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Sazetak

PROCJENA POVEZANOSTI PARODONTITISA I IDIOPATSKE NEPLODNOSTI
U ZENA DETEKCIJOM MATRIKSNE METALOPROTEINAZE 8 I1Z SLINE

Literaturni podaci upuéuju na to da neplodne pacijentice imaju los$iji parodontni status, §to
moze biti uzrok komplikacijama zacec¢a. Matriksna metaloproteinaza 8 (MMP-8) je enzim u
slini koji je izravno povezan s parodontnom upalom. Cilj ove studije bio je validacija
ordinacijskog testa koji detektira aktivni oblik MMP8 (aMMPS) iz ispirka usne Supljine u
populaciji zena s neobjasnjivom neplodnoséu u usporedbi s plodnim Zenama odgovarajuce
dobi s 1 bez parodontitisa. Pretpostavljali smo da ¢e neplodne Zene imati lo$iji parodontni

status 1 veci broj pozitivnih aMMP-8§ testova u usporedbi s plodnim Zenama.

Istrazivanje je ukljucilo 50 zdravih Zena s urednim ovulacijskim ciklusima u dobi od 25-45
godina 1 strogo definiranom neobjasnjivom (idiopatskom) neplodnosc¢u 1 50 zdravih Zena s
urednim ovulacijskim ciklusima iste dobi koje su zatrudnjele i rodile prirodnim putem. Svim
sudionicama napravljen je klinicki parodontoloski pregled i ordinacijski test na aMMP-8 iz
ispirka usne Supljine. Polovici pacijentica u svakoj skupini dijagnosticiran je parodontitis,

dok je druga polovica bila bez parodontitisa.

Osjetljivost 1 specificnost testa za otkrivanje parodontitisa iznosila je 84% 1 72% u skupini
neplodnih, 88% 1 68% u skupini plodnih pacijentica te 86% 1 70% u ukupnoj populaciji
pacijentica. Neplodne pacijentice s parodontitisom imale su manje uznapredovali

parodontitis od kontrolne skupine, iako ta razlika nije bila statisticki znacajna.

Rezultati su pokazali da su neplodne bolesnice imale bolji parodontni status i manje
uznapredovali parodontitis od plodnih Zena iste dobi te da osjetljivost i specificnost testa
rastu sa stupnjem uznapredovalosti parodontitisa. Testom se mozZe razmjerno dobro
identificirati pacijentice s parodontitisom, ali je, s obzirom na naSe rezultate, korist od tog

testiranja u obradi 1 lijeCenju idiopatske neplodnosti upitna.

Kljucne rijec¢i: parodontitis; neplodnost; matriksna metaloproteinaza 8



Summary

Assessment of the association between periodontitis and idiopathic infertility in

women by detection of salivary matrix metalloproteinase 8

Aim: Literature data suggest that infertile patients present worse periodontal status, which
may be a factor that complicates conception. Matrix metalloproteinase 8 (MMP-8) is an
enzyme in saliva that is directly related to periodontal inflammation. The aim of our study
was to validate a chairside mouth rinse test for detection of active form of MMP8 (aMMPS8)
in a population of women with unexplained infertility compared to age-matched fertile
women, with and without periodontitis. Our hypothesis was that infertile women will have

worse periodontal health and more positive MMPS tests, compared to fertile women.

Materials and methods: The study included 50 healthy norm-ovulatory females ages 25-45
with strictly defined unexplained infertility, and 50 healthy norm-ovulatory women at the
same age who have conceived and delivered naturally. All participants underwent clinical
periodontal examination and a chairside aMMP-8 oral rinse test. One half of the participants
in each group was diagnosed with periodontitis, while the other half was without

periodontitis.

Results: The sensitivity and specificity of the test for the detection of periodontitis in the
group of infertile patients was 88% and 68%, in the group of fertile patients 84% and 72%
and 86% and 70% in the total patient population. Infertile patients with periodontitis had less
advanced periodontitis than the control group, although the difference was not statistically

significant.



Conclusion: Our results have shown that infertile patients had better periodontal status and
less advanced periodontitis than fertile women of the same age. Sensitivity and specificity of
the test increase with the degree of progression of periodontitis. Patients with periodontitis
can be relatively well identified, but based on our results, the benefit of this test in the

treatment of idiopathic infertility is questionable.

Keywords: Key words (MeSH terms): periodontitis; infertility; Matrix Metalloproteinase 8
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Popis kratica

AFC
AMH
BMI
BOP
CAL

CIPTN

ECM

ELISA

FMBS
FMPS
GI
IFMA
IL
IVF
MMP
PD
PESA
PI
PISA

PoC test

broj antralnih folikula (eng. antral follicle count)

anti Mullerov hormon (eng. anti-Miillerian hormone)
indeks tjelesne mase (eng. body mass index)

krvarenje pri sondiranju (eng. bleeding on probing)
zbrojena razina pri¢vrstka (eng. clinical attachment level)

parodontoloski indeks dobiven bazi¢nim parodontoloskim pregledom (eng.
community periodontal index of treatment needs)

ekstracelularni matriks (eng. extracellular matrix)

enzimski povezani imunosorbentni test (eng. enzyme linked immunosorbent
assay)

iznos krvarenja na razini cijelih usta (eng. full mouth bleeding score)
iznos plaka na razini cijelih usta (eng. full mouth plaque score)
gingivalni indeks (eng. gingival index)

imunofluorometrijska analiza (eng. immunofluorometric assay)
interleukin (eng. interleukin)

umjetna oplodnja (eng. in vitro fertilization)

matriksna metaloproteinaza (eng. matrix metalloproteinase)

dubina sondiranja (eng. probing depth)

povrsina epitela parodonta (eng. periodontal epithelial surface area)
plak indeks (eng. plaque index)

povrsina parodontne upale (eng. periodontal inflamed surface area)

kuéni test (point of care test)



RANKL

RIF

RT-PCR

TGF-p
TGF-p2
TIMP
TNF-a

VEGF

receptor nuklearnog ¢imbenika kf liganda (eng. receptor activator of nuclear
factor kappa-p ligand)

ponavljajuci neuspjeh implantacije (eng. recurrent implantation failure)

polimerazna lancana reakcija reverzne transkriptaze (eng. reverse
transcription-polymerase chain reaction)

¢imbenik tumorskog rasta beta (eng. tumor growth factor p)

transformirajuci ¢cimbenik rasta beta 2 (eng. transforming growth factor-f2)
tkivni inhibitor metaloproteinaza (eng. tissue inhibitor of metalloproteinases)
¢imbenik tumorske nekroze a alfa (eng. tumor necrosis factor o)

¢imbenik rasta vaskularnog endotela (eng. vascular endothelial growth
factor)
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1. UVOD
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1.1.Definicija i incidencija neplodnosti

Infertilitet ili neplodnost obuhvaca 10-15 % parova reproduktivne dobi (1). Definira se kao
nemogucnost ostvarivanja trudnoc¢e nakon godinu dana od nezasti¢enih spolnih odnosa.
Fekunditet je kapacitet parova da ostvari trudno¢u u jednom mjesecu ili ciklusu. Prosjecni
mjese¢ni fekunditet Covjeka je 20% Sto govori o maloj plodnosti ljudske vrste (2). Glavni
razlog neuspjesnih implantacija kod spontanih, i kod izvantjelesnih (lat. in vitro) oplodnja je
visoka incidencija kromosomalnih abnormalnosti. Citogenetske studije su dokazale mejozom
nastale aneuploidije kod 25% oplodenih jajnih stanica, te kromosomalne aberacije kod ¢ak
50% preimplantacijskih embrija (3). Ostali razlozi umanjene reprodukcijske sposobnosti
Covjeka, Cak i kad se radi o zdravom mladom paru su monoovulacije, osjetljivost
spermatogeneze, slozen i1 nesavrSen mehanizam selekcije gameta, oplodnje i razvoja
zametka, osjetljiva receptivnost endometrija i implantacije te brojni epigenetski ucinci.
Plodnost ¢ovjeka je u blagom, ali trajnom opadanju, naro¢ito u razvijenim zemljama. Zene u
Europi radaju prvo dijete Cetiri do pet godina kasnije nego prije 20 godina. Dvadeset posto
Zena ostvaruje prvu trudno¢u nakon 35. godine. U Hrvatskoj zene radaju prvo dijete
prosjecno u dobi od 29.2 godine, a 31% porodaja se odvija u periodu izmedu 30.-te i 35.-te
godine. Na umanjenu plodnost ukazuju 1 podaci o stalnom porastu lijeCenja medicinski
potpomognutom oplodnjom od 10% godiSnje. Posljedice takve odgode su nizi mjesecni
fekunditet 1 porast ucestalosti neplodnosti. U Hrvatskoj neplodnost ili umanjena plodnost
postoji kod priblizno 80 000 parova. U posljednjih 30 godina ucestalost neplodnosti porasla
je za oko 5% (2). Odgadanje radanja umanjuje plodnost. Uz trend odgadanja radanja postoje
1 drugi faktori koji dokazano umanjuju plodnost: debljina, pusenje, konzumacija alkohola te
izloZzenost okoliSnim Stetnim faktorima najceS¢e iz prehrane, koji izazivaju epigenetske
mutacije sa svim Stetnim posljedicama na reproduktivno zdravlje (2). Problemi i bolesti kod
zena ubrajaju se u 30-40% uzroka neplodnosti. Isti udio pripisuje se muskim faktorima (4,5).
revidiranoj WHO klasifikaciji Zena sa amenorejom, u tu skupinu pripadaju Zene s
hipotalamickom disfunkcijom, hiperprolaktinemijom, prijevremenim zatajenjem jajnika i

zene sa sindromom policisti¢nih jajnika (6). Drugi uzroci neplodnosti su upale spolnog
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sustava zZena s posljedi¢nim ostecenjima jajovoda, endometrioza, abnormalnosti maternice,
cervikalni faktor te kirurSki zahvati. Upale genitalnog sustava musSkaraca mogu uzrokovati
opstruktivne promjene 1 tako umanjiti plodnost. Budu¢i da neplodnost po svojoj definiciji
oznacava definitivnu ili kona¢nu nemogucnost postizanja trudnoce, sve vise se tezi zamjeni
pojma u subfertilnost ili umanjenu plodnost, jer ¢e mnogi od ovih parova ipak postici
spontanu trudno¢u. To su pokazali Evers JL i sur. u svojem istrazivanju. Nakon prvih godinu
dana nezasti¢enih odnosa, 93% parova normalne fertilnosti ostvarilo je trudnoc¢u, kao 1 11%

parova umanjene plodnosti (7).

1.2.1diopatska neplodnost

Kod 25% neplodnih parova, uzrok neplodnosti ili umanjene plodnosti nije poznat (1), tj. kod
njih se radi o idiopatskoj neplodnosti. U literaturi za sada ne postoji uniformna definicija
idiopatske neplodnosti. Varijacije se u prvom redu odnose na trajanje neplodnosti i dob
zenskog partnera, dok se dob muskog partnera, zanimanje i ucestalost odnosa ne uzimaju
obzir (8). S druge strane istrazivaci se slazu da se dijagnoza idiopatske neplodnosti postavlja
kod parova kod kojih su uredni rezultati standardnih istrazivanja, poput testova za
dokazivanje ovulacija, prohodnosti jajovoda te analiza spermiograma. Dijagnoza idiopatske
neplodnosti zvucdi izrazito frustrirajue, jer parovi postovjecuju nepostojanje dijagnoze s
nemogucnoscu lijeCenja. Potencijalni razlozi idiopatskog steriliteta ipak se opisuju u obliku
postojanja endokrinoloSkog disbalansa, imunoloskih i genetskih faktora, kao i promjena na
razini reproduktivne psihologije (9). Posljednjih godina postignut je veliki napredak u
razumijevanju idiopatske neplodnosti putem identifikacije genskih mutacija 1 molekularnih
mehanizama koji su ukljuceni u centralnu i perifernu kontrolu reprodukcije (10). Suptilni
defekti u reproduktivnom procesu ¢esto su nedostupni postoje¢im metodama detekcije, poput
analize cervikalne sluzi, kapacitacije tj. sposobnosti spermija da produ uterotubarni spoj i
penetriraju zonu pellucidu. Nadalje, za sada ne postoje tako precizni testovi koji sa
sigurnoS¢u mogu osigurati toCan fertiliziraju¢i profil spermatozoida. Sli¢na ograniCenja
prisutna su kada je rije¢ o procjeni zenske fertilnosti. Defektne oocite, naro€ito kod starijih

pacijentica 1 bidirekcijski tubarni motiliet neophodan za transport embrija vazni su uzroci



Lada Sumilin, disertacija

nemogucnosti postizanja trudnoce, §to nije lako procijeniti postoje¢im metodama. Takoder
treba uzeti u obzir da je kod odredenog broja parova kasnjenje ili izostanak koncepcije
slucajan jer je fekunditet tih parova na nizoj strani prosje¢ne normalne distribucije (11).
Nerazjasnjenu uzro¢no posljedicnu vezu izmedu abnormalnog rezultata pojedinog testa u
obradi neplodnog para i uzroka infertilnosti istrazivali su Guzick i sur. 1994.g. Analizirajuéi
fertilnost populacije pronasli su barem jedan od faktora koji upuéuje na umanjenu plodnost,
u dvije tre¢ine normalno fertilnih parova. Obrada neplodnog para koja je koriStena u
istrazivanju ukljucivala je analizu spermiograma, hormona lutealne faze ciklusa, postkoitalni
test, imunoloska testiranja te analizu anomalija uterusa, no nije bila dovoljna za jasno

razlikovanje plodnih od neplodnih parova (12).

