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SAZETAK

Cilj: Osnovni cilj ovog rada bio je utvrditi povezanost varijabilnosti gena matriks
metaloproteinaza (MMP) i tkivnih inhibitora metaloproteinaza (TIMP) i etiologije idiopatskih
ponavljajucih spontanih pobacaja (IPSP). Dodatno je istrazena povezanost varijabilnosti navedenih
gena i podloznosti za primarni i sekundarni IPSP.

Ispitanici: U istrazivanje su bile ukljucene dvije skupine ispitanika, uklju¢uju¢i parove s
IPSP-om i kontrolne ispitanike. Skupinu parova s IPSP-om c¢inilo je 149 Zena i njihovih 149
reproduktivnih partnera sa tri ili viSe uzastopnih spontanih pobacaja nepoznate etiologije. Kontrolnu
skupinu sacinjavalo je 149 zdravih Zena i 149 zdravih muskaraca koji imaju barem dva zivorodena
djeteta, bez spontanih pobacaja i ostalih komplikacija u trudno¢i.

Metode: Za genotipizaciju MMP-1 -1607 1G/2G, MMP-2 -735 C/T, MMP-2 -1306 C/T,
MMP-3 -1612 5A/6A, MMP-9 -1562 C/T, te TIMP-1 -372 C/T, TIMP-2 -303 C/T, TIMP-3 -915 A/G,
TIMP-3 -1296 C/T i TIMP-4 -3-UTR C/T polimorfnih varijanti kori$tena je kombinacija metoda
lan¢ane reakcije polimerazom i polimorfizma duljine restrikcijskih fragmenata.

Rezultati: U Zena s IPSP-om, u usporedbi s kontrolnom skupinom, pronadena je statisticki
znacajno veca ucestalost pojedina¢nih MMP-2 -735 CT (P=0,006), MMP-2 -1306 CC (P=0,037) i
MMP-9 -1562 CC (P=0,010) genotipova. Osim toga, izgledi za IPSP su dva puta veéi u Zena koje
imaju MMP-2 -735 CT i TT u usporedbi s CC genotipom (OR=2,15; 95 % CI=1,34-3,45; P=0,001),
MMP-2 -1306 CC u usporedbi s CT i TT genotipovima (OR=2,08; 95 % CI=1,17-3,69; P=0,012), kao
i MMP-9 -1562 CC u usporedbi s CT i TT genotipovima (OR=2,21; 95 % Cl=1,30-3,80; P=0,004).
Medusobne kombinacije navedenih rizi¢nih genotipova, kao i njihove kombinacije s genotipovima
drugih polimorfnih varijanti gena MMP i TIMP obitelji ne povecavaju izglede za IPSP u usporedbi s
pojedinacnim rizicnim MMP-2 i -9 genotipovima. Raspodjele ucestalosti genotipova, alela i
haplotipova preostalih polimorfnih varijanti gena MMP i TIMP obitelji nisu se statisti¢ki zna¢ajno
razlikovale izmedu Zena, kao niti muskaraca skupine parova s IPSP-om i kontrolne skupine.

U muskih partnera zena sa sekundarnim IPSP-om, u usporedbi s primarnim IPSP-om,
utvrdena je statisticki znacajno veca ucestalost MMP-9 -1562 CC genotipa (P=0,015), koji povecava
izglede za sekundarni IPSP 3,81 puta u usporedbi s CT i TT genotipovima (95 % Cl=1,47-9,84;
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P=0,006). Kombinacije MMP-9 -1562 CC genotipa s genotipovima drugih polimorfnih varijanti gena
MMP i TIMP obitelji ne poveéavaju dodatno izglede za IPSP. Raspodjele ucestalosti genotipova, alela
i haplotipova preostalih polimorfnih varijanti gena MMP i TIMP obitelji nisu se statisti¢ki znac¢ajno
razlikovale izmedu zena, kao niti muskaraca podskupina primarnih i sekundarnih IPSP-ova.
Zakljucak: Pojedina¢ni MMP-2 -735 CT, MMP-2 -1306 CC ili MMP-9 -1562 CC genotipovi
moguci su ¢imbenici podloZznosti za IPSP u zena. Takoder, MMP-9 -1562 CC genotip u muskaraca

moguci je ¢cimbenik podloznosti za sekundarni IPSP.

Klju¢ne rijeci: matriks metaloproteinaze; polimorfizam, geneticki; spontani pobacaj,

ponavljajuci; tkivni inhibitor metaloproteinaza; trudnoca.
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Variation of the matrix metalloproteinase and tissue inhibitors of metalloproteinase genes

in couples with recurrent spontaneous abortion of unknown etiology

SUMMARY

Objective: The main objective of this study was to determine the association of variation of
matrix metalloproteinase (MMP) and tissue inhibitors of metalloproteinase (TIMP) genes and the
etiology of idiopathic recurrent spontaneous abortion (IRSA). Additionally, the association of
variability in the afore-mentioned genes and susceptibility to primary and secondary IRSA was
investigated.

Patients: Two groups of cases were included in this study, including the group of couples
with IRSA and control group. A total of 149 women and 149 of their reproductive partners with three
or more consecutive spontaneous abortions of unknown etiology comprised the group of couples with
IRSA. The control group included 149 healthy women and 149 healthy men with at least two live
births and no history of pregnancy losses or any other pregnancy complications.

