisi o koli€ini IL13. Na kraju se dodalo 50 ul stop otopine i doslo
je do promjene boje iz plave u Zutu. Intenzitet boje o€itavalo se na ELISA ¢itaCu plocgica na

450 nm. Koli¢ina IL1B u uzorcima odredena je pomocu bazdarne krivulje.
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3.3. Utvrdivanje broja trudnoca

Sve sudionice istrazivanja pracene su nakon provedenog postupka IVF-a u smislu provjere
uspjesSnosti postupka tj. trudnoce. Zabiljezen je prvobitni porast beta HGC-a i ultrazvu€na
potvrda trudnoc¢e nakon 8 tjedana. Svim sudionicama istrazivanja zabiljezen je ishod te je
trudnicama dalje pracen tijek trudnote. Napravljena je usporedba broja trudnoca

midazolamske i kontrolne grupe.

3.4. Statisti¢ka obrada podataka

Rezultati su obradeni u Prism GraphPad programu, verzija 8.0 (GraphPad Software, SAD).
Koristene su sljededi testovi: t-test i one-way ANOVA, te Fisherov egzaktni test za analizu

frekvencija trudno¢a u obje grupe.
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4.REZULTATI
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4.1. Analiza ulaznih parametara pacijentica na poc¢etku lije¢enja

neplodnosti

Svi rezultati u skladu s istrazivanjem podijeljeni su u dvije skupine, midazolamsku i kontrolnu
skupinu. Svaka skupina sadrzi 30 ispitanica. Kako bi mogli razlugiti utjecaj midazolama od
ostalih &imbenika kod pozitivnhog ishoda postupka umjetne oplodnje, analizirani su ulazni
parametri pacijentica na pocetku lijeéenja neplodnosti. Buducéi su nalazi uzimani iz hormonske
obrade ispitanica za zahvat, neki od nalaza nisu bili dostupni. Razine hormona estradiola kod
ispitanica u istrazivanju prikazane su u odnosu na refernetne vijednosti u Tablici 1. Za dvije
ispitanice u kontrolnoj grupi i jednu u midazolamskoj grupi nije bio dostupan podatak o razini
hormona estradiola. U midazolamskoj grupi 23 ispitanice imale su normalnu razinu estradiola,
tri ih je imalo snizenu razinu, a tri su imale poviSenu razinu hormona. U kontrolnoj grupi 23
ispitanica imale su normalne razine estradiola, jedna je imala snizenu razinu hormona i ¢etiri
su imale poviSenu razinu hormona. Nema statisti¢ki znacajne razlike u razini hormona izmedu
midazolamske i kontrolne grupe za hormon estradiol.

Tablica 1. Razine estradiola u ispitanica na poc€etku lije¢enja neplodnosti po grupama u
odnosu na referentne vrijednosti.

Estradiol ( folikularna faza) midazolamska grupa kontrolna grupa
povisen 3 4
normalan ( 98.1-571) 23 23
shizen 3 1
Nije izvaden 1 2

Razina hormona progesterona nalazi se u tablici 2. i prikazane su u odnosu na referentne
vrijednosti. 19 ispitanica, od ¢ega 9 u midazolamskoj grupi i 10 u kontrolnoj nije imalo dostupnu
razinu hormona. Deset od 21 dostupnih razina hormona u midazolamskoj grupi je imalo
normalnu razinu hormona, devet je imalo snizenu razinu hormona i dvije su imale poviSenu
razinu hormona. U kontrolnoj grupi 10 od 20 dostupnih razina imalo je normalnu razinu
hormona, deset je imalo snizenu razinu, niti jedna nije imala poviSenu. Nije bilo statisticki
znacajne razlike izmedu midazolamske i kontrolne grupe u razini hormona progesterona.

Tablica 2. Razine progesterona u ispitanica na poc€etku lije€enja neplodnosti po grupama u
odnosu na referentne vrijednosti.

progesteron midazolamska grupa kontrolna grupa
poviSen 2 0
U granicama normale (5.3-86) 10 10
shizen 9 10
Nije izvaden nalaz 9 10
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Razina hormona testosterona kod ispitanica u istrazivanju prikazana je u tablici 3. Za ukupno
14 ispitanica, od ¢ega Sest u midazolamskoj grupi i osam u kontrolnoj grupi nije bio dostupan
podatak o razini hormona estradiola. U midazolamskoj grupi 23 od 24 ispitanica dostupnih
analizi imalo je normalnu razinu hormona, jedna je imala povisenu. U kontrolnoj grupi sve
ispitanice (22 od 22 dostupnih) imale su normalnu razinu hormona testosterona. Nema
statisticki znacCajne razlike izmedu midazolamske i kontrolne grupe u razini hormona
testosterona.

Tablica 3. Razine testosterona u ispitanica na pocCetku lijeCenja neplodnosti po grupama u
odnosu na referentne vrijednosti.

testosteron midazolamska grupa kontrolna grupa
PoviSen 1 0
normalan (0.22-2.9) 23 22
shizen 0 0
Nije izvaden nalaz 6 8

Nadalje, u tablici 4. nalaze se podaci o razini DHEA-S u odnosu na referentne vrijednosti.
Ukupno 22 ispitanice nisu imale izmjerenu razinu hormona dostupnu za analizu, od toga 10 u
midazolamskoj grupi i 12 u kontrolnoj grupi. U midazolamskoj grupi 19 od 20 dostupnih za
analizu imale su normalnu razinu hormona, a jedna je imala poviSenu. U kontrolnoj grupi 15
od 18 dostupnih analizi u kontrolnoj grupi su male normalnu razinu hormona, tri su imale
poviSenu. Nema statisti¢ki znaCajne razlike izmedu midazolamske i kontrolne grupe u razini
DHEA-S.

Tablica 4. Razine DHEA-S u ispitanica na pocetku lije€enja neplodnosti po grupama u odnosu
na referentne vrijednosti.

DHEA-S midazolamska grupa kontrolna grupa
povisen 1 3
normalan (1.8-7.7) 19 15
shizen 0 0
Nije izvaden nalaz 10 12

Podaci o razinama hormona prolaktina u odnosu na referentne vrijednosti nalaze se u tablici
5. Za 15 ispitanica nisu bili dostupni podaci o razinu hormona prolaktina, od toga Sest u
midazolamskoj i devet u kontrolnoj grupi. U midazolamskoj grupi 17 od 24 poznatog
hormonskog statusa imale su normalnu razinu prolaktina, kod pet je bio poviSen i kod dva
snizen. U kontrolnoj grupi 16 od 21 poznatog hormonskog statusa u kontrolnoj grupi imalo je
normalnu razinu hormona, tri su imale poviSenu razinu i dvije snizenu. Nema statisticki
znacajne razlike izmedu midazolamske i kontrolne grupe u razini hormona prolaktina

Tablica 5. Razine prolaktina u ispitanica na pocetku lijec¢enja neplodnosti po grupama u
odnosu na referentne vrijednosti.
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prolaktin midazolamska grupa kontrolna grupa
poviSen 5 3
normalan 17 16
snizen 2 2
Nije izvaden 6 9

Vrijednosti TSH hormona prikazane su u tablici 6. Za 14 ispitanica, od ¢ega osam u
midazolamskoj grupi i Sest u kontrolnoj, nije bio dostupan podatak o razini hormona TSH. Od
46 dostupnih sve su imale razinu hormona unutar normalnih referentnih vrijednosti. Nema
statisti¢ki zna€ajne razlike iznedu midazolamske i kontrolne grupe u razini TSH. Sve trudnoce
poznate vrijednosti hormona su imale normalnu razinu TSH.