Pregledne studije su pokazale da se, zbog povecanja broja dostupnih dijagnostickih testova,
udio parova sa idiopatskim sterilitetom ipak smanjio tijekom vremena, s 22% u studijama
prije 1960.-te na 14% u istraZivanjima nakon 1980.-te (13). Jo§ uvijek kod odredenog broja
parova izostaje tocna dijagnoza zbog nepostojanja usko specificnih testova koji bi uocili
postojanje razloga neplodnosti, poput blagih stupnjeva tubarne neprohodnosti, subklini¢kih
stupnjeva endometrioze, prijevremene ovarijske insuficijencije i imunoloskih razloga. Iako
navedeni razlozi mogu biti odgovorni za idiopatsku neplodnost, osim ispunjenja znatizelje
klini¢ara, nije u interesu pacijenta izlagati invazivnim pretragama da bi se dokazali ovi
suptilni razlozi. Idealna definicija idiopatske neplodnosti zato bi se mogla odnositi na parove
sa stvarnim, ali nedetektabilnim defektom koji uzrokuje prolongiranu ili trajnu infertilnost
(11). Gleicher 1 sur. 2006. u svojoj studiji sugeriraju ¢ak potpuno napustiti termin idiopatska
neplodnost, jer on implicira velik broj dijagnostickih testova koji su nerijetko skupi i

invazivni, a u kona¢nici ne doprinose poboljSanju prognoze (14).

Stopa mjeseCnog fekunditeta smanjuje se s trajanjem idiopatskog steriliteta. Vjerojatnost
spontane trudno¢e kod nelijeCenih parova sa idiopatskim sterilitetom nakon tri godine
smanjuje se na 40%, nakon 5 godina na samo 20% (15). Osim duljine trajanja infertiliteta,
prognosticki faktori koji se povezuju s viSom kumulativnom stopom trudnoc¢a su dob Zene
manja od 30 godina 1 postojanje prethodne trudnoce (16). U slu€aju postojanja nepovoljnih

prognostickih faktora, Gnoth sugerira da bi obradu neplodnosti takvi parovi trebali zapoceti
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ve¢ nakon 6 mjeseci nezasticenih odnosa bez postizanja trudnoce. Lijecnik koji savjetuje
parove koji se lijeCe zbog neplodnosti mora biti upoznat sa svim moguéim uzrocima
nepostizanja trudnoce, kao i moguénostima lijeCenja. Parovi trebaju dobiti realnu informaciju
0 vjerojatnosti uspjesSne koncepcije, kao 1 o rizicima i troSkovima lijeCenja. Pracenje
znanstveno utemeljenih protokola obrade neplodnog para osigurat ¢e adekvatnu podlogu za
pravovremeno zapocinjanje lijeCenja uz najpovoljniju financijsku potporu i izbjegavanje
nepotrebnih invazivnih procedura. Oni u prvom redu ukljucuju detaljno ciljano uzimanje
anamneze 1 klinicki pregled oba partnera. PoCetak obrade i provodenje odredenih pretraga
obi¢no se savjetuju nakon 12 mjeseci nezasti¢enih odnosa bez postizanja trudnoée, ili nakon
6 mjeseci ukoliko se radi o Zenama starijim od 35 godina. Budu¢i da su najces¢i razlozi
infertiliteta abnormalnosti u spermiogramu, izostanak ovulacije, neprohodnost jajovoda,
standardna obrada ukljucuje analizu spermiograma, analizu hormona rane folikularne i
sredine lutealne faze te evaluaciju prohodnosti jajovoda histersalpingografijom. Prema
potrebi, tj. ovisno o rezultatima osnovnih pretraga te podacima iz anamneze, obrada se
nadopunjuje invazivnijim pretragama, poput histersalpingografije, laparoskopije i drugih

(17).

1.3. Lijecenje neplodnosti

Zahvaljuju¢i napretku u podrucju reproduktivne medicine 1 iskustvu dobivenom lije¢enjem
neplodnosti, danas je parovima dostupna Sira moguénost izbora terapijskih opcija. Postoje tri
glavna oblika lijecenja neplodnosti: medikamentozna terapija, kirurSko lijecenje 1 razliciti
oblici metoda potpomognute oplodnje. U nekim zemljama kultura, religija te razni pravni
aspekti ogranicavaju sve dostupne metode lijecenja, poput donacije sperme 1 jajnih stanica.
Izbor oblika lijecenja ovisi u prvom redu o trajanju neplodnosti, dobi Zene, postoje¢em
patoloSkom uzroku same neplodnosti, ali i o cijeni tj. dostupnosti pojedine terapijske metode.
Vecina parova je preko raznih medija upoznata sa moguénostima lijecenja, Sto je esto razlog
nerealno visokih o&ekivanja (18). Sansa za uspje$nu trudnoéu nakon metoda potpomognute
oplodnje prema istrazivanjima seze i do 50%, ali rezultati znacajno variraju ovisno o dobi,

indeksu tjelesne tezine zene (eng. body mass index, BMI), te vjestini 1 iskustvu medicinskog
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osoblja (19). Oko 25% parova koji zahtijevaju metode potpomogute oplodnje imaju sve
uredne nalaze tijekom klinicke evaluacije. Ocekivana stopa trudnoca u ovoj skupini je 5%
nakon tempiranog odnosa, 10% nakon indukcije ovulacije 1 15-25% nakon razli¢itih tehnika
asistirane reprodukcije (20). Ove vrijednosti su dakako manje kod starijih Zena sa duljim

trajanjem infertiliteta (8).

1.3.1. Lijecenje idiopatske neplodnosti

Lijecenje neplodnosti predstavlja medicinski izazov ne samo zbog poteskoca u dijagnostici
i terapiji reproduktivnih poremecaja te u nekim slucajevima nediferenciranoj interakciji
izmedu potencijala plodnosti oba partnera, ve¢ i zbog Cinjenice da je efekt lijecenja jasno
vidljiv entitet - postignuce trudnocée (17). LijeCenje idiopatske neplodnosti je empirijsko.
Lijecnici subspecijalisti humane reprodukcije svakodnevno se susreéu sa izazovom i
dilemom koju vrstu terapije odabrati: empirijsku indukciju ovulacije, s ili bez arteficijelne

inseminacije ili empirijsku in vitro fertilizaciju (IVF) sa embriotransferom.

Gunn i Bates su u vaznom sustavnom pregledu dosadasnje literature prikazali procjenu
djelotvornosti razli¢itih metoda lijeCenja parova s idiopatskim sterilitetom, s osvrtom na
rezultate poput stopa klinickih trudnoca ili stopa zivorodene djece po paru. Studija je
pokazala dobrobiti ekspektativnog postupka ¢iji su rezultati usporedivi s lijeCenjem
indukcijom ovulacije klomifenom i sa intrauterinom inseminacijom. Treba uzeti u obzir da s
ovakvim nacinom lijeCenja nisu zadovoljni parovi Cije je strpljenje ve¢ naruseno. Potrebno
je jo$ randomiziranih kontroliranih studija koje bi procijenile opravdanost ekspektativnog
postupka u odnosu na ostale metode lijeCenja poput peroralne stimulacije ovulacije,
stimulacije sa gonadotropinima i IVF-a. Visoka stopa Zivorodene djece pokazana je kod
parova kod kojih su Zene dobivale velike doze gonadotropina, ali uz znatan rizik multiplih
gestacija. Unatoc cijeni 1 rasprostranjenoj upotrebi, IVF se nije pokazao efektivniji u odnosu
na terapiju gonadotropinima u kombinaciji sa intrauterinom inseminacijom, ali ¢ini se da je
djelotvoran u skrac¢ivanju vremena do postizanja klinickih trudnoc¢a (21). Jo$ uvijek ne postoji
jasan odgovor na pitanje koji je najbolji pristup lijeCenju parova sa idiopatskom neplodnoscu.

Raspolozivost 1 poznavanje potencijalnih uzroka, dob i trajanje neplodnosti dakako moraju
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biti razmotrene prije zapocinjanja bilo kojeg postupka. Prema preglednoj studiji Ray A i sur.
2012., IVF je vjerojatno najbolja opcija za zene starije od 40 godina, kojoj eventualno mogu
prethoditi dva ciklusa stimulacije gonadotropinima u kombinaciji sa intrauterinom
inseminacijom (11). U mladih Zena terapijski protokol bi trebao ukljucivati postupno sve
korake- od ekspektativnog pristupa, preko stimulirane inseminacije, do IVF-a, ali tek na
kraju, kad se iscrpe sve terapijske moguénosti (11). Nedostatak dosadasnjih sustavnih
preglednih studija jest ukljucivanje opseznih grupa pacijenata bez uzimanja u obzir razlicitih
genetskih 1 epigenetskih karakteristika, kao 1 utjecaja brojnih okolisnih i drugih faktora kod
muskih i Zenskih partnera. Individualni pristup svakom paru, koji uzima u obzir sve
navedene razli¢itosti i okolnosti, svakako ¢e pozitivno utjecati na uspjesnost i pozitivne

rezultate primijenjenih metoda lije¢enja (22).

1.4. Parodontitis i reproduktivno zdravlje

Parodontna bolest ili parodontitis je kroni¢na upalna bolest gingive i potpornih tkiva zuba
koja nerijetko rezultira progresivnom destrukcijom parodontnog ligamenta i alveolarne kosti,
povlac¢enjem zubnog mesa 1/ili formiranjem parodontnih dZepova (23). Brojna istraZivanja
dokazala su povezanost izmedu kroni¢nog parodontitisa 1 nekoliko sustavnih bolesti poput
Secerne bolesti, kardiovaskularnih bolesti, kao 1 vecu ucestalost prijevremenih poroda i
radanja djece nize porodajne tezine. Rezultati manjeg broja novijih studija ukazuju na
povezanost reproduktivnog zdravlja tj. plodnosti i oralnog statusa zena. Znacajna stopa
neuspjeha metoda potpomognute oplodnje, unato¢ impresivnom napretku u stjecanju novih
znanja 1 uvodenju modernih tehnika, potaknula su istraZivanja potencijalnih faktora koji
negativno djeluju na nastanak trudnoce, a jedan od njih je parodontitis. Fokus interesa je na
utjecaju parodontne bolesti i posljedicne bakterijemije na nastanak spontane trudnoce ili na

uspjesnost metoda potpomognute oplodnje, ukljucujuci IVF (24).

Okruzenje parodontnih tkiva ¢ovjeka mjesto je kompleksne interakcije mikroflore sa preko

200 razli¢itih vrsta mikroorganizama u apikalnim dijelovima i1 vise od 500 vrsta na
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marginama. Broj bakterija u dentalnom plaku premaSuje 10'' mikroorganizama po
miligramu dentalnog plaka (25). Populacije koje dominiraju su anaerobi i to najceS¢e gram-
negativni mikroorganizmi. Sustavni rasap produkata bakterijemije i imunoloski odgovor
domacina olaksan je anatomskom blizinom mikroflore i cirkulacije. Otpustanje endotoksina
i bakterijskih produkata u cirkulaciju moze uzrokovati bakterijemiju na nivou uterusa,

endometrija i na taj nacin otezati nastanak trudnoce (26).

1.4.1. Parodontitis i trudnoéa

Dobro je poznato da hormonalne promjene u trudnoc¢i imaju znatan ucinak na tkivo gingive
i da tako mogu pogorsati postojeéi parodontitis. Izrazeni afinitet estrogena i progesterona kod
trudnica za receptore u gingivi sa posljedicnom ve¢om metabolickom aktivnosti hormona
rezultiraju promjenama u mikrocirkulaciji, propusnosti krvozilnog sustava i pojacanim
upalnim odgovorom, supresijom stani¢no-posredovanog imuniteta te kvalitativnim i
kvantitativnim promjenama mikrobijalne flore (27). Iako sve navedene mikrobioloske,
vaskularne 1 imunoloske promjene u trudno¢i mogu utjecati na preegzistiraju¢i parodontitis,

pravi mehanizam uzro¢no posljedi¢ne veze nije do kraja razjaSnjen.

Parodontitis, kroni¢na bakterijska infekcija, poput drugih akutnih ili supklinic¢kih upala kao
Sto su: apendicitis, pneumonija ili upala urogenitalnog trakta smatra se potencijalnim
rizicnim faktorom za razliCite negativne ishode trudnoce. Sposobnost gram negativnih
bakterija 1 njihovih toksina da produ placentarnu barijeru, 1 na taj nacin utjecu na razvoj
fetusa, dokazana je identifikacijom bakterija parodontnog porijekla i visokih koncentracija
upalnih medijatora u amnijskoj teku¢ini Zena sa prijevremenim porodima (28, 29).
Offenbacher i sur. su u studiji na 126 Zena prvi pokazali da parodontitis predstavlja, do tada
neprepoznat, znac¢ajan faktor rizika za radanje djece sa niskom porodajnom teZinom kao

rezultata prijevremenih porodaja i/ili prijevremene rupture plodnih ovoja (30).
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1.4.2. Utjecaj parodontitisa na plodnost muskaraca i Zena

Pitanje koje se nametnulo na osnovu rezultata istrazivanja o utjecaju parodontitisa na ishode
trudnoce glasi: moze li oralni status muskarca i Zene, u prvom redu status parodontnih tkiva,
moze utjecati na njihovu plodnost. Odgovor na ovo pitanje nije jednostavan, s obzirom na
vrlo slozen 1 jedinstven reprodukcijski proces u kojem su brojni faktori svojim medusobnim
odnosima zasluzni za uspjeSno postizanje trudnoce. Do sada postoji tek ograniceni broj
istrazivanja koja su pokusala dokazati povezanost parodontitisa i nemoguénosti nastanka

trudnoce.

Prva informacija o moguéem medusobnom utjecaju je studija Bienieka i Riedela (31).
Istrazivanje je ukljucivalo 36 muskaraca sa bakteriospermijom, rezistentnom na antibiotsku
terapiju, kod kojih su provedeni detaljni stomatoloski pregledi 1 otkrivena visoka ucestalost
dentalnih infekcija. Kod polovice ispitanika provedena je adekvatna terapija sa ciljem
eliminacija zarista infekcije. Nakon 6 mjeseci u dvije tre¢ine ispitanika eksperimentalne
grupe spermiogrami su bili sterilni. Takoder je pokazano znatno poboljSanje parametara
poput pokretljivosti, koncentracije 1 morfologije spermija. Zaklju¢ak studije prvi put
naglaSava vaznost odrzavanja oralnog zdravlja, kao 1 pravovremenog lijeCenja dentalnih
infekcija kod muskaraca sa problemom plodnosti. Dokazana direktna uzro¢no- posljedi¢na
veza izmedu bakterijskih kolonija u dentalnim dZepovim i bakteriospermije rezistentne na

terapiju, na taj nacin objaSnjava smanjenu plodnost tih muskaraca (31).