Methods: Genotyping of MMP-1 -1607 1G/2G, MMP-2 -735 C/T, MMP-2 -1306 C/T, MMP-
3 -1612 5A/6A, MMP-9 -1562 C/T, as well as TIMP-1 -372 C/T, TIMP-2 -303 C/T, TIMP-3 -915
AIG, TIMP-3 -1296 C/T and TIMP-4 -3'-UTR C/T polymorphisms was performed using the
combination of polymerase chain reaction and restriction fragment length polymorphism methods.

Results: Statistically significant higher frequency of individual MMP-2 -735 CT (P=0.006),
MMP-2 -1306 CC (P=0.037) and MMP-9 -1562 CC (P=0.010) genotypes was found in women with
IRSA compared with control women. Moreover, twofold increased odds of IRSA were determined in
women with MMP-2 -735 CT and TT compared to CC genotype (OR=2.15; 95 % Cl=1.34-3.45;
P=0.001), MMP-2 -1306 CC compared to CT and TT genotypes (OR=2.08; 95 % CI=1.17-3.69;
P=0.012), as well as MMP-9 -1562 CC compared to CT and TT genotypes (OR=2.21; 95 % CI=1.30-
3.80; P=0.004). Combined analysis of these risk genotypes, as well as their combination with
genotypes of other MMP and TIMP gene polymorphisms did not increase the odds of IRSA in

comparison with individual MMP-2 and -9 risk genotypes. No statistically significant differences were
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determined in the distribution of genotypes, alleles and haplotypes frequencies of other MMP and
TIMP gene polymorphisms between IRSA patients and controls.

A statistically significant higher frequency of MMP-9 -1562 CC genotype was found in male
partners of women with secondary IRSA compared with primary IRSA (P=0.015). Men with MMP-9 -
1562 CC genotype had 3,81 increased odds of secondary IRSA compared to men with CT and TT
genotypes (95 % Cl=1.47-9.84; P=0.006). The combinations of MMP-9 -1562 CC genotype with
genotypes of other MMP and TIMP gene polymorphisms did not increase the odds of IRSA. No
significant differences were found in the distribution of genotypes, alleles and haplotypes frequencies
of other MMP and TIMP gene polymorphisms between the patients with primary and secondary IRSA.

Conclusion: Individual MMP-2 -735 CT, MMP-2 -1306 CC or MMP-9 -1562 CC genotypes
could be factors of predisposition to IRSA in women. Additionally, MMP-9 -1562 CC genotype in

men might be a factor of predisposition to secondary IRSA.

Key words: matrix metalloproteinases; miscarriage, recurrent; polymorphism, genetic;

pregnancy; tissue inhibitor of metalloproteinases.
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1. UvOoD

U usporedbi s drugim vrstama reprodukcija u ¢ovjeka je relativno neuspjesan proces (1,2).
Vjerojatnost zaceéa U odnosu na pojedini menstruacijski ciklus, izrazena kao mjese¢ni Stupanj
plodnosti (engl. monthly fecundity rate), iznosi 20 %, a iznad 40. godine svega 5 % (3). Nadalje, oko
20 % reproduktivnih parova je neplodno, dok je u nekim drzavama plodnost nesrazmjerna odrzivosti
populacije (4). Osim toga, uz trudnocu su vezana brojna patoloska stanja, ukljucujuci spontani pobacaj
kao najcescéu komplikaciju (1,2).

Spontani pobacaj je nezeljeni gubitak zametka, odnosno ploda tezine manje od 500 grama
prije 22. tjedna gestacije (1,2,5). Otprilike 70 % svih trudnoca zavrSava spontanim pobacajem, $to
upucéuje na visoku selektivnost toga procesa (slika 1) (6,7). Mogué¢i mehanizmi kontrole uspjesnosti,
odnosno nadzora probira zametaka i plodova posebno su vazni u ranoj trudnodi, s obzirom na to da se

oko 90 % spontanih pobacaja dogodi prije 12. tjedna gestacije (1,2,6,8).

zivorodeni

klini¢ki
spontani pobacaj 10% dokazani
pobacaji

postimplantacijski
gubitci 30%
klinicki
neprepoznati
. o pobacaji
preimplantacijski
gubitci

zacCeca

Slika 1. Piramida ishoda trudnoce u ¢ovjeka (preuzeto iz ref. 3 i 6)



1.1. PONAVLJAJUCI SPONTANI POBACAJI

Prema obrascu pojavljivanja, spontani pobacaji se dijele na sporadicne i ponavljajuce.
Sporadi¢ni spontani pobacaji (SSP) se odnose na jedan ili vise pojedina¢nih, neuzastopnih gubitaka
trudnoce, koji nastaju kao posljedica neponavljaju¢ih poremecaja u razvoju zametka ili ploda, od kojih
su najce$ce aberacije kromosoma (1,2,6). Za razliku od SSP-a, unato¢ smjernicama razli¢itih
strukovnih udruzenja, ne postoji jedinstveno odredenje niti usuglasen postupnik za klini¢ku obradu i
lijeCenje parova s ponavljaju¢im spontanim pobacajima (PSP; engl. recurrent spontaneous abortion,
recurrent miscarriage, habitual miscarriage) (9-14). Razlike izmedu smjernica posebno se ocituju u
odredenju PSP-a s obzirom na broj i slijed spontanih pobacaja (1,15,16). Takoder, mnogi su klinicki
testovi i metode lijeCenja uvrsteni u odredene postupnike unato¢ nedostatku znanstvenih dokaza (15).