Tablica 6. Razine TSH u ispitanica na pocetku lijec¢enja neplodnosti po grupama u odnosu na
referentne vrijednosti.

TSH midazolamska grupa kontrolna grupa
poviSen 0 0
Normalan (0.27-4.20) 22 24
shizen 0 0
Nije izvaden 8 6

Tablica 7. pokazuje vrijednost hormona AMH. Za 9 ispitanica, €etiri iz midazolamske i pet iz
kontrolne grupe nismo imali izvadenu razinu hormona dostupnu analizi. U midazolamskoj grupi
sedam ispitanica ima normalnu razinu AMH, dok 19 im poviSenu razinu. U kontrolnoj grupi pet
ispitanica ima normalnu razinu hormona, dok 20 ima poviSene vrijednosti. Nema statisti¢ki
znacajne razlike u hormonskom statusu AMH izmedu midazolamske i kontrolne grupe.

Tablica 7. Razine AMH u ispitanica na pocetku lije¢enja neplodnosti po grupama u odnosu na
referentne vrijednosti.

AMH midazolamska grupa kontrolna grupa
PoviSen 19 20
Normalan (0.67-9.49) 7 5
shizen 0 0
Nije izvaden 4 5

U tablici 8. nalaze se podaci za vrijednosti hormona FSH. Za Sest ispitanica, od ¢ega tri iz
midazolamske i tri iz kontrolne grupe, nije imalo dostupnu vrijednost. U midazolamskoj grupi
27 ispitanica ima normalnu razinu FSH. U kontrolnoj grupi 23 ispitanica ima normalnu razinu
hormona, dok jedna ima poviSene vrijednosti, a jedna snizene vrijednosti. Nema statistiCki
znacajne razlike izmedu hormonskog statusa midazolamske i kontrolne grupe u hormonskom
statusu FSH.
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Tablica 8. Razine FSH u ispitanica na pocetku lije¢enja neplodnosti po grupama u odnosu na
referentne vrijednosti.

FSH midazolamska grupa kontrolna grupa
poviSen 0 1
Normalan (3.5-12.5) 27 23
shizen 0 1
Nije izvaden 3 5

U tablici 9. dostupne su vrijednosti hormona LH. Za osam ispitanica, tri iz midazolamske i pet
iz kontrolne grupe, nije bila dostupna vrijednost hormona. U midazolamskoj grupi sve (27)
ispitanice su unutar normalnih vrijednosti razile LH. U kontrolnoj grupi 21 ispitanica ima
vrijednosti unutar normalnih vrijedonsti, dok Cetiri imaju poviSene razine LH. Nema staticki
znacajne razlike izmedu hormonskog statusa ispitanica midazolamske i kontrolne grupe.

Tablica 9. Razine LH u ispitanica na pocetku lije¢enja neplodnosti po grupama u odnosu na
referentne vrijednosti.

LH midazolamska grupa kontrolna grupa
poviSen 0 4
Normalan (2.4-13) 27 21
shizen 0 0
Nije izvaden 3 5

U tablici 10 nalaze se BMI svih ispitanica u istrazivanju. Najvecéi broj ispitanica nlazi se unutar
idealnog BMl-a, i u midazolamskoj i u kontrolnoj grupi. Nema statisticki znacajne razlike u BMI
izmedu midazolamske i kontrolne grupe.

Tablica 10. BMI u ispitanica na pocetku lije€enja neplodnosti po grupama.

BMI midazolamska grupa kontrolna grupa
prenizak (<19.1) 1 2
IDEALAN (19.1-25.8) 20 24
lagano visok (25.9-27.3) 3 3
visok (27.4-32.3) 3 1
previsok (32.4-45) 3 0
izrazito visok (>45) 0 0

4.2. Odredivanje ukupne aktivnosti peroksida (TOC)

Ukupni oksidacijski kapacitet mjeren je u uzorcima plazme kontrolne i midazolamske grupe

uzorkovane u tri vremenske tocCke te u uzrocima folikularne tekucine u obje grupe. Rezultati su
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analizirani odvojeno po grupama u odnosu na tri vremenske tocke, te u odnosu jedna na drugu.
Razina TOC, ukupnih peroksida u plazmi u kontrolnoj grupi ne mijenja se u razliCitim

vremenskim to¢kama u kojima su uzeti uzorci (Slika 2).

TOC - kontrolna grupa
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Slika 2. TOC u kontrolnoj grupi u tri vremenske tocke: A - uzorak uzet kod dolaska u bolnicu,
otprilike 45 minuta prije zahvata, (kada midazolamskoj grupi jo$ nije administriran lijek), B —
posredno nakon zahvata (45 min nakon administracije midazolama) i C - 2 sata hakon zahvata,

neposredno prije otpustanja ispitanica kudi

Razina TOC, ukupnih peroksida u plazmi u midazolamskoj grupi ne mijenja se u razli¢itim

vremenskim to¢kama u kojima su uzeti uzorci (Slika 3).
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Slika 3. TOC u midazolamskoj grupi u tri vremenske to¢ke: A - uzorak uzet kod dolaska u
bolnicu, 45 minuta prije zahvata, (kada midazolamskoj grupi jo$ nije administriran lijek), B —
posredno nakon zahvata (45 min nakon administracije midazolama) i C - 2 sata hakon zahvata,

neposredno prije otpustanja ispitanica kudi

Usporedbom pojedinih vremenskih to€aka izmedu kontrolne i midazolamske grupe nije se

pokazala statistiCki znaCajna razlika (Slika 4).
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Slika 4. Usporedba TOC-a u kontrolnoj i midazolamskoj grupi: A - uzorak uzet kod dolaska u
bolnicu, 45 minuta prije zahvata, (kada midazolamskoj grupi jo$ nije administriran lijek), B —
posredno nakon zahvata (45 min nakon administracije midazolama) i C - 2 sata hakon zahvata,
neposredno prije otpustanja ispitanica kugi

Usporedbom razine TOC-a u folikularnoj tekucini midazolamske i kontrolne grupe nije dobiven
rezultat statistiCki znaCajne razlike (Slika 5.).
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Slika 5. Usporedba TOC-a u folikularnoj tekuéini kontrolne i midazolamske grupe

4.3. Odredivanje ukupnog antioksidacijskog kapaciteta (TAC)

Ukupni antioksidacijski kapacitet mjeren je u uzorcima plazme kontrolne i midazolamske grupe
uzorkovane u tri vremenske toc¢ke te u uzrocima folikularne tekucine u obje grupe. Rezultati su
analizirani odvojeno po grupama u odnosu na tri vr.emenske tocCke, te u odnosu jedna na drugu.
Rezultati su prikazani grafi¢ki. Analiza ukupnog antioksidacijskog kapaciteta u kontrolnoj grupi

pokazala je porast u trecoj mjernoj to¢ci (C) u odnosu na prvu (A) (p=0,0072) (Slika 6.).
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Slika 6. TAC u kontrolnoj grupi u tri vremenske to¢ke: A - uzorak uzet kod dolaska u bolnicu,
45 minuta prije zahvata, (kada midazolamskoj grupi jo$ nije administriran lijek), B — posredno
nakon zahvata (45 min nakon administracije midazolama) i C - 2 sata nakon zahvata,

neposredno prije otpustanja ispitanica kuéi, ** statisti¢ki znacajno A vs C, p<0,01