Klinger i sur. 2011.g. objavili su zanimljivo istrazivanje kojim su utvrdivali mogucéu
povezanost izmedu razli¢itih parametara u spermiogramu i parodontnog statusa muskaraca
koji su ukljuceni kao partneri u postupak IVF-a. Rezultati njihovog istrazivanja, koje je
ukljucilo 75 muskaraca, pokazali su pozitivnu korelaciju veceg broja mjesta sa dubokim
parodontnim dZepovima i slabe pokretljivosti spermija, iako statisti¢ki neznaajnu te
statistiCki znacajnu povezanost izmedu gubitka zbrojene razine pricvrstka 1 razine
pokretljivosti spermija (32). Slicne rezultate prikazali su Nwhator 1 sur. 2013.g. u svojem

istrazivanju, tj. potvrdili su znacajnu povezanost izmedu tezine parodontne bolesti i manjeg
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broja spermija (33). Zakljucci navedenih studija ukazuju na utjecaj parodontne infekcije na

kvalitetu sperme koja, na taj nacin, vjerojatno umanjuje plodnost muskaraca.

Endometrioza, kao kroni¢no upalno stanje nepoznatog uzroka, takoder je moguci uzrok
neplodnosti te se kao i parodontitis moze smatrati posljedicom imunoloske disregulacije
(34,35). Kavoussi i sur. u svojoj presjecnoj studiji istrazivali su povezanost parodontitisa i
endometrioze. U istrazivanju je sudjelovalo 4136 zena dobi od 18 do 50 godina koje su bile
ukljucene u veliku multicentri¢nu studiju National Health and Nutrition Examination Survey
u periodu od 1994. do 2004.g. Postojanje endometrioze verificirano je na osnovu podataka
iz vlastitog izvjesca, dok su kriteriji za dijagnozu parodontititisa ukljuc¢ivali analizu dubine
sondiranja (eng. probing depth, PD), zbrojene razine gubitka pri¢vrstka (eng. clinical
atachment loss, CAL) i krvarenja pri sondiranju (eng. bleeding on probing, BOP). Dijagnoza
gingivitisa podrazumijevala je postojanje krvarenja iz gingiva na jednom ili viSe kvadranata.
Dijagnoza parodontitisa se postavljala kod prisustva dubine dZepa (eng. pocket depth, PD)
vece ili jednake 4 mm, i kod iznosa CAL > 2 mm. Ovisno o parodontnom statusu ispitanice
su podijeljene u dvije glavne skupine, one sa zdravim parodontom (1466 ispitanica) i
pacijentice sa parodontnom bolesti (1865 ispitanica) od kojih je kod 1154 dijagnosticiran
gingivitis, kod 168 parodontitis, a kod 543 bili su prisutni gingivitis i parodontitits. Studija
je pokazala znacajno vecu ucestalost (57%) gingivitisa i parodontitisa kod Zena koje su
navele postojanje endometrioze u anamnezi u usporedbi sa zenama bez prisutne parodontne

bolesti (36).

Neka istrazivanja pokazala su povezanost parodontitisa 1 bakterijske vaginoze te

posljedi¢ne neplodnosti, ali samo kod Zena mladih od 35 godina (37).

Istrazivanje Harta 1 sur. iz 2012.godine po prvi je puta dokazalo povezanost parodontitisa i
neplodnosti Zena, tj. vremena koje je potrebno za postizanje trudnoce. Analiziraju¢i skupinu
od 3416 zena koje su spontano zatrudnjele pokazano je da je ucestalost parodontitisa ve¢a u
trudnica drugih rasa u odnosu na trudnice bijele rase. Nadalje, studija je pokazala da Zene sa
parodontitisom koje nisu bijele rase trebaju dulje vrijeme za postizanje trudno¢e u odnosu na

bjelkinje bez parodontitisa. Ovo je prva studija koja prepoznaje parodontitis kao jedan od

10
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mogucéih uzroka neplodnosti nepoznatog uzroka. Pretpostavlja se da je za negativan utjecaj
parodontitisa na zaceCe odgovoran u¢inak medijatora upale na nivou endometrija i mjesta
implantacije zametka. Drugi potencijalni razlog je intenzivan sistemski upalni odgovor koji
se razvija u nekih zena s parodontitisom i na taj nacin rezultira ponavljanim pobacajima,

nemoguc¢noséu implantacije i neplodnoscu (38).

Paju i sur., u istrazivanju koje je ukljucilo 256 zena, utvrdili su da Zene koje imaju povecanu
koncentraciju parodontnih patogena u slini (Porphiromonas gingivalis) i poviSenu
koncentraciju antitijela protiv parodontnih patogena u slini imaju znacajno povecan rizik od
neuspjesnog zaceca (39). Telatar i sur. (40) te Machado i sur. (41) prilikom pregleda Zena s
idiopatskom neplodnoS¢u utvrdili su loSije parodontno i oralno zdravlje u usporedbi s
kontrolnom skupinom te su posumnjali da bi parodontitis mogao izazivati sustavni upalni

odgovor koji ometa zacece.

1.4.3. Utjecaj parodontitisa na uspjeSnost IVF-a

IVF je zadnja u nizu terapijskih opcija lije¢enja neplodnosti. Uspjesnost ove izuzetno
kompleksne i osjetljive metode ovisi o nizu faktora, u prvom redu o dobi partnera, ovarijskoj
rezervi 1 nalazu spermiograma. lako je poznato da bi prije zapocinjanja postupka IVF-a, bilo
pozZeljno sanirati sve potencijalne izvore infekcije, prava povezanost izmedu majcine
parodontne bolesti 1 uspjesnosti IVF postupka jo§ uvijek je neistrazeno polje. Pavlatou (44)
je u svojoj prvoj studiji 2003.g. analizirao utjecaj upale gingive na uspjesnost IVF-a,
preciznije na broj oplodenih jajnih stanica koje su se umjetno implantirale u maternicu.
Studija je ukljucivala 19 Zena reproduktivne dobi koje do tada nisu bile ukljucene u nijedan
IVF postupak, 1 nisu provodile nikakvu parodontolosku terapiju u zadnjih pola godine.
Nakon zavrSenog postupka IVF-a kod ispitanica je pokazan blagi porast srednje vrijednosti
gingivalnog indeksa (eng. gingival index, GI), (p=0.154) (42) koji nije bio povezan s
odgovaraju¢im promjenama vrijednosti indeksa plaka (eng. plaque index, PI) i nije bio
statisticki znacajan (p=0.911) (43). Nadalje, povecanje GI-a znacajno je koreliralo s dozom
primijenjenih gonadotropina. Ova studija pokazala je kako hormoni koji se koriste prema

protokolima IVF-a, uzrokuju pogorSanje postoje¢e upale gingive, $to u konacnici moze

11
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utjecati na broj oplodenih jajnih stanica. Glavni nedostatak studije je nedostatak klasifikacije
ispitanica na osnovu njihovog inicijalnog parodontnog statusa, u prvom redu zbog male
veliCine samog uzorka (44). Desetak godina kasnije Pavlatou i sur. proveli su novo
istrazivanje o utjecaju parodontnog statusa zena na uspjesnost IVF-a, poput razvoja vise
folikula, transfera embrija te na nastanak i ishode trudnoce. Skupina od 60 ispitanica
podijeljena je u podgrupe ovisno o preegzistiraju¢em stanju parodonta- 20 zena sa zdravim
parodontom, 19 s gingivitisom i 21 Zena sa srednje teSkim oblikom parodontitisa. Pokazano
je statisticki znacajno pogorsanje Gl-a nakon IVF-a kod svih ispitanica. U skupini zena s
parodontitisom primijeen je znacajan porast vrijednosti BOP-a. Studija je pokazala trend
negativne korelacije broja folikula, tj. punkcijom dobivenih oocita i broja embrija pogodnih
za implantaciju u odnosu na GI prije i poslije IVF postupka kod svih ispitanica. Sli¢an trend
bio je prisutan i kod BOP-a u skupini Zena s parodontitisom. Rezultati mikrobioloskih analiza
ukazali su na promjene sastava subgingivalne flore, tj. porast koncentracije parodontnih
patogena u svih zena, a naroCito kod ispitanica s parodontitisom. U skupini Zena s
parodontitisom dokazana je sklonost povezanosti ukupnog sastava subgingivalne flore sa
vrijednostima estradiola izmjerenim prije zapo€injanja IVF postupka. Pokazan je negativan
utjecaj sastava oralnih patogena na broj punkcijom dobivenih oocita 1 jajnih stanica pogodnih
za implantaciju. Unato¢ ogranic¢enjima studije, poput malog broja ispitanica podijeljenih u
grupe ovisno inicijalnom parodontnom statusu, ova studija pokazala da zdravlje parodonta
buduc¢ih majki moZe biti oSte¢eno davanjem hormonalnih medikamenata tijekom IVF
postupka i kao takvo utjecati na djelotvornost terapije. S druge strane, losiji preegzistirajuci
parodontni status izgleda da je povezan s loSijim ishodima lijeCenja neplodnosti IVF

postupcima (45).

1.5.Anti Miullerov hormon (AMH) - biomarker ovarijske rezerve

Unato¢ nedostatku znanstvenih dokaza o stvarnoj djelotvornosti, biomarkeri ovarijske

rezerve promovirani su u potencijalne markere reproduktivnog potencijala ili testove

plodnosti. Antimbllerov hormon (AMH) je glikoprotein koji pripada porodici
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transformiraju¢eg faktora rasta . Proizvode ga granuloza stanice u preantralnim i malim
antralnim folikulima, pa na taj na¢in odrazava broj primordijalnih folikula (46). Budu¢i da
su rani folikuli neovisni o gonadotropinima, AMH ima minimalnu varijabilnost, te se moze
myjeriti u bilo kojoj fazi menstruacijskog ciklusa. Budu¢i da AMH dobro korelira sa dobi
zene, brojem antralnih folikula (eng. antral follicle count, AFC) 1 s rezultatima metoda
potpomognute oplodnje, smatra se markerom ovarijske rezerve (47, 48). Pokazana je dobra
korelacija AMH s ovarijskom rezervom i s brojem oocita dobivenih ovarijskom stimulacijom

(49).

Rezultati studija koji govore o povezanosti AMH 1 stope klinic¢kih trudnoca, tj. fekunditeta
kao i1 utjecaja AMH na broj Zivorodene djece su proturje¢ni. Dok neke studije pokazuju
pozitivnu korelaciju (50, 51), iznenadujuce, kod veceg broja studija nije nadena povezanost
ili je povezanost mala (52-54). Uzrok za tako slabu prediktivnu vrijednost AMH-a u odnosu
na stopu klinickih trudnoca je vjerojatno u pretpostavci da AMH reflektira broj, ali ne 1
kvalitetu jajnih stanica (55). S druge strane, moguce je i da nize vrijednosti AMH kod nekih
zena omogucuju vecem broju preostalih folikula da se aktiviraju i postanu vode¢i folikuli.
Povisen FSH koji prati nize vrijednosti AMH kod zena sa smanjenom ovarijskom rezervom
nerijetko rezultira superovulacijom, ili multifolikularnom ovulacijom, povecavajuéi tako
Sansu za trudnocu. To objasnjava i vecu incidenciju blizanackih trudnoc¢a kod Zena kasnije

reproduktivne dobi (56).

Nadalje, varijacije u rezultatima studija mogu se objasniti razli¢itostima u samom dizajnu
studija, metodologiji AMH testiranja, sociodemografskim karakteristikama ispitivane
populacije i razli¢itim metodama protokola stimulacije. Na trZiStu su dostupni brojni AMH
testovi. Diagnostics Systems Lab (DSL) i Immunotech Beckman Coulter (IBC) koji su jedni
od originalnih testova, zbog koriStenja dvaju razliitih antitijela za AMH pokazuju
medusobno razli€ite vrijednosti (46). Usporedivajuci rezultate razlicitih laboratorija koji su
koristili iste Beckam Gen II testove pokazano je da rezultati nisu konzistentni u ¢ak 40%
slu¢ajeva. Nadalje, neprikladna pohrana i rukovanje uzorcima moze utjecati na porast
vrijednosti AMH, stoga o svemu navedenom treba razmiSljati prilikom interpretacije

rezultata (46, 48).
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Steiner 1 sur. u svojoj studiji istrazivali su do koje mjere su biomarkeri ovarijske rezerve
povezani s reproduktivnim potencijalom kod 750 Zena, u dobi izmedu 30 i1 44 godine koje su
pokusavale zatrudnjeti kroz tri mjeseca ili manje. Studija na velikom uzorku, dovoljnom za
detekciju malih efekata, prospektivnog karaktera, sa standariziranim mjerenjima ishoda
pokazala je da vrijednosti biomarkera koje su upuc¢ivale na smanjenu ovarijsku rezervu u
usporedbi sa normalnom ovarijskom rezervom nisu bile povezane sa reduciranom plodnoséu
tih ispitanica. Rezultati ove studije, dakle, ne podupiru koristenje FSH ili AMH-a za procjenu

plodnosti kod zena sa navedenim karakteristikama (57).

Hagen i sur. otkrili su da mlade Zene s visokim vrijednostima AMH imaju smanjeni
fekunditet (HR 0.62; 95% CI: 0.39-0.99). Zakljucili su da AMH kod tih Zena moZze biti
potencijalni marker za sindrom policisticnih jajnika (54). Previsok AMH smanjuje
osjetljivost folikula na folikul stimuliraju¢i hormon (FSH). Na taj nacin sprijecava ovulaciju
(58). Poznato je da Zene sa klinickim simptomima PCO-a imaju razlic¢ite rezultate IVF-a zbog
kompromitirane kvalitete jajnih stanica pa unato¢ velikom broju folikula imaju loSiju

kvalitetu embrija i viSu stopu spontanih pobacaja (59).

Goswami i sur. u studiji na 200 IVF ciklusa pokazali su da AMH neovisno o dobi ima
ograni¢enu prediktivnu vrijednost za nastanak klinickih trudnoca ili Zivorodene djece nakon
IVF postupaka. Prediktabilnost AMH ovisna o dobi vjerojatno se odnosi na, s dobi
povezanim, opadanje kvalitete 1 kvantitete jajnih stanica. Kod mladih Zena postoji zaliha
kompetentnih stanica dobre kvalitete, pa tako ukoliko 1 postoji mala ovarijska rezerva ona
nije ogranicavajuci faktor za uspjeSnost [IVF-a. Suprotno, kod starijih Zena sa smanjenom
ovarijskom rezervom, kvalitetne jajne stanice ¢ine mali udio u ukupnoj proporciji jajnih
stanica. Starije Zene s ve¢om ovarijskom rezervom i posljedi¢no ve¢im AMH omogucit ¢e
selekciju najboljih jajnih stanica 1 tako povecati Sansu za nastanak trudno¢e nakon IVF-a

(60).