Prema smjernicama Europskog Udruzenja za Humanu Reprodukciju i Embriologiju (engl.
European Society of Human Reproduction and Embryology; ESHRE) kriteriji za dijagnozu PSP-a
ukljucuju reproduktivne parove s tri ili viSe uzastopnih spontanih pobacaja, uz prevalenciju od 1 %
plodnih parova (9). Dosljednost navedenih smjernica za klinicku obradu i lije¢enje parova s PSP-om
temelji se na dokazima izvedenim iz randomiziranih kontroliranih istraZivanja i meta-analiza (9).
Nadalje, PSP se dijeli na primarni i sekundarni, ovisno imaju li parovi isklju¢ivo uzastopne spontane
pobacaje ili, uz to, i barem jedno zivorodeno dijete (2,17).

Ponavljajuéi spontani pobacaji ¢ine skupinu raznorodne i uglavnom nepoznate etiologije.
Poznati uzroci PSP-a mogu se prona¢i u 50 % parova, dok se preostali svrstavaju u skupinu

ponavljajucih spontanih pobacaja nepoznate etiologije ili idiopatskih PSP-a (IPSP) (2,9,13,15).

1.2. PONAVLJAJUCI SPONTANI POBACAJI POZNATE ETIOLOGIJE
Poznati uzroci PSP-a ukljucuju negeneticke i geneticke ¢imbenike u zene, kao i geneticke

¢imbenike u jednog ili oba partnera (9,18).

1.2.1. NEGENETICKI CIMBENICI U ZENE
Dokazani negeneticki uzroci PSP-a u zena su anomalije maternice, antifosfolipidni sindrom i

izlozenost okoli§nim toksinima (9).



1.2.1.1. Anomalije maternice

Anomalije maternice ¢ine raznovrsnu skupinu prirodenih i steGenih poremecaja strukture
maternice. Mogu biti bez simptoma ili, pak, uzrokom menstruacijskih poremecaja, kao i razli¢itih
poremecaja reprodukcije, ukljucujuci PSP (19). Prirodene anomalije povezane s PSP-om su arkuatna,
jednoroga, dvoroga i dvostruka maternica te razli¢iti stupnjevi pregradene maternice, a nastaju zbog
poremecaja u razvoju Miillerovih kanala (19-22). Ste¢eni poremecaji koji mogu biti uzrokom PSP-a su
dobro¢udne novotvorine - submukozni miomi i polipi, te intrauterine adhezije, koje nastaju kao
posljedica kiretaze ili endometritisa (21). Ucestalost anomalija maternice u zena opce populacije je
oko 4 %, a onih s PSP-om oko 15 % (1,19,20,23).

Spontani pobacaji u zena s anomalijama maternice najcesée se dogadaju krajem prvog ili u
drugom tromjese¢ju trudo¢e zbog smanjene veli¢ine materista, nedostatne sposobnosti rastezanja
maternice, kao i poremecaja razvoja i funkcije endometrija, miometrija i/ili vrata maternice (19,23).
Dijagnosti¢ka obrada se preporucuje nakon drugog spontanog gubitka trudnoce (24), a izbor u
lijeCenju za odredene anomalije je kirurski zahvat, koji dovodi do uspjesnog ishoda naredne trudnoce

u oko 85 % Zena (19,20).

1.2.1.2. Antifosfolipidni sindrom

Antifosfolipidni sindrom je najce$¢a steGena trombofilija, obiljezena trajnom prisutnoséu
protutijela protiv negativno nabijenih fosfolipida membrana i proteina vezanih za njih (25,26).
Zajedni¢kim nazivom antifosfolipidna protutijela obuhvateni su lupus antikoagulans,
antikardiolipinska, B2-glikoprotein-1 i brojna druga protutijela. Osnhovna Klinicka obiljezja
antifosfolipidnog sindroma su barem dva pozitivna laboratorijska nalaza antifosfolipidnih protutijela u
razmaku od najmanje 12 tjedana, uz komplikacije u trudno¢i i/ili vaskularnu trombozu (25,26).
Komplikacije u trudno¢i povezane s antifosfolipidnim sindromom su tri ili vise spontanih pobacaja
prije 10. tjedna trudnoce, smrt jednog ili vise morfoloski normalnih plodova iza 10. tjedna trudnoce ili
barem jedan prijevremeni porod morfoloSki normalnog nedonosceta prije 34. tjedna trudnoce zbog

preeklampsije, eklampsije ili insuficijencije posteljice (25,26). Antifosfolipidni sindrom prisutan je u



otprilike 15 % Zena s PSP-om, a pretrage na antifosfolipidna protutijela dio su uobi¢ajene klinicke
obrade nakon drugog uzastopnog ili neuzastopnog spontanog pobacaja (9,27,28).

Patogeneza PSP-a u Zena s antifosfolipidnim protutijelima nije poznata, no predloZzeno je
nekoliko mehanizama, ukljucujuéi trombozu krvnih Zila posteljice i promjenu bioloskih svojstava
trofoblasta (29). Naime, antifosfolipidna protutijela se vezu na aktivirane endotelne stanice poticuci
nastanak krvnog ugruska i sprje¢avajuci angiogenezu (30). Istovremeno, antifosfolipidna protutijela se
vezu na stanice trofoblasta sprjeavaju¢i njihovu proliferaciju, diferencijaciju i invazivnost, kao i
stvaranje brojnih molekula vaznih u trudno¢i (29-31).