U midazolamskoj grupi nije bilo razlike izmedu pojedinih vremenskih to¢aka uzimanja uzoraka
(Slika 7.).
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Slika 7. TAC u midazolamskoj grupi u tri vremenske tocke: A - uzorak uzet kod dolaska u
bolnicu, 45 minuta prije zahvata, (kada midazolamskoj grupi jo$ nije administriran lijek), B —
posredno nakon zahvata (45 min nakon administracije midazolama) i C - 2 sata nakon zahvata,

neposredno prije otpustanja ispitanica kugi

Usporedbom pojedinih vremenskih to¢aka izmedu kontrolne i midazolamske grupe nije se

pokazala statistiCki znacCajna razlika (Slika 8).
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Slika 8. Usporedba TAC-a u kontrolnoj i midazolamskoj grupi: A - uzorak uzet kod dolaska u
bolnicu, 45 minuta prije zahvata, (kada midazolamskoj grupi jo$ nije administriran lijek), B —
posredno nakon zahvata (45 min hakon administracije midazolama) i C - 2 sata hakon zahvata,

neposredno prije otpustanja ispitanica kuci

Mijerenje TAC u folikularnoj tekucini nije bilo moguce zbog izrazito visokog anitoksidacijskog
kapaciteta, ¢ime su unato€ prilagodavanju metode, vrijednosti bile neusporedivo vise nego u

bazdarnoj krivulji.
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4.4. Odredivanje ukupnog glutationa

Ukupni glutation je mjeren u uzorcima krvi kontrolne i midazolamske grupe uzorkovane u tri
vremenske toCke (Slika 9. i 10.). Rezultati su analizirani odvojeno po grupama u odnosu na tri
vremenske toCke, te u odnosu jedna na drugu (Slika 11.). Analiza kontrolne grupe po
vremenskim to¢kama pokazala je da u drugoj mjernoj toéci (B) dolazi do statistic¢ki zna¢ajnog
pada razine glutationa (p=0,0156). lako trend niZe razine glutationa ostaje i u tre¢oj mjernoj

tocki, ovaj pad nije statisticki zna€ajan u odnosu na prvo ni u odnosu na drugo mjerno vrijeme.
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Slika 9. Razina GSH u kontrolnoj grupi u tri vremenske tocke: A - uzorak uzet kod dolaska u
bolnicu, 45 minuta prije zahvata, (kada midazolamskoj grupi jo$ nije administriran lijek), B —
posredno nakon zahvata (45 min nhakon administracije midazolama) i C - 2 sata hakon zahvata,

neposredno prije otpustanja ispitanica kucéi, * statisticki znacajno A vs B, p<0,05

Analiza po vremenskim toCkama u midazolamskoj grupi pokazala je da unato€ istom trendu

kao i u kontrolnoj grupi, gdje dolazi do pada razine glutationa, ovaj pad nije statistiCki znacajan.
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Slika 10. Razina GSH u midazolamskoj grupi u tri viemenske tocke: A - uzorak uzet kod
dolaska u bolnicu, 45 minuta prije zahvata, (kada midazolamskoj grupi jo$ nije administriran
lijek), B — posredno nakon zahvata (45 min nakon administracije midazolama) i C - 2 sata

nakon zahvata, neposredno prije otpustanja ispitanica kuci

lako se uocCava zajednicki trend pada glutationa, koji je u drugoj mjernoj tocki znacajan za

kontrolnu grupu, medu grupama nema statistiCki znacajne razlike.
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Slika 11. Razina ukupnog glutationa u punoj krvi: A - uzorak uzet kod dolaska u bolnicu, 45
minuta prije zahvata, (kada midazolamskoj grupi jo$ nije administriran lijek), B — posredno
nakon zahvata (45 min nakon administracije midazolama) i C - 2 sata nakon zahvata,

neposredno prije otpustanja ispitanica kugi

4.5. Odredivanje katalaze

Katalaza je mjerena u uzorcima plazme kontrolne i midazolamske grupe uzorkovane u tri
vremenske toCke. Rezultati su analizirani odvojeno po grupama u odnosu na tri viemenske
toCke, te u odnosu jedna na drugu, a prikazani su na slikama 12. i 13. U kontrolnoj grupi

aktivnost katalaze je statisticki zna¢ajno snizena u trec¢oj mjernoj tocci (C) (p=0.0119).
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Slika 12. Razina katalaze u kontrolnoj grupi u tri vremenske tocke: A - uzorak uzet kod dolaska
u bolnicu, 45 minuta prije zahvata, (kada midazolamskoj grupi jo$ nije administriran lijek), B —
posredno nakon zahvata (45 min nakon administracije midazolama) i C - 2 sata nakon zahvata,

neposredno prije otpustanja ispitanica kuéi, * statistic¢ki znacajno A vs C, p<0,05
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Isti trend kao i u kontrolnoj grupi uodljiv je i u midazolamskoj grupi, gdje je aktivhost katalaze

statisticki znacajno snizena u trecoj mjernoj tocci (C) (p=0,0102).
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Slika 13. Aktivnost katalaze u midazolamskoj grupi u tri vriemenske toc¢ke: A - uzorak uzet kod
dolaska u bolnicu, 45 minuta prije zahvata, (kada midazolamskoj grupi jo$ nije administriran
liiek), B — posredno nakon zahvata (45 min nakon administracije midazolama) i C - 2 sata
nakon zahvata, neposredno prije otpustanja ispitanica kuci, * statistiCki znacajno A vs C,
p<0,05

Izmedu dvije grupe ne postoji statisticki znacajna razlika u aktivnosti katalaze ni u trendu ni u

pojedinoj mjernoj to&ci.
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Slika 14. Razina aktivnosti katalaze u punoj krvi. : A - uzorak uzet kod dolaska u bolnicu, 45
minuta prije zahvata, (kada midazolamskoj grupi jo$ nije administriran lijek), B — posredno
nakon zahvata (45 min nakon administracije midazolama) i C - 2 sata nakon zahvata,

neposredno prije otpustanja ispitanica kugi

4.6. Odredivanje interleukina 18

Interleukin 18 je odredivan u folikularnoj tekucini midazolamske i kontrolne grupe. Rezultati su
analizirani u odnosu jedan na drugi i prikazani graficki. Nije pronadena statistiCki znac¢ajna

razlika izmedu grupa (Slika 15.).
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Slika 15. Razina interleukina 18 u folikularnoj tekucini u kontrolnoj i midazolamskoj grupi

4.7. Zavrsni rezultat IVF postupka

Od ukupno 60 ispitanica, 11 je IVF postupka zavrsilo trudnoéom, od ¢ega osam u kontrolnoj
skupini, a tri u midazolamskoj skupini. lako je razlika u broju trudnoca velika, ona nije statisticki
znacajna (Fisherov egzaktni test raspodijele frekvencija medu grupama, p = 0.1806). Niti jedna
trudnica nema u potpunosti uredan hormonalni status, sto je o€ekivano zbog same cCinjenice
da su pristupile postupku IVF-a, distribucija je rasporedena bez uocljivih razlika izmedu
midazolamske i kontrolne skupine.
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Tablica 11. Razine ispitivanih hormona u ispitanica kod kojih je postupak IVF-a bio uspjeSan
N E T | DHEAS(s) P Prolaktin | TSH | AMH FSH LH
kontrola 9 5144 1.10
H L
26
27 | 154 1.20 | 850 250 0.75 | 15.7 6.70 4.30
H H
28 | 157 173 | 6.98 6.62 15.6
H
32 | 492 1.06 | 6.14 56.90 754 147 [ 159 5.23 8.47
H H
41 187 |93 6.10 4.00
60 | 189 195 [ 111 6.00 3.40
H
midazolam | 47 | 169 120 | 5.77 1.10 172 148 [ 56.2 5.90 8.70
L H
49 | 279 >0.4 | 5.23 46.30 309 2.34 7.30 6.10
54 | 133 44.20 317 153 [ 638 10.4 6.80