Greenwood 1 sur. u svom su istrazivanju testirali hipotezu da 1li Zene s idiopatskom
neplodnos¢u imaju smanjenu ovarijsku rezervu. Studija je ukljucivala 277 Zena s jasno

definiranim idiopatskim sterilitetom i kontrolnu skupinu 266 reproduktivno zdravih Zena,
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koriste¢i pri tom analizu AMH, AFC i omjer AMH/AFC. Uzimaju¢i u obzir faktore koji bi
mogli smanjiti vjerodostojnost rezultata, poput dobi, rasne pripadnosti, BMI, pusenja u
anamnezi, rezultati su pokazali da trenutno koristeni prediktori ovarijske rezerve ne razlikuju
zene s idiopatskom neplodnos¢u od zdravih Zena slicnih demografskih karakteristika.
Testiranje zalihe jajnika dakle nije prediktor za trudno¢u kod zena s idiopatskim sterilitetom

(61).

1.6. Matriksne metaloproteinaze

1.6.1. Opéenito o matriksnim metaloproteinazama

Matriksne metaloproteinaze (eng. matrix metalloproteinases, MMPs) pripadaju skupini
enzima koja je odgovorna za degradaciju ekstracelularnih proteina i adekvatnu interakciju
individualne stanice s neposrednom okolinom. Na taj nain MMP-e omogucuju
viSestani¢nim organizmima pravilan rast i razvoj. MMP-e Cine skupinu endopeptidaza koje
su podijeljene u 6 grupa, ovisno o afinitetu za specificne substrate: kolagenaze (MMP-1, 8 i
13), gelatinaze (MMP-2 1 9), stromelizini (MMP-3, 10 1 11) matrilizini (MMP-7),
metaloelastaze (MMP-12) i membranski tip MMP-¢e koje su dobile naziv po karakteristi¢noj

transmembranskoj domeni (62, 63).

Aktivnost MMP-a regulirana je s nekoliko grupa inhibitora od kojih su najvazniji tkivni
inhibitori matriksnih proteinaza (eng. tissue inhibitors of metalloproteinases, TIMPs). Za
normalna fizioloska zbivanja u stanicama 1 tkivima neophodna je uskladena, uravnotezena
aktivnost MMP-e 1 TIMP-a. Regulacija aktivnosti MMP-a odvija se na transkripcijskom 1
postranskripcijskim nivoima. Transkripcijski geni reguliraju sintezu MMPs kontrolirajuci
intracelularnu prozvodnju proenzima, ekskreciju enzima i ekstracelularnu aktivaciju.
Regulacija ekspresije ovih gena ovisi o brojnim stimulacijskim ili supresivnim faktorima i
stanjima poput stani¢nog stresa, spolnih hormona, razli¢itih citokina 1 faktora rasta koji

ukljucuju interleukine, interferone, ¢imbenik rasta vaskularnog endotela (eng. vascular
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endothelial growth factor, VEGF), faktor nekroze tumora alfa (eng. tumor necrosis factor a,

TNF-a), faktor rasta tumora beta (eng. tumor growth factor B, TGF-B), i brojne druge (64).

Novija istrazivanja pokazala su da MMP-e, osim svoje sposobnosti za razgradnju proteina
izvanstanicnog matriksa (eng. extracellular matrix, ECM), imaju 1 druge uloge poput
alteracije stanica matriksa, medustani¢nih interakcija, aktivacije i inaktivacije autokrinih i
parakrinih signalnih molekula i stani¢nih receptora. Mijenjaju¢i kompoziciju i strukturalnu
organizaciju ECM-a i signala unutar matriksa, MMP-e utjeCu na reguliranje bazi¢nih
stani¢nih procesa poput rasta, razvoja, diferencijacije, adhezije i prezivljenja stanice (65). Na
taj na¢in MMP-e su ukljucene u brojne fizioloske i patoloSke procese poput rasta i razvoja
embrija, koStane pregradnje, remodeliranja krvnih Zila, cijeljenja rane, upalnih procesa i
zlo¢udnih bolesti. Nadalje, polimorfizmi unutar gena za MMP-e povezuju se i s
individualnom sklonosti za kardiovaskularne bolesti, reumatoidni artritis i za karcinom (66-

69).

Belkin i sur. u svojoj su studiji istrazivali ponasanje MMP-a u procesima nastanka i razvoja
tumora (70). Razgradnja ECM posredovana matriksnim metaloproteinazama omogucava
stanicama karcinoma penetraciju kroz barijere matriksa. Drugi nacini putem kojih MMPs
utjeCu na ponasanje tumora su otpusStanje faktora rasta i razli¢itih citokina, kojima obiluje
ECM, te razgradnja adhezijskih proteina i molekula na povr§inama stanica koje provode
signale iz medustani¢ne okoline poput E kaderina (71). Na taj na¢in MMP-e sudjeluju u
regulaciji migracije tumorskih stanica, potic¢uci ili sprijeCavajuci njihovo Sirenje, ovisno o

tipu MMP-a kojeg stanice sadrze.

MMP-e takoder sudjeluju u aktivaciji, ali 1 smirivanju upalnih procesa, djeluju¢i na
metabolizam interleukina 1 (eng. interleukin I, IL-1). IL-1 je potentni aktivator sinteze
MMP-a iz vezivnih stanica. Prekomjerna proizvodnja MMP-a negativhom povratnom
spregom dovodi do inaktivacije i razgradnje upalnih citokina poput interleukina 1 beta (eng.

interleukin 1 B, IL-1P) i na taj nacin usporava daljnji razvoj upale (72).
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1.6.2. Uloga matriksnih metaloproteinaza u Zenskom reproduktivnom sustavu

Istrazivanja su pokazala vaznu ulogu MMP-a u fizioloskim i u patoloskim stanjima zenskog
reproduktivnog sustava kao S$to su menstruacijski ciklus, trudnoca, endometrioza,
ponavljajuci neuspjeh implantacije, genitourinarne infekcije i ginekoloski tumori. Rezultati
su heterogeni, a ovise o uzorku, primijenjenim tehnikama analize ispitanica 1 brojnim drugim

faktorima koji utjecu na relevantnost rezultata statisticke obrade.

1.6.2.1. MMP-¢ i TIMP-i u menstrualnom ciklusu

MMP-e sudjeluju u odrzavanju hemostaze i razvoju krvnih zila endometrija. Promjene kroz
koje prolazi endometrij za vrijeme menstrualnog ciklusa, od proliferativne i sekrecijske faze
do faze ljustenja i reepitelizacije, ovise o pravilnoj regulaciji matriksnih metaloproteinaza i
njihovih inhibitora (73,74). Na aktivhost MMP-a utjecu razine estradiola i progesterona (75).

Lucenje pojedine vrste MMP-a karakteristi¢no je za odredene faze ciklusa.

MMP-e s najintezivnijom stromalnom i periarterijskom aktivnosti za vrijeme menstrualnog
krvarenja su MMP-1, -3, -8, -9 i -12. Ekspresija MMP-1, -2, -3, -7, -9 1 TIMP-11 -2 iz
endometralnih stanica dokazana je imunohistokemijskim analizama 1 “in situ” hibridizacijom
(76-78). Goffin 1 sur. prvi su pokazali pojacanu ekpresiju MMP-2 1 MMP-8 za vrijeme
menstruacije metodom reverzne transkripcije i lanCane reakcije polimerazom (eng. reverse
transcription-polymerase chain reaction, RT-PCR) (79). Dokazana ekspresija podudara se s
infiltracijom upalnih stanica, narocito neutrofila, eozinofila i makrofaga (80). MMP-¢e 1
TIMP-i u vaskularnim strukturama imaju suprotna djelovanja u razli¢itim fazama ciklusa.
Dok se ekspresija MMP-2 i MMP-9 u krvnim Zilama endometrija za vrijeme proliferativne 1
sekrecijske faze povezuje sa rastom krvnih Zila i angiogenezom, pojacana aktivnost MMP-3
u povrsinskom sloju endometrija za vrijeme menstruacije sugerira njegovu ulogu u oste¢enju
stijenke krvnih Zila 1 zapocCinjanju krvarenja. Nadalje, snazna ekspresija TIMP-11-2 u krvnim
zilama za vrijeme menstruacije odgovorna je za ogranicavanje ljuStenje endometrija,

reduciranje ostecenja tkiva i omogucavanje regeneracije endometrija (81).
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1.6.2.2. MMP-¢ u trudnoci

U ranoj trudno¢i MMPs igraju vaznu ulogu u kontroli diferencijacije 1 decidualne
transformacije, kljuénim faktorima za implantaciju 1 pravilan razvoj placente (73,74).
Pojacana aktivnost MMP-3, MMP-10 i TIMP-1 dokazana je animalnim studijama u tkivima
1 organima koji prolaze kroz procese aktivnog remodeliranja, poput uterusa gravidnih zenki
miseva (82). MMP-9 smatra se kljucnom vaginalnom elastazom. Oliphant i sur. pokazali su
da visoka koncentracija MMP-9 u obrisku vagine u prvom trimestru trudnoée pozitivno
korelira s vaginalnim porodajima bez komplikacija (83). Isti autori pokazali su da zene s
vecom aktivnosti MMP-9 nakon porodaja imaju bolji oporavak i brzu uspostavu vaginalne

angulacije u odnosu na misi¢e dna zdjelice (84).

Rezultati brojnih istrazivanja o utjecaju polimorfizama gena za MMP-e i TIMP-e na
porodajne komplikacije poput prijevremene rupture plodovih ovoja, su razliciti. Prema
jednim autorima, polimorfizmi MMP-9 (85,86), MMP-1 i MMP-2 (87) povecavaju rizik za
prijevremeni porod. Druge studije, naprotiv, nisu nasle povezanost genskih polimorfizama
za MMP-1 1 -9 (88), kao ni koncentracije MMP-2 u amnijskoj tekuéini u drugom tromjesecju

(89) s negativnim ishodima trudnoce.

PoviSena razina MMP-8 u amnijskoj teku¢ini pokazala se vaznim biomarkerom
intraamnijske infekcije, bilo da se radi o asimptomatskim Zenama u srednjem tromjesecju
koje obavljaju genetska testiranja, ili o trudnicama s prijevremenim kontrakcijama sa ili bez
rupture fetalnih membrana (90-92). Kod tih Zena postoji povecani rizik za prijevremeni porod
1 ve¢i perinatalni morbiditet. Uvodenje brzih kvalitativnih MMP-8 testova na bazi
imunokromatografije moglo bi znatno pojednostavniti uo¢avanje rizika za razvoj infekcije sa
svim intra i postpartalnim komplikacijama. To je ujedno 1 temelj za intervencijske studije
koje bi mogle pokazati moze li pravovremeno protupalno lijecenje ovih trudnica smanjiti

stopu prijevremenih poroda i poboljSati ishode trudnoce.
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1.6.2.3. MMP-e¢ i ponavljajudi neuspjeh implantacije

MMP-9 je najistrazivanija matriksna metaloproteinaza u procesu implantacije embrija. Vu i
sur. u “in vitro” studiji pokazali su da je MMP-9 klju¢ni regulator invazije citotrofoblasta
(93). Trofoblast lu¢i brojne metaloproteinaze uglavnom proMMP-2 i proMMP-9 i tako
omoguc¢ava migraciju i napredovanje svojih stanica kroz matriks. Decidualne stanice, kao
odgovor na invaziju, proizvode vece koli¢ine TIMP-a za inhibiciju aktivnosti MMP-a. Za
kontroliranu invaziju i pravilnu implantaciju neophodna je uravnotezena aktivnost MMP-a i

njihovih inhibitora (94).

Budu¢i da je ponavljajuci neuspjeh implantacije (eng. recurrent implantation failure, RIF)
jedan od glavnih razloga neplodnosti u postupcima potpomognute oplodnje, viSe studija
fokusiralo se na povezanost MMP-a i RIF-a. Rezultati studije Pereza i sur. ukazuju na moguci
utjecaj genskih polimorfizama za MMP-2 i MMP-9 sa idiopatskim RIF-om (95). Druge
studije nisu nasle korelaciju izmedu MMP-9 polimorfizma i RIF-a (96). Yoshii i sur. pokazali
su da zene sa RIF-om, kod kojih su pronadene poviSene razine aktivnosti MMP-2 1 MMP-9
u ispirku uterusa, nakon terapije antibioticima 1 kortikosteroidima, imaju ve¢i udio uspjesnih
implantacija od kontrolne skupine Zena istih karakteristika koje nisu dobile terapiju (97). S
druge strane, rezultati studije Konac 1 sur. pokazuju znacajno smanjenje endometralne
ekspresije MMP-2 1 TIMP-3 u sekrecijskoj fazi ciklusa kod Zena sa idiopatskom neplodnos¢u

u odnosu na plodne Zene (98).

1.6.2.4. MMP-e u drugim patoloSkim stanjima Zenskog reproduktivnog sustava

Vise studija pokazalo je povezanost MMP-9 i razvoja endometrioze, dokazavsi visoke razine
MMP-9 u plazmi 1 peritonealnoj tekucini kod Zena s endometriozom u odnosu na kontrolnu
skupinu (99-102). S druge strane, Syzmanowski i1 sur. u svom istrazivanju nisu nasli
statisti¢ki znacajnu razliku u ekspresiji MMP-2, MMP-9, TIMP-1 i transformirajuceg faktora
rasta beta 2 (eng. transforming growth factor-f2, TGF-2) izmedu Zena sa endometriozom i

zena bez detektabilnih znakova bolesti (103).
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Rezultati istrazivanja Singh i sur. pokazali su znacajno povisenu ekspresiju MMP-2 i MMP-
9 te znacajno snizenu razinu TIMP-1 i TIMP-3 kod Zena koje imaju infekciju Chlamydiom
trachomatis i1 ucestale spontane pobacaje (104). Drugi autori su istrazivali ekspresiju
razli¢itih MMP-a u jajovodima inficiranim Neisseriom gonorrhoeae. Juica i sur. su primijetili
znacajan porast ekspresije MMP-8, bez znacajnih promjena razina MMP-3, MMP-9 i TIMP-
1 (105), dok su Rodas i sur. pronasli povisenu razinu MMP-9 u jajovodima s gonokoknom

infekcijom (106).