Lijecenje trudnica s antifosfolipidnim sindromom i PSP-om bez prethodnih tromboza
ukljucuje kombinaciju aspirina i heparina, $to dovodi do uspjesnog ishoda trudnoée u oko 80 % Zena u

usporedbi s manje od 50 % Zena bez lije¢enja (26,30,32,33).

1.2.1.3. 1zloZenost okoliSnim toksinima

Izlozenost trudnice ionizirajuéem zracenju ili raznim okoliSnim toksinima, ukljucujuci
organska otapala, alkohol, zivu i/ili olovo, moze uzrokovati spontani pobacaj (9,34). Utjecaj na ishod
trudnoce ovisi o duljini izlozenosti i tjednu trudnoce u kojem je trudnica bila izlozena (34). Mehanizmi

kojima toksini uzrokuju spontani pobacaj nisu potpuno razjasnjeni.

1.2.2. GENETICKI CIMBENICI U ZENE
Geneticki ¢imbenici u Zena koji izravno pridonose PSP-u su dominantne monogenske bolesti

vezane uz kromosom X (35).

1.2.2.1. Dominantne monogenske bolesti vezane uz kromosom X

Dominantne monogenske bolesti vezane uz kromosom X nastaju kao posljedica mutacija
jednog ili oba alela nekog gena na kromosomu X u zena, odnosno jedinog alela u muskaraca. Neke od
tih bolesti spojive su sa Zivotom isklju¢ivo u Zena, dok su u njihovih muskih potomaka koji naslijede
mutaciju letalne, ocituju¢i se kao PSP u drugom ili treCem tromjesecju trudnoce (35,36). Primjeri,
lokusi uzro¢nih gena i osnovna obiljezja bolesti letalnih za muskarce prikazani su u tablici 1.
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Tablica 1. Dominantne bolesti vezane uz kromosom X, letalne u plodova muskog spola (37)

Naziv bolesti OMIM?
Aicardi sindrom %304050
Fokalna dermalna
) § #305600
hipoplazija
Hondrodisplazija
#302960

punktata tip 2
Incontinentia pigmenti  #308300

Orofaciodigitalni
_ ) #311200
sindrom tip 1

Rett sindrom #312750

Gen

PORCNP

EBP*

NEMQ®

OFD1°

MeCP2f

Lokus

Xp22

Xp11.23

X028

Xp22.2

Xq28

Obiljezja u Zena

ageneza korpusa kalozuma,

infantilni spazmi, korioretinalne lakune
atrofija i linearna pigmentacija koze,
multipli papilomi, anomalije Sake
punktiformne kalcifikacije u epifizama,
niski rast, poremecaji pigmentacije koze
poremecaj pigmentacije koze,
anomalije oci, zubi, srca

sinehije u usnoj Supljini, anomalije
prstiju, kraniofacijalna dismorfija
mentalna retardacija,

stereotipni pokreti rukama, dispraksija

%ngl. Online Mendelian Inheritance in Man; engl. Porcupine homolog of Drosophila; ‘engl. Delta(8)-delta(7) sterol
isomerase emopamil-binding protein; %engl. NF-kappa-B essential modulator; engl. Orofaciodigital syndrome 1;

fengl. Methyl-CpG-binding protein 2

1.2.3. GENETICKI CIMBENICI U JEDNOG ILI OBA PARTNERA

Geneticki ¢imbenici koji dokazano uzrokuju PSP ako su prisutni u jednog ili oba partnera

ukljucuju aberacije kromosoma i monogenske poremecaje (9).

1.2.3.1. Aberacije kromosoma

Visoka ucestalost promjena broja i/ili strukture kromosoma pridonosi neuspje$noj reprodukciji

u ljudi, u usporedbi s drugim vrstama (6). Aberacije kromosoma u najranijem razdoblju razvoja

Covjeka su Ceste i sloZene, a posljedica su pogreSaka u mejotickim ili postzigotnim mitotickim

diobama (38,39). Iako je precizna ulestalost kromosomskih aberacija u prirodno zacetih zametaka

nepoznata, otprilike 90 % zametaka zaCetih metodama potpomognute oplodnje ima razlidite

numericke i strukturne promjene kromosoma (38). Aberacije kromosoma zametaka i plodova uzrok su

oko 50 % spontanih pobacaja, ve¢inom u prvih 12 tjedana trudnoce (40). Incidencija nebalansiranih

aberacija kromosoma opada s trajanjem trudnoce te u zivorodene djece iznosi oko 0,5 % (6,41,42).



1.2.3.1.1. Sporadic¢ni spontani pobacaji

Aberacije kromosoma najées¢i su uzrok SSP-a u ljudi, s prevalencijom od 50 % spontano
pobacenih zametaka i plodova (40). Oko 90 % ¢ine numeric¢ke aberacije, ve¢inom trisomije tjelesnih
kromosoma, monosomija kromosoma X i poliploidije, dok su u preostalim slu¢ajevima prisutne
strukturne aberacije, mozaicizam te slozene trisomije (40,42-44). Kariotipizacija spontano pobacenih
plodova i reproduktivnih parova nakon jednog spontanog pobacaja nije dio uobicajene klini¢ke
obrade, s obzirom na to da numericke aberacije ve¢inom nastaju kao posljedica de novo mutacija, a

mirni nositelji strukturnih aberacija kromosoma ¢ine svega 2,2 % parova sa SSP-om (40,42-45).