N - redni broj ispitanice; E — estradiol; T — testosteron; P — progesteron; H — poviSena razina mjerenog parametra; L — snizena

razina mjerenog parametra
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5. RASPRAVA
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5. RASPRAVA

Neplodnost je jedan od sve vecih problema danasnjeg doba te obuhvaéa 9% do 15% svjetske
populacije fertilne dobi [1]. Posljediéno, medicina radi na razoju metoda i postupaka kojim se
ovaj problem rjeSava. Jedan od postupaka koji parovi suoCeni s neplodnosSc¢u prolaze je
umjetna oplodnja IVF (engl. in vitro fertilization) [2]. Postupak IVF sastoji se od nekoliko koraka,
a jedan od njih je i aspiracija jajnih stanica. Samom postupku prethodi stimulacija ovarija
kombinacijom razliitih lijekova na proizvodnju jajnih stanica (oocita), a postupak se provodi
pod kontrolom transvaginalnog ultrazvuka, pri ¢emu se jedna ili viSe oocita aspiriraju se iz
sazrelog folikula. Kako je ovaj korak izuzetno vazan korak u IVF postupku, i stres Zena koje
ga prolaze je izuzetno velik. Stoga je cilj ovog istrazivanja bio prougiti utjecaj lijeka midazolama
na razinu stresa prilikom postupka aspiracije jajnih stanica u sklopu medicinski pomognute
oplodnje. Kako bi dokazali da su razlike koje smo dobili rezultat administracije midazolama,
prvo smo dokazali da je administracija te tvari jedini faktor razlike izmedu prou€avanih grupa
te da slu¢ajnim odabirom nije doSlo do statistiCki znacajnih razlika izmedu dvije grupe u
faktorima koji su pokazani da utjeCu na ishod postupka. U skladu s time, biljezeni su svi
dostupni hormonski statusi ispitanica za koje je poznato da mogu utjecati na plodnost. Isto
tako, u obzir je uzet BMI ispitanica obaju ispitivanih grupa bududi je od prije poznato da pretilost
ima negativne efekte na plodnost. Kako bi pokazali da i po imunoloSkom statusu ispitanice
midazolamske i kontrolne grupe nemaju statisticki zna€ajnih razlika izabran je interleukin 13
kao bitan parametar. Hipoteza ovog istrazivanja je bila da midazolam djeluje anksiolitiCki i
sedacijski te bi se stoga mogao koristiti u premedikaciji za aspiraciju jajnih stanica u postupku
IVF-a za smanjenje sistemskog stresa Zena koje prolaze postupak. Smanjena koli€ina
sistemskog stresa Zene rezultirala bi smanjenom razinom stresa u folikularnoj tekucini i time
pozitivno djelovala na ishod IVF-a, odnosno bilo bi vise uspjeSnih trudnoca. Kako bi se
provjerila hipoteza, ispitala se statistiCka povezanost uzoraka uzorkovanih u tri vremenske
to¢ke, te medu grupama u svakoj vremenskoj to¢ci. Takoder, buduci da su ispitanice
rasporedivane po grupama nasumicno, potrebno je bilo pokazati kako pri ovakvom
rasporedivanju grupa nije do8lo do znacajne razlike izmedu grupa u faktorima koji uzrokuju
neplodnost te bi samim time moglo doci do laznog pozitivnog ili negativnog rezultata s obzirom

na ishod IVF postupka.
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5.1. Utjecaj hormonskog statusa na plodnost

Hormoni koji se odreduju prilikom dijagnosticiranja neplodnosti u Zena su: estradiol,
progesteron, testosteron, DHEA-s, prolaktin, TSH, anti-Mullerov hormon, LH i FSH. Svaki od
navedenih hormona ima utjecaj na plodnost Zene tako da je za istrazivanje bilo vazno pokazati
da nema statisticki znacCajne razlike izmedu midazolamske i kontrolne grupe u razini hormona.
Statisticke analize pokazale su da se midazolamska i kontrolna grupa u ovom istrazivanju
znacajno ne razlikuju po hormonskom statusu, te da su za svaki ispitivani hormon najveéim

postotkom ispitanice bile normalnog hormonskog statusa i u midazolamskoj i u kontrolnoj

grupi.

Estradiol je glavni Zenski spolni hormon i njegov utjecaj na plodnost Zene je neupitan. Tijekom
menstruacijskog ciklusa, razina estradiola raste te preko pozitivhe povratne sprege dovodi do
skokovitog porasta LH €ime se izaziva ovulacija. U luteinskoj fazi, estradiol, zajedno sa
progesteronom, priprema endometrij za implantaciju. Normalne vrijednosti ovog hormona kao
i ciklicki porast u odredenoj fazi ciklusa neophodan je da bi doslo do zageéa, Sto je potvrdeno
brojnim istraZivanjima [126]. Hormon estradiol u naSem istrazivanju ispitanicama je vaden u
folikularnoj fazi ciklusa. Za hormon estradiol 46 ispitanica od 56 koje su imale izvaden nalaz
imalo je normalnu vrijednost hormona estradiola. U kontrolnoj grupi 23 od 27 imale su
normalnu razinu hormona i u midazolamskoj grupi 23 od 29 imale su normalnu razinu

hormona, $to pokazuje da se grupe statisti¢ki ne razlikuju u razini hormona estradiola.

Progesteron je hormon druge faze menstrualnog ciklusa, dan prije ovulacije poraste i od tada
je njegovo lu€enje poveéano Cime se priprema maternicu za implantaciju oplodene jajne
stanice, zbog Cega se progesteron ponekad naziva hormon trudnoée [127]. U nasSem
istrazivanju hormon progesteron je kod polovine ispitanica s poznatom vrijednoS¢u hormona
bio sniZzen (omjer snizen/normalan 18/20), sto je oCekivan rezultat s obzirom da je to hormon
ovulacije, a u ispitivanje su bile uklju¢ene Zene s problemima vezanim za plodnost. Ipak,
najvaznije je da je i u midazolamskoj i u kontrolnoj grupi bio pribliZzno jednak broj ispitanica s
normalnim i sniZzenim vrijednostima hormona progesterona (midazolam 8/10, kontrola 10/10)
Sto pokazuje da nema statistiCki znacCajne razlike izmedu ispitivanih grupa koja bi mogla

utjecati na rezultat i broj trudnoca.

Hormon testosteron je muski spolni hormon i njegova poviSena vrijednost u zena ukazuje na
smanjenu plodnost. Sindrom policisti¢nih jajnika je skup simptoma zbog poviSenih androgena

u zena [128]. U naSem istrazivanju hormon testosteron je u vecine ispitanica koje su imale
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izvaden nalaz bio normalne vrijednosti (45/46). Nije bilo statistiCki znacajne razlike izmedu

grupa koja bi utjecala na rezultat.

DHEA-S je steroidni hormon koji nastaje u nadbubreznoj Zlijezdi iz kolesterola. lako mu je
androgena aktivnost slaba, treba znati da se DHEA-S mozZe metabolizirati u androstendion i
testosteron koji direktno uzrokuju hirzutizam i neplodnost u zZena [129]. DHEA-s je u 34
ispitanice imao normalnu vrijednost od 38 poznatih razina hormona. Dakle, u vecine je bio
normalnih vrijednosti, od ¢ega je 19 u midazolam grupi i 15 u kontrolnoj grupi imalo normalnu

razinu hormona stoga nema statisti¢ki znacajne razlike izmedu ispitivanih grupa.