Poznato je da MMP-e razgraduju ECM koji predstavlja barijeru metastatskom Sirenju
tumora. Na taj na¢in MMP-e imaju vaznu ulogu u invaziji i Sirenju razlicitih vrsta tumora, pa
1 karcinoma endometrija i jajnika (107,108)). Povecanu ekspresiju MMP-2 kod karcinoma
jajnika pokazali su Davidson i sur. koristeci pri tom metode imunohistometrije i “in situ”
hibridizacije (109). U istrazivanju Ziyi i sur. ekspresija MMP-2 u stanicama karcinoma
jajnika znacila je znac¢ajno smanjenje ukupne stope prezivljenja kod tih Zena, dok ekspresija
MMP-2 u stromalnim stanicama nije imala utjecaj na dugoro¢ne negativne ishode (110).
Procjena aktivnosti MMP-2 u stanicama karcinoma mogla bi na taj nac¢in biti vazan podatak

za terapijske i prognosticke svrhe, kao i za utvrdivanje prosirenosti bolesti.

1.7.Matriksne metaloproteinaze i parodontitis

Slina je tjelesna tekucina sloZenog sastava koja obavlja raznolike funkcije. Ukupna slina
nastaje mijeSanjem sline iz Zlijezda slinovnica s ostalim teku¢inama 1 supstratima koji dospiju
u usnu Supljinu, a to su sulkusna tekucina, sekreti iz diSnih putova, bakterije i njihovi
metaboliti, virusi, gljivice, odljustene epitelne stanice i1 brojni drugi derivati. Slina iz
slinovnica je izluCevina velikih 1 malih Zlijezda slinovnica ¢ijim lucenjem upravlja
autonomni Ziv€ani sustav. Nasuprot slini iz slinovnica, koju proizvode specijalizirane stanice
1 koja uz to prolazi dodatnu obradu u izvodnim kanali¢ima, sulkusna tekucina je svojim
sastavom puno sli¢nija krvnoj plazmi. Ona je transudat koji nastaje ultrafiltracijom iz
kapilarnog pleksusa u podrucju sulkusa, ili eksudat u slucaju jace upale 1 posljedicne
povecane permeabilnosti kapilara. Dakle, slina iz slinovnica, kao i sulkusna tekuéina derivati

su krvne plazme. Zbog svojeg porijekla, obje tekuéine u vecoj ili manjoj mjeri sadrzavaju
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komponente krvne plazme — elektrolite, hormone, proteine plazme, imunoglobuline, citokine
1 brojne druge medijatore. Najveci dio komponenata plazme u slinu dospije putem sulkusne
tekucine jer su kapilare u sulkusu za njih puno propusnije nego stanice acinusa iz zlijezda

slinovnica (111).

Upalni medijatori identificirani u slini poput IL-1 B, -6, -8, TNF, MMP-8, MMP-9, TIMP-1
povezuju se s brojnim oralnim i sistemskim bolestima (112). Na taj nacin slina predstavlja
potentni medij, tj. alternativu plazmi ili serumu. Zajedno s usvajanjem novih spoznaja i
metoda s podrucja molekularne biologije u posljednjih dvadesetak godina izuzetno je poraslo
zanimanje za koriStenje sline u neinvazivnim metodama probira u dijagnostici, prognozi

bolesti kao i prac¢enju rezultata terapije.

Parodontitis, Sesta po ucestalosti kronicna upalna bolest u svijetu, predstavlja
multifaktorijalno stanje sa kompleksnim interakcijama izmedu parodontnih bakterija,
upalnog odgovora domacina te genetskih, okolisnih i bihevioralnih faktora rizika (113).
Podatci iz literature navode varijabilnu prevalenciju parodontitisa, ovisno o promatranoj
populaciji, dobi 1 stupnju parodontitisa. Sheiham i Netuveli navode da je ucestalost
umjerenog parodontitisa (s dzepovima dubine 3,5-5,5 mm) kod Europljana u dobi od 35-44
godine 13-54% te da je srednja vrijednost ucestalosti ovog stupnja parodontitisa u Zapadnoj
Europi 36%, a u Isto¢noj Europi 45%. Prema istim autorima, ucestalost uznapredovalog
parodontitisa (s dZzepovima dubljim od 5,5 mm) kod odraslih iznosila je 10% u Zapadnoj
Europi te ¢ak 30-40% u nekim zemljama Istocne Europe (114). Brojne epidemioloske 1
klinicke studije pokazale su da nelijeCena perzistiraju¢a parodontna infekcija oslabljuje
obrambene mehanizme domacina 1 moze ozbiljno ugroziti opée zdravstveno stanje
povecavajudi rizik za kardiovaskularne bolesti, plu¢ne bolesti i opstetricke komplikacije
poput prijevremenog poroda 1 radanja djece sa malom porodajnom tezinom (115). Najcesci
oblik bolesti je plakom inducirani parodontitis kojeg karakterizira upala gingive, otpustanje
razli¢itih upalnih citokina i destrukcija tkiva. Kroni¢ni parodontitis je sporo progredirajuca
bolest, ali moze imati periode rapidnog napredovanja. Degeneracija podlezec¢eg kolagena
parodonta, resorpcija alveolarne kosti, migracija epitela gingive preko povrsine zuba dovode

do kona¢nog formiranja parodontne lezije i gubitka zuba (116). Tradicionalna dijagnoza
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parodontitisa se bazira prvenstveno na temelju klini¢kog nalaza koji ukljucuje mjerenja PD,
BOP i CAL. Nadalje, tu su i radioloska ispitivanja i po potrebi mikrobioloske analize
odnosno identifikacija parodontnih bakterija. Navedene metode zahtijevaju vrijeme, visoko
kvalificirano osoblje, skupu opremu, a njihov rezultat je utvrdivanje ve¢ postojece bolesti,
ali ne i prepoznavanje rizika za razvoj parodontitisa bez postojanja klini¢kih simptoma (117-
119). Zadnjih godina pokusava se otkriti brze testove za detekciju parodontitisa inter alia
kako bi se izbjeglo nepotrebno izlaganje pacijenata radioloSkom snimanju. Ispitivani su
brojni biljezi u slini i1 ¢ini se kako odredivanje matriksnih metaloproteinaza daje vazne
informacije o razlici izmedu gingivitisa, parodontitisa i zdravog parodonta. Posebno se u tom

smislu istice MMP-8 koja se pokazala prili¢no dobrim biljegom.

MMP-8 u gingivalnoj sulkusnoj tekucini je proteaza s visokim destruktivnim potencijalom
uslijed svoje sposobnosti da degradira kolagen u bolesnika koji imaju parodontitis. Brojna
istrazivanja pokazuju kako je MMP-8 poviSena u gingivalnoj sulkusnoj tekucini pacijenata s
parodontitisom. MMP-8 moguce je detektirati u razli¢itim supstratima (slina, ispirak usta,
gingivalna sulkusna tekucina, periimplantatna sulkusna tekucina). Razina MMP-8 narocito
je povisena u osoba koje pate od teskih oblika parodontitisa (120-124). Poznato je kako
pusenje neovisno povecava razinu MMP-8 §to je dokazano u istraZivanju parodontnih
patogena u bronhijalnom sekretu osoba (125). Razina MMP-8 u gingivalnoj tekucini je
poviSena i u drugih bolesnika kao npr. oboljelih od reumatoidnog artritisa (126). Aktivacija
osteoklasti¢ne aktivnosti uslijed aktivacije receptora nuklearnog ¢imbenika kP liganda (eng.
receptor activator of nuclear factor kappa-p ligand, RANKL) i otpuStanje enzima poput
MMP-8 su jedni od ¢imbenika koji su ukljuceni u raspad parodonta. Ipak mehanizmi u
podlozi ovog stanja su slabo poznati (127). Kroni¢ni parodontitis je okida¢ za imunoloske
upalne procese. Upalom aktivirani neutrofili otpusStaju brojne enzime u ekstracelularni
matriks, medu njima i MMP-8. Na taj nacin je MMP-8 ukljucena u degradaciju komponenti
ekstracelularnog matriksa 1 moze se otkriti u gingivalnoj sulkusnoj tekuéini. Nekoliko
istrazivanja pokazalo je da poviSena razina MMP-8 u slini pozitivno korelira s progresivnim

gubitkom CAL (128,129). Dakle, odredivanje MMP8 u sulkusnoj gingivalnoj tekuéini ili
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slini moze biti vazan ¢imbenik u dijagnostici parodontitisa, progresiji bolesti i odgovora na

lijecenje parodontitisa.

U traganju za najrelevantnijim rezultatima studije su usporedivale razlicite laboratorijske 1
ordinacijske (“chair-side”’) metode odredivanja razine MMP-8 u parodontitisom zahvaéenoj
gingivalnoj sulkusnoj tekuéini ili u uzorcima sline (130, 131). To su imunofluorometrijska
analiza (eng. immunofluorometric assay, IFMA), MMP-8 ordinacijski test (eng. chair-side
dip-stick test, ili point of care test, PoC test), enzimski povezani imunosorbentni test (eng.
enzyme-linked — immunosorbent  assay, ELISA): dentoELISA i tradicionalna
AmershamELISA kit. Postupci provodenja IFMA, dentoELISA 1 AmershamELISA detaljno
su opisani u studijama Leppilahti J. 1 sur. 2011.g. i Hanemaaier R. i sur. 1997.g. (131, 132).
IFMA, MMP-8 point of care test i dentoELISA koriste ista monoklonalna antitijela na MMP-
8 1 s veCom tocnoscu od tradicionalne ELISA metode mogu razlikovati ispitanike sa zariStima
parodontitisa u odnosu na zdrave kontrole. Razlog veée osjetljivosti ovih testova je u
sposobnosti antitijela za identifikaciju neutrofilnog fibroblast tipa MMP-8 izotopa, t;.
njegove aktivne forme (131,132). Upravo je aktivna forma MMP-8 uglavnom prisutna u
zariStima s aktivnom parodontitisom, dok se latentna forma vise pojavljuje kod gingivitisa

(130). AmershamELISA metoda detektira sve oblike MMPs (131).

1.7.1. MMP-8 “point of care” imunotest iz sline (Periosafe)

U posljednje vrijeme velika se pozornost polaze takozvanim “point of care” testovima iz sline
koji na jednostavan i brz nacin, u svega 5 minuta, mogu identificirati, tj. raditi skrining
kroni¢nog 1 pocetnog parodontitisa kod kojeg jos nije doslo do pojave klinickih simptoma.
Radi se o kvalitativnom testu koji kao osnovnu metodu koristi imunokromatografiju za
odredivanje specificnog antigena ili protutijela u uzorku tj. slini ili gingivalnoj sulkusnoj
tekudini ispitanika na principu enzimskog imunotesta. U literaturi se susre¢e jo§ nekoliko

naziva za ovakvu vrstu testova poput “near patient testing”, “bed side testing”,” chair side

dip stick test”. PoC testiranje provodi se uz bolesnika. Ispitivani supstrat transportira se kroz
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porozni mikrostrukturirani sloj ili sintetske polimere testa. Tu dolazi do kemijske reakcije
izmedu ciljne molekule ili antigena iz substrata sa kemijskim partnerom tj. antitijelom koje
je imobilizirano na povrsini Cestice matriksa. S prolaskom sve vise supstrata kroz podlogu
intezitet kemijske reakcije mijenja boju podloge i daje jasno vidljiv rezultat. Test sadrzi dvije
podloge ili zone, kontrolnu koja reagira sa svim cesticama iz supstrata, bez selekcije 1
pokazuje valjanost testa i drugu sa specificnim monoklonalnim antitijelima na aktivnu formu
MMP-8 koja reagira samo sa ciljnim molekulama. MMP-8 PoC test osim $to identificira
mjesta pocetnog i1 kroni¢nog parodontititsa, moze razlikovati aktivna od zdravih mjesta,
predvidjeti Sirenje bolesti i sluziti za monitoriranje tj. prac¢enje efikasnosti terapije (133-137).

Test takoder moze prepoznati genetski predisponirane adolescente (138).

MMP-8 PoC test u dobroj je korelaciji sa kvantitativnom metodom IFMA. Sa pragom od
Img/l MMP-8 u gingivalnoj sulkusnoj tekucini test osigurava senzitivnost od 0.83 i

specificnost od 0.96 (139).

Johnson 1 sur. u svom radu zakljucili su da brzi MMP-8 imunotest dobro korelira s
laboratorijskim imunoloskim testom za odredivanje MMP-8 koji se smatra zlatnim
standardom. Naveli su i odredena ograni¢enja, kao npr. da se brzim testom ne moze
procijeniti opseg niti to¢na lokalizacija bolesti te da test kojeg su koristili ne razlikuje
gingivitis od parodontitisa (140). Raniji radovi pokazali su da je kao potencijalni biomarker
za dijagnozu parodontitisa 1 periimplantitisa vazan aktivni oblik MMP-8, aMMP-8, a ne
ukupna koncentracija MMP-8 u supstratu (130, 141-145) Rad Raisanena i sur. koji je
objavljen 2019.g. pokazao je da je za detekciju aMMP-8 brzim testom preciznije koristiti

ispirak usne Supljine nego slinu (145).

Heikkinen 1 sur. usporedivali su Sest razli¢itih cut-off vrijednostt MMP8 kod 130 pacijenata
sa kroni¢nim parodontitisom i pri tome za uzorak koristili ispirak usne Supljine. Pokazano je
da je cut-of vrijednost od 25ng/ml filtrata dobivenog od S5ml ispirka usne Supljine
najmjerodavnija u razgrani¢avanju pozitivnih od negativnih nalaza (136). Dobivena
senzitivnost testa od 76.5% kod prisutnih viSe od dva mjesta sa dubokim parodontalnim

dZepovima nesto je niZza u odnosu na senzitivnost od 83% u studiji Méntyld i sur. s GFC
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MMPS stick testom, dok je specifi¢nost od 96.7% jednaka u obje studije (139). Razlog je
vjerojatno u tome $to su za uzorke koristili slinu umjesto gingivalne sulkusne tekuéine. U
naSem istrazivanju Koristit ¢e se Periosafe test iz sline u prvom redu zbog jednostavnosti
dobivanja uzorka i zbog planiranja uvodenja ovog testa u ginekoloske ambulante za skrining

osoba koje imaju potencijalni rizik za parodontitis.