1.2.3.1.2. Ponavljajuci spontani pobacaji

1.2.3.1.2.1. Zametci i plodovi

Slicno kao u SSP-u, aberacije kromosoma su prisutne u oko 60 % spontano pobacenih
zametaka i plodova reproduktivnih parova s PSP-om (40,46,47). Obrazac aberacija takoder je
usporediv s onim u SSP-u. Tako, numericke aberacije ¢ine 0ko 90 % od ukupnih, uklju¢ujuéi trisomije
tjelesnih kromosoma, monosomiju kromosoma X i poliploidije, a strukturne aberacije 3 % slucajeva
(40,43,48). Spontano pobaceni plodovi euploidnog Kariotipa ¢es¢i su u Zena mladih od 36 godina, a

ucestalost raste i s brojem spontanih pobacaja, upucujuéi na druge uzroéne ¢imbenike PSP-a (1,48).

1.2.3.1.2.2. Reproduktivni parovi

Balansirane strukturne aberacije kromosoma prisutne su u jednog od partnera u oko 4 %
reproduktivnih parova s PSP-om u usporedbi s 0,2 % ljudi u op¢oj populaciji (18,43,45,49,50). Oko 80
% strukturnih aberacija kromosoma u parova s IPSP-om ¢ine recipro¢ne i Robertsonove translokacije,
dok su paracentri¢ne i pericentricne inverzije rjede (45,49). lako se drzi da balansirane strukturne
aberacije kromosoma ne uzrokuju fenotipske promjene u mirnih nositelja, ovisno o razdvajanju
kromosoma tijekom mejotickih dioba mogu nastati spolne stanice s normalnim, balansiranim ili
nebalasiranim kariotipom (43). Potonji moZe uzrokovati spontani pobacaj, mrtvorodenost ili razvojne

anomalije zametka (49).



1.2.3.1.2.3. Citogeneticka analiza

Citogeneticka analiza spontano pobacenih plodova nije uobicajena pretraga u klinickoj obradi
reproduktivnih parova s PSP-om (9). Unato¢ tome, neki znanstvenici istiCu vaznost kariotipizacije
plodova nakon drugog spontanog pobacaja s obzirom na visok postotak numeri¢kih aberacija, ¢ime bi
se pravilno usmjerila daljnja klini¢ka obrada (8,51-53).

S obzirom na visoku uéestalost strukturnih aberacija kromosoma u reproduktivnih parova s
PSP-om, Kariotipizacija oba partnera ¢ini dio osnovne klinicke obrade (9,54). Kariotipizacija se
provodi ciljano, kada je vjerojatnost da je jedan od partnera mirni nositelj veéa od 2,2 %, $to je
incidencija nositeljstva nakon jednog spontanog pobacaja (9,45) (tablica 2). Na poveéan rizik za
nositeljstvo, osim broja spontanih pobacaja, utjee mlada dob Zene pri drugom spontanom pobacaju
(<36 godina), kao i dva ili viSe spontanih pobacaja u brata, sestre ili roditelja jednog od partnera
(9,45). Oprecno, rezultati pojedinih istrazivanja upuc¢uju da nalaz kariotipizacije reproduktivnih parova
s PSP-om nije predskazatelj ishoda narednih trudnoca, jer je ucestalost Zivorodenosti ista u parova u
kojih je jedan partner mirni nositelj balansirane strukturne aberacije kromosoma, kao i onih koji imaju
uredan kariotip (45,51,55,56).

Ako je jedan od partnera mirni nositelj, u narednim trudno¢ama se preporucuje prenatalna
dijagnostika (18,49,55). Uvodenjem preimplantacijske geneti¢ke dijagnostike, metode genetickog
probira zametaka prije implantacije, drzalo se kako ¢e utvrdivanje nebalansiranih strukturnih aberacija
kromosoma u zametaka smanjiti uéestalost spontanih pobac¢aja u parova s PSP-om u kojih je jedan od
partnera mirni nositelj (49). Medutim, preimplantacijska geneticka dijagnostika, u usporedbi sa

spontanim zace¢em, ne povecava broj zivorodenosti u tih parova (1,43,49,57,58).

1.2.3.2. Monogenski poremecaji
Alfa-talasemija i miotoni¢na distrofija tip 1 su monogenske bolesti koje pridonose pove¢anom

riziku za spontani pobacaj u drugom ili tre¢em tromjesecju trudnoce (35).