Hiperprolaktinemija je naj¢eS¢i uzrok hipogonadotropne anovulacije i jedan je od vodecih
uzroka neplodnosti u Zena u dobi od 25-34 godine. Hiperprolaktinemija blokiraja ovulaciju
inhibicijom otpustanja GnRH-a [130]. U naSem istraZivanju hormona prolaktina 33/45 poznatih
nalaza imalo je normalnu razinu hormona, 8/45 je imalo poviSenu vrijednost hormona i 4/45 je
imalo snizenu vrijednost hormona. Nema statisti¢ki zna€ajne razlike izmedu ispitivanih grupa

u hormonskom statusu za hormon prolaktin.

TSH je hormon koji kod povi$enja ukazuje na slabiju funkciju stitne zlijezde. Oslabljena funkcija
Stitne Zlijezde uvelike otezava zacece tako da ve¢ kod malih povisenja TSH naglo se smanjuju
Sanse za trudnocu. Hipotireoza moze utjecati na plodnost zbog utjecaja na druge hormonske
sustave pa dolazi do: anovulacijskih ciklusa, oSte¢enja lutealne faze, inducirane
hiperprolaktinemije i neravnoteze u stvaranju spolnih hormona [131]. Hormon TSH je u svih
ispitanica koje su imale izvaden nalaz bio normalne vrijednosti (46/46). Nema statistiCki

znaCajne razlike izmedu grupa koja bi utjecala na rezultat.

AMH je vazan jer ukazuje na rezervu jajnika i normalna vrijednost pokazuje da jajnik sadrzi jos
uvijek dovoljan broj jajnih stanica potrebnih za oplodnju. AMH je dobar prediktor za odgovor
jajnika u procesu IVF-a. Mjerenje AMH ipak treba biti samo dio obrade prije IVF-a jer
samostalno nije dovoljan prediktor IVF uspjeha [132]. AMH je u naSem istrazivanju kod 39
ispitanica hormona bio povisenih vrijednosti (19 u midazolamskoj i 20 u kontrolnoj grupi), dok
je kod 12 ispitanica bio normalnih vrijednosti (7 u midazolamskoj i 5 u kontrolnoj grupi). Nije

bilo statisti¢ki znacajne razlike izmedu ispitivanih grupa.

Vaznost FSH u plodnosti je velika jer sudjeluje i u po€etnom stvaranju folikula i u stvaranju
Zutog tijela koje hormonski podrzava zapocetu ranu trudnocu. Sa sniZenim vrijednostima FSH
smanjena je mogucnost stvaranja zrelih jajnih folikula i normalna ovulacija, a neadekvatna
aktivnost Zutog tijela dovodi da ranih abortusa [133]. Hormon FSH je u naSem istrazivanju u
vecine ispitanica koje su imale izvaden nalaz bio normalne vrijednosti (50/52). Nema statisticki
znacajne razlike izmedu grupa koja bi utjecala na rezultat. Sve trudnocCe su bile unutar

normalne razine hormona FSH.
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Za potpuni rast i razvoj folikula, u vrijeme ovulacije, uz hormon FSH potrebno je i djelovanje
LH hormona hipofize. Naime, upravo porastom LH provocira se ovulacija u Zenskom
menstrualnom ciklusu [134]. Isto tako, za funkcioniranje Zutog tijela potreban je zajednicki
utjecaj FSH i LH. U vecine ispitanica koje su imale odreden LH nalaz je bio normalne vrijednosti
(48/52). Nema statistiCki zna¢ajne razlike izmedu grupa koja bi utjecala na rezultat. Takoder,

sve trudnoce bile su unutar normalne razine hormona LH.

5.2. Utjecaj BMI-a na plodnost

Neplodnost izazvana debljinom €esto je povezana s promjenama u sintezi i aktivnosti hormona
[135]. Estrogen, hormon koji igra glavnu ulogu u plodnosti Zena nastaje na dva mjesta u
organizmu — u jajnicima i skladiSnom masnom tkivu [136]. Visoke ili niske razine masnog tkiva
te sklonost gomilanju masnog tkiva oko struka utje€u na sintezu estrogena [136]. Te promjene
u stvaranju estrogena mogu biti uzrokom trajne ili privremene neplodnosti, buduci da uzrokuju
poremecaj menstrualnog ciklusa ili izostanak ovulacije. Koli€ina i smjestaj tielesnih zaliha masti
takoder moze utjecati na stvaranje drugih reproduktivnih hormona te tako povecati rizik od
neplodnosti i spontanog pobacaja [135,136]. Brojne su znanstvene studije dokazale da
normalizacija udjela tjelesne masti utjeCe na uravnoteZenje razina reproduktivnih hormona i
bolju plodnost [135,136]. Zene normalne tjelesne mase lak$e ostvaruju trudnoéu. Analizom
prikupljenih podataka u istrazivanju dokazali smo da nema statisticki znaCajne razlike izmedu
midazolamske i kontrolne grupe u BMI vrijednosti. U naSem istrazivanju vecina ispitanica je
bila unutar normalnog BMI-a. 20/30 u midazolamskoj grupi i 24/30 u kontrolnoj grupi. Potvrdili
smo i od prije poznat podatak da Zena s normalnim BMI lakSe ostaje trudna (7/11 trudnoc¢a ie
imalo normalan BMI). Od ukupno 11 trudno¢a u naSem istraZivanju samo jedna ima BMI veci

od 32.4 3to je prema definiciji pretilost.
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5.3. Utjecaj midazolama na oksidacijske i antioksidacijske

parametre u plazmi ispitanica

Oksidacijski stres je pomak ravnoteze u oksidacijsko - redukcijskim procesima prema oksidaciji
[90]. Kako bi sprijecile oSte¢enja proteina, lipida i DNA nastala djelovanjem oksidacijskog
stresa, stanice aktiviraju sustave enzimskih i neenzimskih obrambenih mehanizama. Utvrdeno
je da oksidacijski stres moze oStetiti jajne stanice i mozZe narusiti njihov kapacitet plodnosti
[137]. Takoder, prekomjerna proizvodnja ROS-a ima znac¢ajan utjecaj na uspjednost IVF-a
[137]. Novija istrazivanja koje se odnose na patoloSke karakteristike endometrioze otkrile su
da oksidacijski stres olak8ava implantaciju ektopichog endometrija, a ektopi¢ni endometrij
producira ROS €ime se stvara zacarani krug Sirenja endometrioze i jacanja neplodnosti u Zene
[138]. Buduc¢i da je kod zdravih ljudi proizvodnja ROS-a u ravnotezi s antioksidacijskim
sustavom stanica, pri ¢emu stanice mogu bez posljedica detoksificirati odredenu mjeru
prekomjerno stvorenih ROS, cilj je bio ispitati ukupni oksidacijski i antioksidacijski kapacitet
(TOC i TAC) u ispitanica koje prolaze postupak aspiracije jajnih stanica.

U ovom istrazivanju koristili smo TOC i TAC u plazmi ispitanica kao markere stresnog
odgovora. TOC mijeri ukupne perokside u plazmi, dok TAC mjeri ukupni antioksidacijski
kapacitet plazme. Kako bi vidjeli dolazi li do iscrpljivanja pojedinih komponenti antioksidacjskog
sustava, u istrazivanje smo ukljucili i glutation i katalazu kao dijelove antioksidacijske zastite
koji mogu ukazati na aktiviranu obranu organizma od oksidacijskog stresa. Glutation je
tripeptid koji sam po sebi djeluje kao antioksidans, ali je i dio glutationskog enzimatskog
sustava koji znatno ubrzava antioksidacijsko djelovanje glutationa. S druge strane, katalaza u
potpunosti neutralizira vodikov peroksid do vode i molekule kisika. Njena vaznost lezi u
Cinjenici da je katalaza enzim s jednim od najveéih obrtnih brojeva [97], &to ju &ini izuzetno
efikasnom u detoksifikaciji vodikovog peroksida. Potrebno je naglasiti kako su glutation i
katalaza mjereni iz pune krvi, ¢ime se prvenstveno mijeri njihova razina i aktivhost u

eritrocitima.