Buduéi da je znanje o povezanosti salivarnih biomarkera i dijagnoze odredenih bolesti
ograni¢eno, istrazivanja koja u svojoj metodologiji koriste MMP-8 point-of-care test sam ili
u kombinaciji sa drugim laboratorijskim metodama mogla bi imati veliki potencijal za
prepoznavanje MMP-8 PoC testa kao dijagnostickog mosta izmedu usne Supljine i sistemskih

stanja.

Kao §to je gore obrazlozeno, velik broj studija istrazivao je vezu izmedu parodontitisa 1
neplodnosti kod muskaraca i Zena, no mali broj je u svojim analizama koristio MMP-8 PoC
test za validaciju i procjenu rizika za parodontitis, poput studije Nwhatora i sur. iz 2014 (146).
Oni su na uzorku od 86 muskaraca analizirali da li prisustvo rizika za parodontitis moze
utjecati na kvalitetu spermiograma. Rizik za parodontitis procijenili su koriste¢i rezultate
MMP-8 PoC testa i parodontoloSkog indexa dobivenog bazicnim parodontoloskim
pregledom (eng. Community Periodontal Index of treatment needs, CPITN) (147). Nadalje,
kod svakog ispitanika analiziran je stupanj ili indeks oralne higijene. Za razliku od studije
Klinger i sur. iz 2011.g., nije pokazana povezanost izmedu kroni¢nog parodontitisa i
smanjene pokretljivosti spermija (32). Moguc¢i razlog je Sto su Klinger 1 sur. koristili CAL
koji predstavlja mjeru trenutnog parodontalnog statusa, dok je MMP-8 oralni test indikator
rizika za parodontitis 1 prije pojave klini¢kih simptoma. Analiza CPITN sekstanata koriStena
u ovoj studiji rezultirala je zna¢ajnom povezanoS¢u samo u tre¢oj kategoriji (broj sekstanata
s parodontnim dZepovima) u jednoj dobnoj skupini. Druge dvije kategorije, broj zdravih
sekstanata 1 broj sekstanata s krvarenjem i /ili kamencem nije se znacajno razlikovao izmedu
ispitanika s lo§im spermiogramom i kontrolne skupine. S druge strane istrazivaci su pokazali
povezanost izmedu loSe oralne higijene i subnormalnog broja spermija. Moguca povezanost
loSe oralne higijene i1 parodontitisa je pokazana preko TNF-a za kojeg se pokazalo da je preko

TNF povezanog liganda indukcije apoptoze (eng. TNF-related apoptosis-inducing ligand)
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razlog varikocelom induciranom testikularnom disfunkcijom. Vjerojatnija povezanost
higijene usne Supljine i kvalitete spermiograma je u sli¢nosti oralne mikroflore i
mikroorganizama u spermi (31). LoSa oralna higijena i visoka koncentracija bakterija u usnoj
Supljini mogu rezultirati bakterijemijom. Poznata je sposobnost odredenih oralnih
mikroorganizama poput Fusobacterium nucleatum da zajedno s MMP-8 “otvaraju put”
drugim parodontnim patogenima u sistemsku cirkulaciju (148). To znaci da faktor inhibicije
spermija kojeg luci E. coli (149,150) ne bi imao efekta bez pomoc¢i F. nucleatum i MMP-8.
Studija Nwhatora i1 sur. pokazala je da koriStenje CPTIN ima ograni¢enja koja se mogu
savladati analizom pojedinih sekstanata. Upotreba MMP-8 PoC testa nadilazi i druge
nedostatke CPTIN s osjetljivoséu od 96% za losu oralnu higijenu, s osjetljivos¢u od 95%- za

kroni¢ni parodontitis i s osjetljivoséu od 82.6% za BOP (146).

Iako dio objavljene literature upucuje na moguce losije parodontno zdravlje neplodnih
pacijenata, dokazi su ograniceni te su potrebna daljnja istraZzivanja. Takoder, u trenutku
prijave ovog istraZivanja, bio je dostupan mali broj rezultata primjene brzog aMMP-8 testa

iz ispirka usne Supljine za postavljanje dijagnoze parodontitisa.
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2. HIPOTEZE I CILJEVI ISTRAZIVANJA
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Svrha rada

Svrha rada je validacija ordinacijskog MMP-8 testa za dijagnosticiranje parodontne bolesti
te utvrdivanje parodontnog statusa neplodnih pacijentica, u odnosu na plodne. Ranom
dijagnozom parodontitisa pacijentice bi pravovremeno bile upuéene na parodontolosko
lijeCenje 1 eliminaciju moguceg C¢imbenika rizika za neuspjeh postupka medicinski
potpomognute oplodnje.

Cilj istrazivanja

Cilj istraZivanja je ispitati primjenu brzog MMP-8 testa za dijagnosticiranje parodontne
bolesti iz ispirka usne Supljine kod Zena koje se lijee zbog neplodnosti nepoznatog uzroka.

Hipoteza

Hipoteza istrazivanja je da ¢e pacijentice koje se lijee od idiopatske neplodnosti imati veci

broj pozitivnih testova u odnosu na plodne Zene.
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3. ISPITANICE I POSTUPCI
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3.1. Ispitanice

Istrazivanje se provodilo u periodu od veljace 2018. do prosinca 2020. godine u Klinici za
zenske bolesti 1 porodnistvo, Zavodu za humanu reprodukeiju i ginekolosku endokrinologiju
Klini¢kog bolni¢kog centra Sestre milosrdnice, Zavodu za oralnu medicinu i Zavodu za
parodontologiju Stomatoloskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu 1 u medicinsko-
biokemijskom laboratoriju u Poliklinici Aviva u Zagrebu. Istrazivanje su odobrili Eticki
odbor Stomatoloskog fakulteta Sveucilista u Zagrebu (broj odobrenja: 05-PA-15-11/2017.) i
Eticko povjerenstvo Klinickog bolnickog centra "Sestre milosrdnice" u Zagrebu te je
registrirano u ameri¢kom Nacionalnom institutu za zdravlje (clinicaltrials.gov) (identifikator
istrazivanja: NCTO03542630). Svaki pacijent je potpisao informirani pristanak prema
Helsinskoj deklaraciji. U istrazivanju je sudjelovalo ukupno 100 Zena. Ciljana skupina
ispitanica ukljucivala je 50 Zena u dobi izmedu 25 i1 45 godina, koje su zadovoljavale kriterije
za neplodnost nepoznatog uzroka (idiopatska neplodnost) i koje su se lijecile u Klinici za
zenske bolesti 1 porodnistvo, Zavodu za humanu reprodukeiju 1 ginekoloSku endokrinologiju
Klini¢kog bolni¢kog centra Sestre milosrdnice. Kontrolnu skupinu predstavljale su Zene iste
dobne skupine koje su spontano zatrudnjele i lijeCile se na Zavodu za oralnu medicinu 1
Zavodu za parodontologiju Stomatoloskog fakulteta SveuciliSta u Zagrebu, ovisno o
parodontoloSkom statusu. Ispitanice iz ciljane i1 kontrolne skupine koje su zadovoljile
ukljuc¢ujuce kriterije, a nisu imali niti jedan od iskljucujucéih kriterija, ukljuene su u
istrazivanje nakon pojasnjenja dizajna studije, potpisanog informiranog pristanka, klinickog

parodontoloSkog pregleda i izvodenja MMPS testa iz sline.

Istrazivanje je bilo presjecnog tipa i ukljucilo je uzimanje anamneze (ginekoloske i dentalne,
stomatoloSke), standardni parodontoloski pregled specijalista parodontologa i izvodenje

aMMP-8 brzog testa iz sline svim sudionicama.
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3.2.Ukljuéni i iskljuéni Kriteriji

Ukljuéni kriteriji za ciljanu skupinu ispitanica s idiopatskom neplodnos¢u:

- dob izmedu 25 1 45 godina

- nezasti¢eni odnosi dulje od godinu dana bez postizanja trudnoce
- uredni ovulacijski ciklusi

- uredna prohodnost jajovoda

- uredan nalaz spermiograma

- vrijednost Anti-Mbllerovog hormona (AMH) izmedu 15 i 48 pmol/l

Iskljuéni kriteriji za ciljanu skupinu ispitanica s idiopatskim sterilitetom:

- postojanje poznatih razloga neplodnosti (anovulacija, neprohodnost jajovoda, muski
faktor)

- prisutnost metabolickih, autoimunih bolesti i Se¢erne bolesti

- uzimanje kontraceptiva, antibiotika i sistemska ili lokalna protuupalna terapija
(kortikosteroidi, nesteroidni antireumatici, kemoterapeutici) zadnjih 6 mjeseci prije

ukljuc¢ivanja u studiju zbog moguceg utjecaja na stanje parodonta.

Ukljuéni kriteriji za kontrolnu skupinu ispitanica:

- dob izmedu 25 145 godina
- uredna spontana trudnoca 1 porod u anamnezi

Iskljucni kriteriji za kontrolnu skupinu:

- dob ispod 25 1 iznad 45 godina

- prisutnost metabolic¢kih, autoimunih bolesti 1 Secerne bolesti

- uzimanje kontraceptiva, antibiotika i sistemska ili lokalna protuupalna terapija
(kortikosteroidi, nesteroidni antireumatici, kemoterapeutici) zadnjih 6 mjeseci prije

ukljucivanja u studiju zbog moguceg utjecaja na stanje parodonta.
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3.3.Postupci s ispitanicama

Svim sudionicama istrazivanja MMP-8 se odredivala iz sline, pomoc¢u brzog MMP-§ testa
(PerioSafe). Koriste¢i metodu imunokromatografije, MMP-8 test na brz i jednostavan nacin
identificira pacijente sa ranim znakovima parodontititsa. Osim u dijagnostici koristi se i u
prac¢enju rezultata lijeCenja parodontne bolesti. Radi se o kvalitativnom testu ¢ija je grani¢na
vrijednost za pozitivan nalaz 25ng MMP8/ml. Osjetljivost testa iznosi 76.5%, a specificnost
96.7% prilikom prisutnosti upale parodonta i parodontnih dzepova, tj. klinicke dubine
sondiranja vise od 4 mm, na viSe od dva mjesta sondiranja (136). Uzorak testa se dobiva
jednostavnom metodom ispljuvka u za to predvidenu kasetu prema preporukama
proizvodaca. Nakon ispiranja usne Supljine, posebnom teku¢inom kroz 30 sekundi, iz ¢aSice
sa ispljuvkom kapaljkom se uzme 3 do 4 kapi ispljuvka i nanese u za to predvideni otvor na
testnoj plocici. Rezultat testa se ocitava nakon 5 minuta i moze biti negativan ili pozitivan.
Jedna linija na testu znaci da je test ispravno izveden 1 da je negativan. Dvije linije govore za
pozitivan nalaz i oznaCavaju povecani rizik za parodontitis u ispitanice. Prema uputama
proizvodaca, test se smatrao pozitivnim i u slucajevima kad je druga linija bila manjeg

inteziteta od kontrolne.

Sve sudionice istrazivanja obavile se specijalisticki parodontoloski pregled kako bi se
standardnim klinickim pregledom utvrdilo postoje li znakovi parodontne bolesti.
Parodontoloski pregled obavila su dva medusobno kalibrirana parodontologa koristeci pri
tom stomatolo$ko ogledalo 1 standardnu parodontnu sondu (UNC-15, Hu-Friedy Chicago,
IL, USA). Svakoj ispitanici odredivan je plak indeks (engl. plaque index, PI) (151) i indeks
krvarenja (engl. bleeding on probing, BOP) sa Sest mjesta oko svakog zuba (meziobukalno,
srednje bukalno, distobukalno, meziolingvalno, srednje lingvalno i distolingvalno),
iskljucujuéi trece kutnjake (152). PD 1 CAL ispitivala se na Sest mjesta oko svakog zuba
(meziobukalno, srednje bukalno, distobukalno, meziolingvalno, srednje lingvalno 1
distolingvalno), iskljuujuéi trece kutnjake. Nakon toga odreden je stupanj tj. stadij
parodontitisa prema posljednjoj klasifikaciji parodontitisa iz 2017. godine (153). Stadij

parodontitisa definiran je teZinom prema razini interdentalnog CAL-a, radioloskom gubitku
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kosti i gubitku zuba. Nova klasifikacija razlikuje Cetiri stadija parodontitisa, stadij I (inicijalni
parodontitis kod kojeg je interdentalni gubitak klinickog pricvrstka na mjestu najveéeg
gubitka 1-2 mm), stadij II (umjereni parodontitis kod kojeg je interdentalni gubitak klinickog
pricvrstka na mjestu najveceg gubitka 3-4 mm), stadij III (uznapredovali parodontitis s
vjerojatnos¢éu dodatnog gubitka zuba; interdentalni gubitak klinickog pri¢vrstka na mjestu
najveceg gubitka jest >5Smm te postoji gubitak < Cetiri zuba uslijed parodontitisa) i stadij [V
(uznapredovali parodontitis s vjerojatnoscu gubitka denticije; interdentalni gubitak klinickog
pricvrstka na mjestu najveéeg gubitka jest >Smm te postoji gubitak >5 zuba uslijed
parodontitisa). Prisutnost plaka na razini cijelih usta (engl.full mouth plaque score, FMPS) i
krvarenje na razini cijelih usta (engl.full mouth bleeding score, FMBS) izracunati su kao
postotak, dijeljenjem zbroja ukupno pozitivnih mjesta s ukupnim brojem mjesta na kojima
se mjerilo. Klinicki parametri usporedeni su za sve pacijentice s pozitivhim 1 negativnim

rezultatom MMP-8 testa kako bi se napravila validacija testa.