Tablica 2. Vjerojatnost nositeljstva u parova s dva ili viSe spontana pobacaja (prema ref. 9 i 45)

>2 SP-a u roditelja para s PSP-om
+ -

Dob Zene pri >2 SP-au
Par s >3 Pars?2 Par s >3 Pars 2

drugom SP-u brata ili
SP-a (%) SP-a(%) SP-a(%) SP-a (%)

(godine) sestre

+ 10,2 7,3 7,3 5,2
<23

- 57 4,0 4,1 2,8

+ 10,0 7,2 7,2 51
23-33

- 5,7 4,0 4,0 2,8

+ 58 4,1 4,1 2,9
34-36

- 3,2 2,2 2,2 1,6

+ 4,0 2,8 2,8 2,0
37-38 |

- 2,2 1,5 1,5 11

+ 1,8 1,2 1,3 0,9
>39

- 1,0 0,7 0,7 0,5

SP - spontani pobacaj; Siva podrucja —Kkariotipizacija nije obavezna, jer je vjerojatnost za nositeljstvo manja od 2,2 %

1.2.3.2.1. Alfa-talasemije

Talasemije su raznovrsna skupina genetickih poremecéaja nedostatnog stvaranja globinskih
lanaca, koji izgraduju hemoglobin. Nedostatno ili odsutno stvaranje a-globinskog lanca obiljezZje je
alfa-talasemija, skupine autosomno recesivnih poremecaja uzrokovanih razli¢itim stupnjevima delecija
gena HBA (engl. hemoglobin-alpha locus)-1 i/ili -2, smjestenih u a-globinskom Klasteru gena na
kromosomu 16p13.3 (37). Ako su oba reproduktivna partnera heterozigoti za delecije HBA-1 i -2 gena
ili uzvodne nadzorne regije na istom kromosomu, zametak moze naslijediti deleciju sva cetiri alela
HBA-1 i -2 u homozigotnom obliku. Navedeno je uzrok letalnog oblika a-talasemije, sindroma
fetalnog hidropsa hemoglobina Bart, koji zavrSava spontanim pobacajem zbog posljedica

generaliziranih edema uzrokovanih teSkom anemijom i zatajenjem srca (35,37).

1.2.3.2.2. Miotonic¢na distrofija tipa |
Miotoni¢na distrofija tipa | je autosomno dominantni poremecaj uzrokovan produljenjem

trinukleotidnih ponavljanja slijeda citozina, timina i gvanina u 3' neprevedenoj regiji gena DMPK
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(engl. dystrophia myotonica-protein kinase), smjeStenog na kromosomu 19q13.3 (37). Osobe s
miotoni¢nom distrofijom tipa | imaju povecéan rizik od spontanih pobacaja. Naime, zbog produljenja
uzroénih ponavljanja tijekom mejotickih dioba, potomci mogu naslijediti alele veée duljine, koji
dovode do ranije pojave i teze klini¢ke slike nego u roditelja (59). Krajnja produljenja, s vise od 150

ponavljanja, uzrok su tezih oblika bolesti, koji ¢esto zavrSavaju spontanim pobacajem (37).

1.3. PONAVLJAJUCI SPONTANI POBACAJI NEPOZNATE ETIOLOGIJE
U reproduktivnih parova s IPSP-om predlozene su brojne hipoteze i istrazivani razni
negeneticki, epigeneticki i geneti¢ki ¢imbenici koji bi mogli pridonijeti razumijevanju etiologije IPSP-

a, ali niti za jedne nije utvrdena kona¢na i nedvosmislena povezanost (1,9).

1.3.1. NEGENETICKI CIMBENICI
Negeneticki ¢imbenici koji su istrazivani kao moguci ¢imbenici podloznosti za IPSP ukljucuju

endokrinoloske i imunosne poremecaje, trombofilije, te infektivne i ostale ¢imbenike.

1.3.1.1. Endokrinoloski poremecaji

1.3.1.1.1. Secerna bolest tipa |

Povezanost Secerne bolesti tipa | i IPSP-a nije dovoljno istrazena, iako oko 20 % trudnoca u
zena s nelijeCenom ili nedostatno lijeCenom Se¢ernom bole$¢u ovisnom 0 inzulinu zavrSava spontanim
pobacajem (27,60,61). Iz navedenog je razloga, kao i mogucnosti pravovremenog lijeCenja,
odredivanje glikoziliranog hemoglobina (Hbai) dio uobiéajene klinicke obrade Zena s PSP-om (9).
Medutim, dobro nadzirana $ecerna bolest i normalne razine glukoze prije i tijekom trudnoce ne
pridonose etiologiji spontanog pobacaja (9,12,16,27,61). Mehanizmi kojima povisene razine glukoze u

krvi dovode do spontanog pobacaja nisu posve poznati (60).

1.3.1.1.2. Hipotireoza
Klini¢ki izraZena hipotireoza u Zena, kao i subklinicka hipotireoza, koja se ocituje iskljucivo
povisenim razinama tireostimuliraju¢eg hormona, povezivane su s razlicitim komplikacijama u
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trudno¢i. Medutim, utjecaj klini¢ke i subklin¢ke hipotireoze na rizik za SSP i IPSP je prijeporan s
obzirom na to da nije jednozna¢no utvrden u svim istraZivanjima, a patogenetski mehanizmi nisu
razjaSnjeni (62). Takoder, dobro lije¢eni poremecaji funkcije Stitne Zlijezde ne uzrokuju spontani
pobacaj (1,9,12,27,63). No, s obzirom na moguénost lije¢enja klinicki izraZzene hipotireoze, uobicajena

klini¢ka obrada zena s PSP-om ukljucuje ispitivanje funkcije $titne zlijezde (9,64).