Jedan od lijekova izbora za smanjenje anksioznosti, i time psihi¢kog stresa je midazolam.
Midazolam kao lijek iz grupe benzodiazepina, smanjuje podrazljivost neurona preko povecanja
ucinkovitosti mozdanog neurotransmitera GABA-e te na taj nacin uzrokuje anksiolizu i sedaciju
[84]. Nasa pretpostavka je bila da ¢ée administracija lijeka koji od prije poznato uzrokuje
sedaciju i anksiolizu dovesti do smanjenja stresa kod ispitanica §to ¢e se oc€itovati snizenjem
TOC-a i povisenjem TAC-a u plazmi ispitanica koje su ga dobile u odnosu na ispitanice koje

nisu dobile lijek.
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Kako bi odredili utjecaj midazolama na stres u ispitanica koje prolaze postupak aspiracije jajnih
stanica koristili smo plazmu uzorkovanu u tri vremenske tocke: 45 minuta prije zahvata,
neposredno nakon zahvata i 2 sata nakon zahvata. Ove vremenske toCke odabrane su kako
bismo pratili stanje u glavnim tockama krivulje farmakokinetike administriranog lijeka te tako
mogli dobiti uvid u stanje stresnog odgovora plazme ispitanica prije administracije lijeka, kod
maksimalnog ucinka midazolama (45 minuta nakon uzimanja lijeka), te nakon prestanka
uCinka midazolama (2 sata nakon uzimanja lijeka). Farmakokinetika midazolama uklopljena je
u medicinski protokol postupka aspiracije jajnih stanica. Prva vremenska tocka, prije nego su
ispitanice dobile lijek sluzi kao kontrolna. Usporedbom grupa u prvoj vremenskoj tocci
kontrolirali smo uniformnost stresnog odgovora midazolamske i kontrolne grupe prije
administracije midazolama. Druga vremenska to¢ka pokazala nam je koliko midazolam kod
svog maksimalnog ucinka utjeCe na stresni odgovor u plazmi ispitanica. Treéa vremenska
to¢ka pokazala nam je postoji li ostatni ucinak na stresni odgovor u plazmi ispitanica nakon

8to midazolam prestane djelovati.

Prvi cilj bio je ispitati dolazi li do poveéanja parametara stresa tijekom postupka i utjeCe li
administracija midazolamom na njegovo smanjenje. U tu smo svrhu analizirali ukupne
perokside plazme (TOC), te smo usporedili razine TOC-a u svakoj grupi u tri vriemenske tocke,
a zatim i grupe medusobno. lako se uoCava trend pada ukupnih peroksida u plazmi u obje
grupe, ovaj pad nije statisticki znacajan. Takoder, nema znacéajne razlike medu grupama u niti
jednoj mjerenoj tocki, a poCetne razine ukupnih peroksida medu grupama su jednake. Iz ovoga
mozemo zakljuciti kako se grupe poc€etno ne razlikuju, a tretman midazolamom ne djeluje na

ukupne perokside u krvi.

Ukupni antioksidacijski kapacitet (TAC) je analiziran na isti nacin, u tri vremenske tocke i
usporedbom grupa. U prvoj vremenskoj to¢ci nismo dobili znajéajnu razliku izmedu grupa,
¢ime se potvrduje da se grupe medusobno ne razlikuju. Kontrolna grupa je pokazala statisticki
znacajan porast TAC-a u trecoj vremenskoj toCci. Ovaj trend prati i midazolamska grupa iako
nije statisti¢ki zna¢ajan. Usporedbom dviju grupa dobili smo da nema razlike u mjernim

tockama.

Nadalje, glutation je pracen u plazmi ispitanica kao jedan od najvaznijih komponenti
antioksidacijskog sustava stanice. Kao i TOC i TAC i glutation je analiziran u tri vremenske
toCke, za obje grupe i midazolamsku i kontrolnu, te je zatim usporedena njegova razina izmedu
grupa. Prije administracije lijeka obje su grupe bile uniformne prema razini glutationa u plazmi.
U kontrolnoj grupi vidi se statisticki zna¢ajan pad razine glutationa u plazmi u drugoj
vremenskoj to€ci. Nasuprot tome u midazolamskoj grupi nema statistiCki znaCajnog pada

razine glutationa u plazmi. Usporedbom dvaju grupa pokazalo se da je kontrolna grupa imala
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znacajniji pad razine glutationa u plazmi u odnosu na midazolamsku grupu, ali razlika nije
statisti¢ki zna¢ajna. Rezultati analize glutationa ukazuju na to da je kontrolna grupa imala

povecanu potroSnju glutationa, odnosno vecéu potrebu za kompenzacijom stresa.

Posljednje je analizirana aktivnost katalaze, antioksidacijskog enzima koji detoksificira i
neutralizira vodikov peroksid. Katalaza je analizirana iz pune krvi, §to znaci da je analizirana
prvenstveno katalaza iz eritrocita. Kao i kod ostalih parametara, katalaza je analizirana u obje
grupe, u tri vremenske tocke te su usporedeni trendovi unutar i izmedu grupa. Aktivnost
katalaze statistiCki se zna€ajno smanijila u tre¢oj vremenskoj tocki u obje grupe. Medutim,
usporedbom grupa nije pronadena statistiCki zna¢ajna razlika izmedu njih. Statisticka analiza
katalaze pokazala je da nema razlika medu grupama prije administracije lijeka i da midazolam
nije utjecao na razliku u odgovoru katalaze na postupak aspiracije jajnih stanica. Katalaza je
antioksidacijski enzim i stoga ne ¢udi njezin pad tokom postupka zbog povec¢ane potrosnje u

kompenzaciji stresa.

5.4. Utjecaj midazolama na status folikularne tekucine

Dosadasniji radovi pokazali su da je ukupna razina glutationa u folikularnoj tekuéini bila niza u
bolesnica koji su imale nisku stopu plodnosti [139]. Radovi su pokazali i da su razine lipidne

peroksidaze i TAC-a u folikularnoj tekucini bile u pozitivnoj korelaciji sa stopom trudnoce [140].

Nasa pretpostavka je bila da ¢e administracija lijeka midazolama koji od prije poznato uzrokuje
sedaciju i anksiolizu dovesti do poviSenja TAC-a i sniZzenja TOC-a u folikularnoj tekucini u

midazolamskoj grupi u odnosu na kontrolnu.

Analizom rezultata TOC-a folikularne tekucine vidi se da je midazolamska grupa imala nizi
TOC u odnosu na kontrolnu grupu iako ne statisti¢ki znacajno. Mjerenje TAC u folikularnoj
tekucini nije bilo moguce zbog izrazito visokog antioksidacijksog kapaciteta folikularne
tekucine, ¢ime su unato€ prilagodavnaju metode, vrijednosti bile neusporedivo viSe nego u

bazdarnoj krivulji.