3.4.Statisticka analiza

Podatci su prikupljeni u MS Excel tablicama, a statisticka analiza radena je u Medcalc (v11.4)
programu. Podatci su sumirano prikazani sa srednjom vrijednos¢u (+- standardna devijacija
SD) ili medijanom 1 interkvartilnim rasponom (IQR) ovisno o normalnosti distribucije.
Normalnost distribucije prikupljenih podataka odredena je Kolmogorov-Smirnovljevim
testom s ili bez logaritamske transformacije podataka. Kontinuirane varijable normalne
distribucije usporedivane su izmedu dvije grupe t-testom. Kontinuirani podatci nenormalne
distribucije usporedivani su Mann-Whitneyevim testom medu dvije grupe. Kategoricke
varijable su usporedivane Chi-square ili Fischers testom, a vrijednosti sumirane brojem i

postotkom. Korelacije medu varijablama ispitivane su Spearmanovim testom.
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4. REZULTATI
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Karakteristike neplodnih i plodnih pacijentica na temelju parodontnog nalaza prikazane su u

Tablici 1.

Tablica 1. Karakteristike neplodnih i plodnih pacijentica na temelju parodontnog nalaza.

Neplodne (N=50) Plodne (N=50) P-vrijednost
Srednja vrijednost | Srednja vrijednost =SD
+SD/medijan(IQR) | /medijan (IQR)
Dob 36,1 £3,7 37+£29 *ns
Broj zubi 27 (26-28) 27 (25-28) *ns
FMBS 38,9+19,7 37,9+19,2 *ns
FMPS 41,6 £21,5 36 £19 *ns
PISA 645,0 = 368,0 700,9 + 420,3 *ns
PESA 1473,9 + 304,5 1575,7 +269,9 *ns
MMP8 28 (56%) 30 (60%) *ns
Parodontna dijagnoza *ns
Bez parodontitisa 25 (50% 25 (50%)
S1 stupanj parodontitisa 7 (14%) 0 (0%)
S2 stupanj parodontitisa 10 (20%) 10 (20%)
S3 stupanj parodontitisa 8 (16%) 15 (30%)
Broj dzepova >4 mm 16 (3-29) 22 (6-38) *ns
Broj dzepova >6 mm 0 (0-1) 0 (0-6) *ns

*ns- non-significant; nije znacajno

U skupini neplodnih pacijentica ukupno je bilo 28 pozitivnih testova, dok je u skupini plodnih
pacijentica ukupno bilo 30 pozitivnih testova ¢ime je odbacena hipoteza naseg istrazivanja

da ¢e neplodne pacijentice imati veci broj pozitivnih testova u odnosu na plodne pacijentice.

Neplodne pacijentice s parodontitisom imale su nesto bolji parodontoloski status nego plodne
pacijentice s parodontitisom, odnosno imale su manje uznapredovali parodontitis nego

kontrolna skupina. Imale su manju povrSinu parodontne upale (eng. periodontal inflamed
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surface area, PISA) 1 manji broj dZzepova dubljih od 4 i od 6 mm, iako razlika nije bila

statisticki znacajna.

Ishodi aMMP-8 testa usporedeni su s razli¢itim klinickim parametrima i dijagnozama.
Osjetljivost 1 specificnost testa za detekciju parodontitisa u skupini neplodnih pacijentica
iznosila je 84% 1 72%, u skupini plodnih pacijentica 88% 1 68% te 86% 1 70% u ukupnoj
populaciji pacijentica (Tablica 2).

Tablica 2. Osjetljivost 1 specificnost MMP-8 testa u skupini neplodnih i plodnih pacijentica
u odnosu na prisutnost parodontnih dzepova >4mm, >6mm, indeksa krvarenja na razini

cijelih usta >15%, parodontne bolesti (gingivitisa ili parodontitisa) i parodontitisa.

Parodontni nalaz Neplodne Plodne (N=50) | Ukupno
(N=50) (N=100)
Parodontni dzep | Osjetljivost 65 61,4 63,3
>4 mm
Specificnost 100 83,3 90
Parodontni dzep | Osjetljivost 85,5 85 85,3
>6 mm
Specifi¢nost 55,6 56,7 56
FMBS > 15% Osjetljivost 62,2 65,1 53,6
Specifi¢nost 100 71,4 83,3
Parodontna Osjetljivost 74,3 87,1 80,3
bolest
Specifi¢nost 86,7 84,2 85,3
Parodontitis Osjetljivost 84% 88% 86%
Specifi¢nost 72% 68% 70%
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Pozitivan brzi MMP-8 znacajno je korelirao s iznosom krvarenja na razini cijelih usta (eng.

full-mouth bleeding score, FMBS), iznosom plaka na razini cijelih usta (eng. full-mouth

plaque score, FMPS), povr§inom parodontne upale (eng. periodontal inflamed surface area,

PISA) te prisutnoS¢u dZepova jednakih ili dubljih od 4 1 od 6 mm (Tablica 3). Korelacija je

bila najsnaznija s iznosom krvarenja na razini cijelih usta te povr§inom parodontne upale, a

nesto niza s prisutnocu dzepova jednakih ili dubljih od 4 mm, iznosom plaka na razini cijelih

usta te prisutnosc¢u dzepova jednakih ili dubljih od 6 mm.

Tablica 3. Korelacija MMP-8 s klinickim parodontnim parametrima.

FMBS | FMPS | PISA DzZepovi | DZepovi
>4mm >6mm
MMP-8 | Spearmanov | 0,605 0,494 0,578 0,513 0,389
koeficijent
korelacije
Razina <0,0001 | <0,000 | <0,0001 <0,0001 | 0,0001
znacajnosti P 1
N 100 100 100 100 100
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Slika 1. Graficki prikaz odnosa MMPS testa 1 iznosa krvarenja na razini cijelih usta

(FMBS) (p<0,0001, t-test).

Na y-osi prikazan je iznos krvarenja na razini cijelih usta, FMBS, u postotku, a na x-osi nalaz
MMP-8 testa (0-negativan, 1-pozitivan). Podru¢je unutar kutije prikazuje interkvartilni
raspon vrijednosti FMBS pacijentica s pozitivnim nalazom testa. Linija unutar kutije
oznacava medijan. Brkovi grafa 1 pojedine oznake oznacavaju mjerenja izvan interkvartilnog
raspona. Osobe pozitivne na MMPS testu imale su znacajno visi iznos krvarenja na razini
cijelih usta (FMBS, t-test, p<0,0001), a Spearmanov koeficijent korelacije bio je 0,605
(p<0,0001).
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Slika 2. Graficki prikaz odnosa MMPS8 testa i iznosa plaka na razini cijelih usta

(FMPS) (p<0,0001, t-test).

Na y-osi prikazan je iznos plaka na razini cijelih usta, FMPS, u postotku, a na x-osi nalaz
MMP-8 testa (0-negativan, 1-pozitivan). Podru¢je unutar kutije prikazuje interkvartilni
raspon vrijednosti FMPS pacijentica s pozitivnim nalazom testa. Linija unutar kutije
oznacava medijan. Brkovi grafa i pojedine oznake oznacavaju mjerenja izvan interkvartilnog
raspona. Osobe pozitivne na MMPS testu imale su znacajno visi iznos plakana razini cijelih

usta (FMPS, t-test, p<0,0001), a Spearmanov koeficijent korelacije bio je 0,494 (p<0,0001).
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Slika 3. Graficki prikaz odnosa MMP-§ testa i povrSine parodontne upale (PISA)
(p<0,0001, t-test).

Na y-osi prikazana je ukupna povrsina parodontne upale (PISA), u mm2, a na x-osi nalaz
MMP-8 testa (0-negativan, 1-pozitivan). Podrucje unutar kutije prikazuje interkvartilni
raspon vrijednosti PISA-e kod pacijentica s pozitivnim nalazom testa. Linija unutar kutije
oznacava medijan. Brkovi grafa 1 pojedine oznake oznacavaju mjerenja izvan interkvartilnog
raspona. Osobe pozitivne na MMPS testu imale su znacajno vecu povrsinu parodontne upale

(PISA, t-test, p<0,0001), a Spearmanov koeficijent korelacije bio je 0,578 (p<0,0001).
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Slika 4. Graficki prikaz odnosa MMP-8 testa i prisutnosti dzepova jednakih ili dubljih
od 4 mm (p<0,0001, Mann-Whitney test).

Na y-osi prikazan je postotak dZepova >4mm, a na x-osi nalaz MMP-8 testa (0-negativan, 1-
pozitivan). Podrucje unutar kutije prikazuje interkvartilni raspon broja dZepova >4mm kod
pacijentica s pozitivnim nalazom testa. Linija unutar kutije ozna¢ava medijan. Brkovi grafa
1 pojedine oznake oznaCavaju mjerenja izvan interkvartilnog raspona. Osobe pozitivne na
MMPS testu imale su znacajno veci broj dZzepova >4mm, Mann-Whitneyev test, p<0,0001),

a Spearmanov koeficijent korelacije bio je 0,513 (p<0,0001).
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Slika 5. Graficki prikaz odnosa MMP-8 testa i prisutnosti dzepova jednakih ili dubljih
od 6 mm (p=0,0001, Mann-Whitney test).

Na y-osi prikazan je postotak dZepova >6mm, a na x-osi nalaz MMP-8 testa (0-negativan, 1-
pozitivan). Podrucje unutar kutije prikazuje interkvartilni raspon interkvartilni raspon broja
dZepova > 6mm kod pacijentica s pozitivnim nalazom testa. Linija unutar kutije oznacava
medijan. Brkovi grafa i pojedine oznake oznaCavaju mjerenja izvan interkvartilnog raspona.
Osobe pozitivne na MMPS8 testu imale su znacajno ve¢i broj dZepova > 6mm, Mann-

Whitneyev test, p<0,0001), a Spearmanov koeficijent korelacije bio je 0,389 (p<0,0001).

Zanimalo nas je 1 kakva je osjetljivost 1 specifi¢nost testa ovisno o stupnju parodontitisa te
pozitivna i negativna prediktivna vrijednost testa. Pozitivna prediktivna vrijednost oznacava

vjerojatnost da je testirana pacijentica bolesna ukoliko joj je nalaz pozitivan, a negativna
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prediktivna vrijednost oznacava vjerojatnost da je testirana pacijentica zdrava pod uvjetom

da je negativna. Rezultati su prikazani u tablicama 4-7.

Tablica 4. Dijagnosti¢ka pouzdanost testa na ukupnom uzorku pacijentica (N=100).

Dijagnoza Pozitivan  brzi | Negativan brzi | Ukupno
MMPS8 test MMPS8 test
Parodontitis 43 7 50
(N=50)
Bez 15 35 50
parodontitisa
(N=50)
95% interval pouzdanosti
(engl.confidence interval, CI)
Osjetljivost 86,00% 73,26% - 94,18
testa
Specifi¢nost 70,00% 55,39% - 82,14%
testa
Pozitivna 74,14% 60,96% - 84,74%
prediktivna
vrijednost
Negativna 83,33% 68,64% -93,03%
prediktivna
vrijednost
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Tablica 5. Osjetljivost i specificnost MMP-8 testa u razlikovanju osoba bez

parodontitisa i blagog parodontitisa.

Dijagnoza Pozitivan  brzi | Negativan brzi | Ukupno
MMPS8 test MMPS test
S1 stupanj | 7 0 7
parodontitisa
Bez 15 35 50
parodontitisa
(N=50)
95% interval pouzdanosti
(engl.confidence interval, CI)
Osjetljivost 100,00% 59,04% - 100,00
testa
Specifi¢nost 70,00% 55,39% - 82,14%
testa
Pozitivna 31,82% 13,86% - 54,87%
prediktivna
vrijednost
Negativna 100,00% 90,00% - 100,00%
prediktivna
vrijednost
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Tablica 6. Osjetljivost i specificnost MMP-8 testa

parodontitisa i s umjerenim parodontitisom.

u razlikovanju osoba bez

Dijagnoza Pozitivan  brzi | Negativan brzi | Ukupno
MMPS8 test MMPS8 test
S2 stupanj | 15 5 20
parodontitisa
Bez 15 35 50
parodontitisa
(N=50)
95% interval pouzdanosti
(engl.confidence interval, CI)
Osjetljivost 75,00% 50,90% - 91,34%
testa
Specifi¢nost 70,00% 55,39% - 82,14%
testa
Pozitivna 50,00 % 31,30% - 68,70%
prediktivna
vrijednost
Negativna 87,50 % 73,20% - 95,81%
prediktivna
vrijednost
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Tablica 7. Osjetljivost i specificnost MMP-8 testa u razlikovanju osoba bez

parodontitisa i s uznapredovalim parodontitisom.

Dijagnoza Pozitivan  brzi | Negativan brzi | Ukupno

MMPS8 test MMPS8 test
S3 stupanj | 21 2 23
parodontitisa
Bez 15 35 50
parodontitisa
(N=50)

95% interval pouzdanosti

(engl.confidence interval, CI)

Osjetljivost 91,30% 71,96% - 98,93%

testa

Specifi¢nost 70,00% 55,39% - 82,14%

testa

Pozitivna 58,33% 40,76% - 74,49%

prediktivna
vrijednost

Negativna 94,59% 81,81% -99,34%

prediktivna

vrijednost

Prilikom procjene osoba bez parodontitisa 1 s umjerenim stupnjem parodontitisa,
osjetljivost testa pokazala se najnizom (75% u usporedbi s 91,30% za uznapredovali
parodontitis te 100% za pocetni parodontitis), vjerojatno zbog premalog broja

ispitanica koje su imale ovaj stadij parodontitisa.
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Slika 6. Primjer pozitivnog MMP-8 testa.