1.3.1.1.3. Autoimune bolesti stitne Zlijezde

Autoimune bolesti $titne Zlijezde, obiljezene prisutno$¢u autoprotutijela protiv njenih
sastavnica, naj¢esci su autoimuni poremecaji u Zena reproduktivne dobi, s incidencijom do 15 % (63).
Navedena protutijela mogu uzrokovati poremecaj funkcije stitne zlijezde, ali mogu biti i bez
simptoma. Zene s autoprotutijelima protiv sastavnica §titne Zlijezde, neovisno o njenoj funkciji, imaju
tri puta veéi rizk za SSP te dva puta vedi rizik za PSP i prijevremeni porod u usporedbi sa Zzenama bez
autoprotutijela (63,65,66). Unato¢ tome, povezanost s IPSP-om se drzi prijepornom zbog opre¢nih
rezultata i malog broja istraZivanja iz kojih su zakljucci izvedeni (18,66,67).

Spontani pobacaj u Zena s navedenim autoprotutijelima moguce je posljedica subklinicke
hipotireoze ili poremecene funkcije imunosnih stanica na majcino-fetalnom spoju, kao i stvaranja
kljuénih molekula u trudno¢i (68). lako lijecenje levotiroksinom umanjuje rizik za spontani pobacaj za

52 %, rezultati su izvedeni iz svega dva istrazivanja (63-65).

1.3.1.1.4. Sindrom policisticnih jajnika

Sindrom policisti¢nih jajnika je najc¢es¢i endokrini poremecaj u zena reproduktivne dobi, s
prevalencijom od 15 % (69). Obiljezen je povetanim stvaranjem androgena, izostankom ovulacije i
policisticnim jajnicima. lako je etiologija nepoznata, drzi se kako su prekomjerno stvaranje
luteinizacijskog hormona, kao i promjene u signalnom putu inzulina i metabolizma glukoze u podlozi
nastanka sindroma. Naime, neosjetljivost na inzulin i posljedicna hiperinzulinemija sprjecavaju
stvaranje globulina koji veZe spolne hormone, povecavajudi razinu slobodnog testosterona i stvaranje
androgena u teka stanicama jajnika, koji negativno utjecu na sazrijevanje endometrija tijekom
sekretorne faze (69). Stoga je infertilitet Cesto obiljezje u Zena sa sindromom policisti¢nih jajnika, a
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predlozena je i uzroéna povezanost s IPSP-om. Medutim, ucestalost spontanih pobacaja i

zivorodenosti u tih Zena jednaka je onoj u op¢oj populaciji (9,69).

1.3.1.1.5. Insuficijencija Zutog tijela

Insuficijencija Zutog tijela je poremecaj u kojem razine progesterona koje stvara zuto tijelo
jajnika nisu dostatne ili se ne stvaraju kroz dovoljno dugo razdoblje da bi odrzale normalnu funkciju
endometrija tijekom sekretorne faze (70). Posljedi¢no, sazrijevanje endometrija je usporeno, sto
sprjeéava normalnu implantaciju i razvoj zametka (70,71). Stoga se drzi kako bi insuficijencija zutog
tijela mogla biti uzrokom IPSP-a, medutim, dokazi o uzro¢noj povezanosti nisu pronadeni, a lijeCenje
progesteronom ne utjeée na ishod trudnoce (9,18). Stovise, navedeni je poremecaj opisan i u Zena
normalne reproduktivne sposobnosti (70). Nadalje, ne postoje ujednaceni Kriteriji za postavljanje
dijagnoze insuficijencije Zutog tijela, pa mjerenje razine progesterona i biopsija endometrija tijekom

sekretorne faze nisu dio klini¢ke obrade zena s PSP-om (9,70,71).

1.3.1.1.6. Hiperprolaktinemija i hipoprolaktinemija

Tako precizne uloge hormona prolaktina u reprodukciji ¢ovjeka nisu dovoljno istrazene,
poznato je da sudjeluje u nadzoru funkcije jajnika, kao i procesa pre-decidualizacije (72). PoviSene i
snizene razine prolaktina u serumu Zena predlozene su kao uzro¢ni ¢imbenik IPSP-a, no rezultati
istraZivanja su opre¢ni (9,18,73). Nadalje, utjecaj poviSenih i sniZenih razina prolaktina u serumu ha
odrzanje trudnoée nije dovoljno istrazen, a drzi se kako su za uspjeSnu pre-decidualizaciju i

implantaciju vaznije njegove razine u endometriju (72).

1.3.1.2. Imunosni poreme¢aji

Obilje literature 0 uzrocnosti IPSP-a Cine istrazivanja moguce povezanosti s razli¢itim
poremecajima imunosnog sustava u zena. Pretpostavka o IPSP-u posredovanom imunosnim
mehanizmima proizlasla je iz opazanja da je zametak, odnosno plod, trudnici antigeno djelomiéno
nepoznat, jer na stanicama trofoblasta izrazava antigene glavnog sustava tkivne podudarnosti (engl.
human leukocyte antigens; HLA) nasljedene od muskog partnera (74,75). Drzi se da imunosni sustav
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trudnice s IPSP-om poti¢e neprimjeren imunosni odgovor, odbacivanje ploda i spontani pobacaj
(76,77). Medutim, s obzirom na to da je imunosni odgovor jedan od izvr$nih sustava nadzora
trudnoce, nedostaje odgovor na pitanje $to je uzrok takvom poremeéenom odgovoru. Takoder, postoji
teznja primjene rezultata dobivenih na zivotinjskim modelima na ljude (3,76). Kona¢no, poseban
problem ¢ine istrazivanja spontanih pobacaja u miSeva, u kojih je veéina zametaka normalnog
kariotipa, §to u ljudi nije slucaj (8).