Literaturni podaci upucuju na Cinjenicu da imunoloski status uvelike pridonosi plodnosti i da
kod procesa medicinski pomognute oplodnje odredeni imunoloSki status folikularne tekucine
moze znacajno pridonijeti uspjehu postupka. Zbog te Cinjenice izabran je interleukin 13 kao
promatrani parametar koji ¢e nam ukazati postoji li statisticki znaCajna razlika izmedu

midazolamske i kontrolne grupe u imunoloskom statusu folikularne tekucine ispitanica.
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Interleukin 1B je citokin poznat joS i pod nazivom endogeni pirogen ili leukocitni pirogen.
Stvaraju ga aktivirani makrofazi i vazan je medijator upalnog odgovora [141]. Prvenstveno
potiCe proliferaciju i diferencijaciju upalnih stanica [142], a smatra se da utjeCe i na
hipersenzitivhost kod upale preko djelovanja na neurone. Dokazana je i njegova uloga u
razvoju autoimunih bolesti u suradnji s drugim interleukinima [143]. Prou€ava se njegova uloga
u dijabetesu, pretilosti, aterosklerozi i Altzheimerovoj bolesti [144]. Za naSe istraZivanje
najvaznija je uloga interleukina 18 na plodnost u Zena. Postoji imunoloska teorija da je
ovulacija zapravo imunolo$ka reakcija te je dokazano da interleukin 1B sudjeluje u indukciji
ovulacije olak8avanjem ruptura folikula [25]. Novija istraZivanja pokazala su da se citokini
sintetiziraju u velikom broju neimunih stanica, ukljuéuju¢i normalne stanice jajnika [25].
Pronadene su nize vrijednosti interleukina 1B u slu¢aju neplodnosti §to bi moglo biti povezano
s oStec¢enjem folikula [26]. Analizom dobivenih rezultata vrijednosti interleukin 18 iz folikularne
tekucine ispitanica u istrazivanju pokazalo se da midazolamska grupa ima visi interleukin 18 u

odnosu na kontrolnu grupu iako ne statisti¢ki zna¢ajno.

5.5. Utjecaj midazolama prilikom postupka aspiracije jajnih stanica

na uspjesnost postupka medicinski pomognute oplodnje

Kako bi se dobio bolji uvid u rezultate te ih se povezalo s ishodom IVF postupka, shematski
prikaz rezultata prikazan je na slici 16. Praéenje ishoda postupka IVF tijekom kojeg je bila
izvedena aspiracija jajnih stanica rezultirala je veéim brojem trudno¢a u kontrolnoj nego u
midazolamskoj grupi (osam u kontrolnoj i tri u midazolamskoj) iako ova razlika nije statistiCki
znacajna. Ovim rezultatom nije potvrdena hipoteza o pozitivnom ucinku midazolama. Hipoteza
takoder nije potvrdena niti na biokemijskoj razini. Pozitivan u€inak midazolama o€itovao se u
smanjenju psihickog stresa tijekom postupka ispitanica koji se ocitovao u smanjenoj
anksioznosti tijekom postupka. Na biokemijskoj razini, rezultati ukazuju na lagani pad TOC-a
koji je, iako nije statisticki znaCajan, mogao biti rezultat aktivacije pojedinih dijelova
antioksidacijske zaStite (zabiljeZzeno je smanjenje glutationa i katalaze uz porast TAC-a)

tijekom postupka aspiracije jajnih stanica.
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Plazma/puna krv Folikularna tekucina

Kontrola Midazolam Kontrola Midazolam
A B C A B C | A B C A B C |
Bez promjene Bez promjene Bez promjene Bez promjene

Bez promjene Bez promjene

Bez promjene Bez promjene

> Bez promjene

~N. S Bez promjene GSH

T T katalaza

Slika 16. Sazeti prikaz rezultata u kontrolnoj i midazolamskoj grupi. A - uzorak uzet kod
dolaska u bolnicu, 45 minuta prije zahvata, (kada midazolamskoj grupi jo$ nije administriran
lijek), B — posredno nakon zahvata (45 min nakon administracije midazolama) i C - 2 sata
nakon zahvata, neposredno prije otpustanja ispitanica kuéi; TOC — ukupni oksidacijski
kapacitet plazme; TAC — ukupni anitoksidacijski kapacitet plazme; GSH — glutation; IL 1B —

interleukin 1B; zelena strelica — pozitivni trend, crvene strelice — negativni trendovi

Interesantno, antioksidacijska zastita znacajno se aktivirala u kontrolnoj grupi, $to nije
dobiveno za midazolamsku grupu te smatramo da je mogla doprinijeti ve¢em broju trudnoc¢a u
kontrolnoj grupi. Naime, analiza broja trudno¢a pokazala je da imamo suprotan rezultat od
oCekivanog, ima viSe trudno¢a u kontrolnoj nego u midazolamskoj grupi, no ova razlika nije
statistiCki znacajna. Stoga se ne moze zakljuCiti da midazolam negativno utjeCe na rezultate
IVF-a jer smatramo da je premalen broj pozitivhog ishoda trudno¢a u midazolamskoj grupi.
Ipak, mozemo zakljuCiti da primjena midazolama ne djeluje pozitivho na ishod IVF-a. lako
midazolam smanjuje stresni emocionalni dozivljaj postupka kod ispitanica na biokemijskoj
razini ne utjeCe na stresni odgovor organizma. Ovaj kontroverzni zavrni rezultat dokaz je da
su procesi ljudske oplodnje, a time i medicinski pomognute oplodnje joS uvijek nedovoljno
istraZzeni i da su potrebna daljnja istrazivanja na tom podru¢ju. Do danas u literaturi nije

zabiljezeno istrazivanje utjecaja sedacijskog lijeka na uspjesSnost medicinski pomognute
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oplodnje pa nismo mogli usporediti dobivene rezultate u naSem istrazivanju s drugim

dobivenim rezultatima.

Na$ rezultat temelji se na 60 ispitanica. Od sveukupno 60 ispitanica trudnoca je zapocela u
njih 11 Sto je uspjesSnost postupka od 20%. Analiza frekvencija trudnoéa po pojedinoj skupini
ne odstupa od prosjeka te nije statisti¢ki zna¢ajna. Ovaj rezultat je uobi€ajen i unutar europskih
i svjetskih vrijednosti jer od ukupnoga broja IVF/ICSI postupaka uspjeSnost u Europi iznosi
15%-25% [1].

Od 11 trudnoca deset je zavrsilo radanjem djeteta dok je jedna prekinuta u ranoj fazi trudnoce
jer je bila vanmaterni¢na. Kona¢no, nasi rezultati ne potvrduju pozitivan u€inak administracije
midazolama tijekom postupka aspiracije jajnih stanica, iako smanjuje psihicki stres kod
ispitanica. Medutim, iako je manji broj trudno¢a u midazolamskoj skupini ne moze se sa
sigurnoS8cu potvrditi negativni ucinak administracije midazolama tijekom aspiracije jajnih
stanica te bi veli€ina grupe od 60 ispitanica trebala biti proSirena kako bi se nas dobiveni

rezultat potvrdio.
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10.

6. ZAKLJUCCI

Kontrolna i midazolamska grupa uniformne su s obzirom na razinu hormona te s
obzirom na BMI ispitanica.

Grupe se statisticki zna¢ajno ne razlikuju u prvoj vremenskoj tocci niti po razini TOC-
a, niti TAC-a, niti glutationa, niti katalaze, sto je potvrda uniformnosti grupa prema
ulaznim parametrima stresa.

TOC nije pokazao statistiCki znacajnu promjenu kroz tri vr.emenske to¢ke niti u
midazolamskoj niti u kontrolnoj grupi te se grupe statisticki ne razlikuju u razini TOC-a
u niti jednoj vremenskoj to&ci.

TAC je pokazao statisti¢ki zna€ajan porast u tre¢oj vremenskoj to€ci u kontrolnoj
grupi, koji nije opazen u midazolamskoj grupi.