Slika 7. Primjer negativnog MMP-§ testa.
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5. RASPRAVA
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Povezanost opceg i oralnog zdravlja je neosporna. Parodontitis, kao kroni¢na upalna bolest
potpornih tkiva zuba, u literaturi se povezuje s kardiovaskularnim bolestima, dijabetesom
tipa 2, respiratornim bolestima, bolestima bubrega, Alzheimerovom boles¢u te loSijim
ishodom trudnoce (38). Pokazalo se da majke s parodontitisom radaju djecu nize porodajne
tezine, u ranijem terminu te imaju povecani rizik od preeklampsije (28-30). Objavljeni su i
rezultati koji povezuju parodontitis s kasnijim za¢ecem te problemima s muskom i zenskom
plodnoscu (32, 33, 38). Pojedini autori pokazali su loS$iji parodontni status kod neplodnih
pacijentica te posumnjali da je to ¢imbenik koji otezava zacece (36, 38, 39). Za razliku od
njih, Khalife i sur., u istrazivanju koje je ukljucilo 34 Zene koje su bile na IVF oplodnji
pokazali su da parodontni status nije utjecao na ishod trudnoée (154). Za postavljanje
dijagnoze parodontitisa, procjenu ishoda lije¢enja i pradenje pacijenata primjenjuju se
razli¢iti dijagnosticki postupci i1 klinicki parodontoloski parametri $to oteZava mogucénost
brzog probira pacijenata. Od 2018.g. u primjeni je nova klasifikacija parodontitisa koju smo
i mi koristili (153). Radovi objavljeni nakon toga predlozili su brzi test za aktivni oblik MMP-
8 iz ispirka usne Supljine kao kljucni marker za ranu dijagnozu i pracenje aktivnosti bolesti
koja je sukladna novoj klasifikaciji (155,156). Na trziStu su dostupni razli¢iti komercijalni
testovi od kojih neki detektiraju ukupnu koli¢inu MMP-8 koja ne moze detektirati progresiju

parodontitisa kao §to to moze aktivni oblik MMP-8 (155).

Podatci iz literature o znacaju brzog MMP-8 testa u dijagnostici parodontitisa navode da je
brzi MMP-8 test pomocu Stapi¢a u dobroj korelaciji sa kvantitativnom metodom
imunofluorescencije te da ima osjetljivost od 83% 1 specificnost od 96% (139). Ova vrsta
brzog testa detektira MMP-8 u gingivalnoj sulkusnoj tekuéini, za razliku od brzog aMMP-8
testa koji koristi ispirak usne Supljine kao supstrat 1 kojeg smo mi koristili u naSem
istrazivanju. Rezultati Heikkinena 1 suradnika (136), koji su takoder koristili brzi test za
MMP-8 iz ispirka, pokazali su nesto nizu osjetljivost testa, 76.5% kod prisutnih vise od dva
mjesta sa dubokim parodontalnim dzepovima dok je specifi¢nost bila 96.7 %, §to se podudara
s rezultatima Mantyla 1 sur. koji su primjenjivali brzi test pomocu Stapica (139). Malobrojni

su objavljeni rezultati primjene brzog testa za detekciju aMMPS iz ispirka usne Supljine s
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kojima mozemo usporediti nase rezultate jer su ga autori koristili u razlicite svrhe (131,136,

138, 157-162).

Noack i suradnici odredivali su razinu MMP-8 u cirkulaciji i u slini te radili parodontoloski
pregled kod 19 parodontno zdravih pacijenata, 20 osoba s gingivitisom te 20 osoba s
parodontitisom (158). Zakljucili su da razine MMP-8 u serumu znacajno koreliraju s
razinama MMP-8 u slini te da je razina oralnog MMP-8 znacajno veca kod pacijenata s
parodontitisom u usporedbi s pacijentima s gingivitisom i parodontno zdravim pacijentima.
Razina MMP-8 u serumu moze biti znac¢ajno povisena kod pacijenata s parodontitisom, ali i
kod razlic¢itih drugih upalnih bolesti, kao Sto je kroni¢na opstruktivna bolest pluca, te kod
ateroskleroze, metabolickog sindroma, mozdanog udara, infarkta miokarda, angine pectoris,
pusenja, a ¢ak i kod povisenog indeksa tjelesne mase (163-170). Sva ova stanja (potencijalno)
se povezuju i s parodontitisom. MMP-8 se otpusta u cirkulaciju iz endotelnih stanica, glatkih
miSi¢nih stanica ili fagocita te iz neutrofila na mjestima bakterijske infekcije te aktivira
proupalnu kaskadu. Stoga rezultati njihovog istrazivanja podupiru stav da parodontitis, kao i

druge infekcije, moze izazvati porast upalnih serumskih markera (158).

Ipak, test ima i odredena ograni¢enja. Nwhator i sur., u istrazivanju koje je ukljucilo 76
pacijenata, pokazali su direktnu povezanost pozitivnog testa i1 loSe oralne higijene, krvarenja
nakon sondiranja i parodontitisa (157). Osjetljivost testa od 95% koju su naveli u radu odnosi
se samo na pojedince s loSom oralnom higijenom, dok u slucaju umjereno dobre oralne
higijene osjetljivost testa iznosi 60,5%, a u sluc¢aju dobre oralne higijene 38,5%. Takoder,
osjetljivost testa da detektira parodontitis iznosila je 95% u slucaju prisutnih minimalno dva
parodontna dZepa, 59,6% u slucaju prisutnog jednog parodontnog dZepa te 86,5% u slucaju
krvarenja nakon sondiranja na barem dva mjesta. Zakljucili su da osjetljivost testa opada
prilikom detekcije parodontitisa, ozbiljnosti parodontitisa 1 progresije parodontitisa jer test
detektira ve¢ niske koncentracije aktivne MMP-8. Prema autorima, prednost testa je i u tome
Sto detektira pojedince s povecanim rizikom za razvoj parodontitisa, ¢ak 1 u sluc¢aju kada
nema klini¢kih znakova bolesti. Moguce objasnjenje za to lezi u karakteru parodontitisa koji
ima aktivne faze i1 faze mirovanja, a pacijenti su pregledani dok jos nije doslo do destrukcije

potpornih tkiva (171).
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Nasi rezultati su u skladu s dijelom rezultata Nwhatora i sur. (157). Nasa studija je pokazala
takoder znacajnu korelaciju brzog testa za MMP-8 s iznosom krvarenja na razini cijelih usta
(eng. FMBS, full-mouth bleeding score), iznosom plaka na razini cijelih usta (eng. FMPS,
full-mouth plaque score), povrSinom parodontne upale (eng. PISA, periodontal inflamed

surface area) te prisutnos¢u dzepova jednakih ili dubljih od 4 i od 6 mm (Tablica 3).

Korelacija je bila najsnaznija s iznosom krvarenja na razini cijelih usta (FMBS) te povr§inom
parodontne upale (PISA), a neSto niza s prisutnos¢u dzepova jednakih ili dubljih od 4 mm,
iznosom plaka na razini cijelih usta (FMPS) te prisutnos¢u dzepova jednakih ili dubljih od 6

mm (Tablica 3).

Sto se tiGe osjetljivosti testa u odnosu na stupanj parodontitisa, otekivano bi bilo da
osjetljivost testa raste s porastom stupnja parodontitisa, no dio nasSih rezultata odstupa od te
pretpostavke. Naime, nas$i rezultati su pokazali osjetljivost testa od 100 % za detekciju blagog
stupnja parodontitisa, od 75% za detekciju umjerenog stupnja parodontitisa i od 91,30%
prilikom detekcije teskog stupnja parodontitisa. Razlog za ove rezultate vjerojatno lezi u

malom broju pacijenata s blagim stupnjem parodontitisa (sedam).

Heikkinen 1 sur. u svom drugom istraZivanju procjenjivali su osjetljivost i specifi¢nost testa
prilikom detekcije oralnog upalnog odgovora, parodontitisa i karijesa (136). Ranije
istrazivanje navelo je da karijesne lezije mogu dovesti do porasta salivarnog MMPS8 (172).
Rezultati Heikkinena 1 sur. pokazali su da osjetljivost testa ovisi o intenzitetu/opsegu bolesti
te da iznosi 76,5% u slucaju viSe od dva prisutna mjesta s dubinom dzepa od 4 ili viSe mm,
a ista osjetljivost navedena je i za detekciju jedne ili viSe karijesnih lezija. Specificnost testa
u ovom istrazivanju, za obje dijagnoze (parodontitis i karijes), iznosila je 96,7%. Oztiirk i
sur. u svom istrazivanju zeljeli su ispitati potencijal brzog MMP-8 testa za probir pacijenata
1 prevenciju parodontne bolesti te su ukljucili 80 pacijenata s razli¢itim parodontnim

statusom. Dobivena osjetljivost testa bila je 83,9%, a specifi¢nost 79,2% (161).

U usporedbi s ovim autorima, nasi rezultati prilikom detekcije parodontitisa na ukupnoj
populaciji pacijentica pokazali su nesto viSu osjetljivost testa koja je iznosila 86% te nizu

specificnost od 70%. Rezultati naseg istrazivanja podudaraju se s objavljenim rezultatima
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Izadi-Borujeni i sur., koji su u istrazivanju na 60 pacijenata pokazali osjetljivost testa od 87%
te specificnost testa od 60% prilikom detekcije kroni¢nog parodontitisa (159). Isti autori
izraCunali su 1 osjetljivost i specifi¢nost testa u odnosu na opseg parodontitisa pa je u slucaju
generaliziranog umjerenog parodontitisa osjetljivost iznosila 80%, a specificnost 60%, dok
je u slucaju generaliziranog uznapredovalog parodontitisa osjetljivost testa iznosila 93%, uz
istu specifi¢nost. Ovo je sukladno nasim rezultatima koji su pokazali osjetljivost testa od

91,3% 1 specificnost od 70% prilikom detekcije teskog stupnja parodontitisa.

Rad Leppilathi i sur., objavljen 2018.g., procjenjivao je pouzdanost brzog aMMPS testa za
postavljanje dijagnoze parodontitisa kod majki nakon poroda. U istraZivanje je ukljucena
ukupno 461 zena koje su testirane unutar 48h od poroda te im je u¢injena panoramska slika
zubi kako bi se procijenio gubitak alveolarne kosti. Na temelju toga izracunata je osjetljivost
testa od 80%, specifi¢nost testa od 48%, pozitivna prediktivna vrijednost od 34% (31-37%)
1 negativna prediktivna vrijednost od 88% (83-91%). Zakljucili su da test slabo korelira s

nalazom panoramske slike zuba (160).

Za razliku od njih, Deng i sur. dobili su puno nizu vrijednost osjetljivosti i viSu specifi¢nost
testa prilikom detekcije parodontitisa. Njihov test pokazao je osjetljivost od 33,2% i
specificnost od 93,0% prilikom detekcije parodontitisa. Nakon prilagodbe razine MMP-8
(radili su 1 kvantifikaciju) s obzirom na broj zubi u ustima, osjetljivost je porasla, a
specifi¢nost se snizila te je osjetljivost iznosila 67,1%, a specificnost 68,8%. Pouzdanost testa
rasla je sa stupnjem parodontitisa. Zakljucili su da je prilikom izvodenja testa vazno uzeti u
obzir 1 broj zubi u ustima jer se kod manjeg broja zubi smanjuje i koncentracija MMP-8 te
testu opada pouzdanost. Takoder, test zbog toga moZe biti manje pouzdan kod
uznapredovalog parodontitisa jer je doSlo do gubitka veceg broja zubi (162). U nasem

istrazivanju ukljucili smo pacijentice s minimalno 20 zuba u ¢eljustima.

Zanimljivo je da je nedavni rad Sorse i sur. pokazao da nema statisticki znacajne razlike u
razini aMMP-8 izmedu parodontno zdravih 1 1. stupnja parodontitisa te da je razina aMMP-

8 povisena kod umjerenog 1 uznapredovalog parodontitisa (155).
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Rad Grigoriadis A. i sur. objavljen 2019. pokazao je znaCajnu povezanost brzog testa na
MMP-8§ i predijabetesa, definiranog kao razina HbAlc visa ili jednaka 5,7% te zakljucio da

bi oralni test mogao sluziti kao brzi probir pacijenata s predijabetesom (173).

Rautava 1 sur. pokazali su nizu osjetljivost 1 specifi¢nost testa kod pacijenata s dijagnozom
Crohnove bolesti, u usporedbi s kontrolnom skupinom (skupina s Crohnovom bolesti
osjetljivost 60%, specificnost 75%; kontrolna skupina osjetljivost 90%, specifi¢nost 80%).
Zakljucili su da dijagnosticka pouzdanost testa moze biti kompromitirana kod osoba s
dodatnim upalnim stanjima, zbog sli¢nih mehanizama u podlozi razvoja bolesti. Ovo je i
jedini ¢lanak koji je objavljen, a koji je usporedivao dijagnosticku pouzdanost testa kod
pacijenata s prisutnim drugim upalnim stanjem i/ili naruSenim imunolo$kim odgovorom

(174).

Hipoteza naseg istrazivanja bila je da ¢emo kod pacijentica s idiopatskom neplodnoséu imati
veéi broj pozitivnih testova Sto ¢e biti posljedica a) losijeg parodontnog stanja i/ili b)
pojacanog upalnog odgovora u organizmu. Na temelju naSih rezultata moramo odbaciti tu
hipotezu jer su rezultati pokazali da su pacijentice s idiopatskom neplodno$¢u imale blazi
stupanj parodontitisa nego kontrolna skupina te time mozemo objasniti manji broj pozitivnih
testova. Ovo je proturjecno objavljenim istrazivanjima koja su pokazala losiji parodontni
status kod pacijentica s idiopatskom neplodnos¢u (36, 38-40). Moguce objaSnjenje nasih
rezultata moglo bi biti da su neplodne Zene ukljuene u nase istrazivanje svjesnije svog
oralnog zdravlja ili da imaju razliitu ekonomsku ili obrazovnu pozadinu Sto bi takoder
moglo utjecati na njthovo oralno zdravlje i nije uzeto u obzir prilikom provodenja
istrazivanja. Takoder, ograniCenje naSeg istraZivanja je Sto prilikom uklju€ivanja u
istraZivanje pacijentica kontrolne skupine nismo imali unaprijed definirani rok kada je
ostvarena trudnoca te je moguce da je parodontni status pacijentica prilikom pregleda bio

drugaciji od statusa u vrijeme ostvarivanja trudnoce.
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6. ZAKLJUCAK
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Na temelju rezultata ovog istrazivanja moze se zakljuciti sljedece:

1. Neplodne pacijentice imale su bolji parodontni status u usporedbi s kontrolnom
skupinom.

2. Rezultati ne upucuju na to da bi parodontitis mogao biti povezan s idiopatskom
neplodnoscu.

3. Test moze razmjerno dobro identificirati pacijente s parodontitisom, ali je upitno
kolika je korist od tog testiranja u obradi i lijecenju idiopatske neplodnosti.

4. Osjetljivost 1 specificnost testa bila je razlicita kod neplodnih i plodnih pacijentica.
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