Glutation je pokazao statisti¢ki znaCajan pad u drugoj vremenskoj to¢ci u kontrolnoj
grupi, dok u midazolamskoj grupi nema statisti¢ki zna¢ajne promjene kroz tri
vremenske toCke iako graf pokazuje tendenciju pada.

Katalaza je pokazala statisti¢ki znaCajan pad i u kontrolnoj i u midazolamskoj grupi u
trecoj vremenskoj tocci.

TOC folikularne tekuéine je pokazao je da je midazolamska grupa imala nizi TOC od
kontrolne, iako ne statistiCki znac¢ajno.

Mjerenje TAC u folikularnoj tekucini nije bilo mogucée zbog izrazito visokog
antioksidacijksog kapaciteta.

Midazolamska grupa ima trend poviSenja IL 1 u folikularnoj tekucini u odnosu na
kontrolnu grupu iako nije statistiCki znac¢ajno.

Od ukupnog broja trudnoc¢a (11), njih 8 (73%) je u kontrolnoj grupi i 3 (27%) u

midazolamskoj grupi, $to nije statisti¢ki znacajno.
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8. SAZETAK

Neplodnost je jedan od znacajnih medicinskih problema danasnjice o ¢emu svjedodi podatak
da obuhvaca 9% do 15% svjetske populacije fertine dobi. Prema definiciji Svjetske
zdravstvene organizacije neplodnost je izostanak trudnoée nakon 12 ili vise mjeseci redovitih
nezasticenih odnosa, bez medicinskih intervencija. Jedan od medicinskih postupaka kojim se
pristupa ovom problemu je umjetna oplodnja (IVF, od engl. in vitro fertilisation). Jedan od
koraka u IVF postupku je aspiracija jajnih stanica iz jajnika zene. Tijekom postupka zenu se
kratkotrajno uspava, za Sto se koristi kratkotrajna intravenska anestezija. Premedikacija je
postupak koji se koristi u suvremenoj anestezioloskoj praksi i podrazumijeva primjenu lijekova
pola sata prije poCetka anestezije u svrhu sedacije i anksiolize. Danas je naj¢esée u primjeni
liiek midazolam. Do sada se prije postupka kratkotrajne anestezije za aspiraciju jajnih stanica
nije koristila premedikacija. Buduci su Zene koje prolaze ovaj postupak pod izrazitim stresom,
hipoteza ovog rada je da bi anksioliza u premedikaciji mogla utjecati na uspjeSnost samog
postupka smanjenjem biokemijskih parametara stresa. Stoga su Zene koje polaze IVF,
odnosno specificno aspiraciju jajnih stanica, podjeljene u dvije grupe: grupu koja je dobila
midazolam u premedikaciji tijekom postupka aspiracije jajnih stanica i kontrolnu grupu
ispitanica kod kojih je ucinjen postupak aspiracije jajnih stanica bez prethodne premedikacije.
U istraZivanju se ispitala razina oksidacijskog stresa kod ispitanica u plazmi, krvi i u folikularnoj
tekucini njihovih jajnih stanica i u konacnici uspjeSnost postupka tj. broj trudnoca u ispitivanoj
i kontrolnoj grupi. Rad nije potvrdio pozitivan u¢inak midazolama na biokemijske parametre,
niti na pozitivan ishod postupka IVF. Na biokemijskoj razini rezultati ukazuju na lagani pad
TOC-a koji bi, iako nije statisticki zna¢ajan, mogao biti rezultat aktivacije pojedinih dijelova
antioksidacijske zastite (zabiljeZen je porast TAC-a, ali i smanjenje glutationa i katalaze, $to bi
ukazivalo na iscrpljivanje ovih elemenata sustava) tijekom postupka aspiracije jajnih stanica.
Interesantno, antioksidacijska zastita znacajno se aktivirala u kontrolnoj grupi, Sto nije
dobiveno za midazolamsku grupu te smatramo da je mogla doprinijeti ve¢em broju trudnoc¢a u
kontrolnoj grupi. Naime, analiza broja trudno¢a pokazala je da imamo suprotan rezultat od
oCekivanog, ima viSe trudnoc¢a u kontrolnoj nego u midazolamskoj grupi, no ova razlika nije
statisti¢ki znacajna. Stoga se ne moze zakljuciti da midazolam negativno utjeCe na rezultate
IVF-a. Ipak, mozemo zakljuciti da primjena midazolama ne djeluje pozitivho na ishod IVF-a.
lako midazolam smanijuje stresni emocionalni dozivljaj postupka kod ispitanica na biokemijskoj
razini ne utjeCe na stresni odgovor organizma. Ovaj kontroverzni zavrsni rezultat dokaz je da
su procesi ljudske oplodnje, a time i medicinski pomognute oplodnje jo$ uvijek nedovoljno
istrazeni i da su potrebna daljnja istrazivanja na tom podrucju. Do danas nema u literaturi
zabiljezeno istrazivanje utjecaja sedacijskog lijeka na uspjeSnost medicinski pomognute
oplodnje pa nismo mogli usporediti dobivene rezultate u ovom istrazivanju s drugim dobivenim
rezultatima.
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9. SUMMARY

Infertility is one of the significant medical problems of modern society, as evidenced by the fact
that it includes 9% to 15% of the world's population of fertile age. According to the World Health
Organization definition, infertility is the absence of pregnancy after 12 or more months of
regular and unprotected intercourse without medical interventions. One of the medical
solutions for this problem is in vitro fertilisation (IVF). One of the steps in the IVF procedure is
the aspiration of the oocytes from a woman's ovaries. During this procedure, woman is briefly
put to sleep, for which short-term intravenous anaesthesia is used. Premedication is a
procedure used in modern anaesthesiological practice and involves the use of drugs half an
hour before the onset of anaesthesia for the purpose of sedation and anxiolysis. Today,
midazolam is the most widely used for these purposes. Until now, premedication was not used
before the short-term anaesthesia procedure for aspiration of the oocytes. As women who
undergo this procedure are under extreme stress, the hypothesis of this research is that
anxiolysis in premedication could affect the success of the procedure itself by reducing the
biochemical parameters of stress. Therefore, women who undertake IVF, specifically
aspiration of the oocytes, were divided into a group who received midazolam premedication
during the egg aspiration process and the control group of women who had the aspiration
procedure of the egg without prior premedication. The study examined the level of oxidative
stress in subjects in plasma, whole blood and follicular fluid of their oocytes and ultimately the
success of the procedure (number of pregnancies in the study and control group). The work
did not confirm the positive effect of midazolam neither in biochemical parameters, nor in the
positive outcome of IVF. At the biochemical level, the results indicate a slight decrease in TOC
which, although not statistically significant, could have been the result of activation of certain
parts of antioxidant protection (there was an increase in TAC, but also a decrease in
glutathione and catalase) during aspiration procedure. Interestingly, the antioxidant protection
was significantly activated in the control group, which was not obtained for the midazolam
group and we speculate that it could have contributed to a higher number of pregnancies in
the control group. In fact, analysis of the number of preghancies showed that we have the
opposite result than expected. There are more pregnancies in the control group than in the
midazolam group, but this difference is not statistically significant. Therefore, it cannot be
concluded that midazolam negatively affects IVF results. However, results indicate that the
use of midazolam does not positively affect the outcome of IVF. Although midazolam reduces
the stressful emotional experience of the procedure in the subjects, at the biochemical level
does not affect the stress response of the organism. This controversial end result is evidence
that human fertilisation processes and medically assisted fertilization are still underesearchand
and that further research in this area is needed. There has been no study of the effect of the
sedation drug on the success of medically assisted fertilization in the literature, so we could
not compare the results obtained in our study with other results.
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