Imunosni poremecaji povezivani s IPSP-om u zena ukljucuju promjene u broju i aktivnosti
perifernih i uterinih prirodnoubilackih stanica (engl. natural killer cells; NK), stvaranju citokina, kao i
protutijela. No, unato¢ opseznim istrazivanjima, meta-analize nisu pokazale uzro¢nu povezanost, osim
za antifosfolipidna protutijela (67). Kao nedostaci istrazivanja navode se nedosljednosti u metodologiji
i kriterijima odabira Zena s IPSP-om, neprovodenje kariotipizacije spontano pobaéenih zametaka,

oprecni rezultati te njihovo neujednaceno tumacenje (67,76).

1.3.1.2.1. Promjene u broju i aktivnosti perifernih i uterinih NK stanica

Prirodnoubilacke stanice su vrsta limfocita vazna u urodenoj imunosti, a dijele se na periferne
(pNK) i uterine NK stanice (UNK), koje se razlikuju fenotipski i funkcionalno (78). Uterine NK
stanice ulaze u endometrij tijekom procesa (pre)decidualizacije, ¢ine¢i za vrijeme implantacije i rane
trudnoce 40 % ukupnih i 70 % bijelih krvnih stanica (79). Na maj¢ino-fetalnom spoju djeluju zajedno
sa stanicama trofoblasta, sudjeluju¢i u invaziji, preoblikovanju izvanstani¢nog matriksa decidue,
angiogenezi, kao i uredivanju imunosnog odgovora (74,79-81). Medutim, promjene broja i aktivnosti
PNK i uNK stanica prije implantacije nisu povezane s IPSP-om, odnosno nemaju predvidajnu
vrijednost za uspjeSan ishod narednih trudnoca (78). Takoder, osim prethodno istaknutih nedostataka

opazajnih istrazivanja, navodi se nepostojanje normiranih vrijednosti pNK i uNK stanica (76,78).

1.3.1.2.2. Promjene u stvaranju citokina

Citokini su signalne molekule koje djeluju kao proupalni i protuupalni posrednici imunosnog
odgovora (82,83). U normalnoj trudno¢i, snosljivost geneticki djelomi¢no nesrodnog ploda ovisi 0
medudjelovanju niza citokina koje stvaraju stanice trofoblasta i decidue, ukljucuju¢i T-limfocite,
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makrofage i UNK stanice (82). Glavni izvor citokina na majcino-fetalnom spoju su pomagacki T-
limfociti (engl. T-helper cells; Th), koji se prema vrsti stvorenih posrednika dijele na Thl i Th2 stanice
(82,83). lako se prvotno pretpostavljalo da je za uspjeSan tijek trudnoée nuzno stvaranje
odgovaraju¢eg omjera Thl i Th2 citokina (74), otkricem vaznih uloga proupalnih Th17 i regulatornih
T stanica (engl. regulatory T cells; Ty), Th1/Th2 paradigma prosirena je u Th1/Th2/Th17 i paradigmu
Treq Stanica (82,84). U zena s IPSP-om istrazivane su razine Thl i Th2 citokina, kao i broj Th17 i T

stanica u perifernoj krvi i decidui, ali rezultati istrazivanja nisu jednoznacni (76,82).

1.3.1.2.3. Promjene u stvaranju protutijela

Kao moguéi uzro¢ni ¢imbenik IPSP-a predlozena je prisutnost razli¢itih auto- ili aloprotutijela
u zena, ukljucujuéi protutijela protiv sastavnica trofoblasta, spermija, endotelnih stanica i HLA
muskog partnera (67). Medutim, njihov doprinos IPSP-u nije konac¢no utvrden, uz iznimku

antifosfolipidnih protutijela, prethodno opisanih na str. 3.

1.3.1.2.4. Imunosno lijecenje

S obzirom na to da su poremecaji imunosnog sustava predloZeni kao moguéi uzrok IPSP-a,
pretpostavljalo se kako bi razliite vrste imunosnog lijeCenja, pojedina¢no ili u kombinaciji, mogle
povecati broj uspjesno iznesenih trudnoc¢a u Zena s IPSP-om. Proveden je niz istrazivanja utjecaja
prednizona, intravenskih imunoglobulina, imunizacije leukocitima muskog partnera ili nesrodnih
davatelja, kao i infuzije membrana trofoblasta, na smanjenje broja spontanih pobacaja (1). Medutim,

niti jedno od navedenih lije¢enja ne utjece na ishod naredne trudnoce u Zena s IPSP-om (18,85-88).

1.3.1.3. Trombofilije

Uspostavljanje pravilnog protoka krvi na maj¢ino-fetalnom spoju nuzno je za normalan razvoj
posteljice i ploda, odnosno uspjesnost trudnoce. Stoga su brojna istrazivanja etiologije IPSP-a
usmjerena na trombofilije, raznovrsnu skupinu prirodenih i ste¢enih poremecaja zgrusavanja krvi koji

povecavaju rizik od nastanka tromboze. Drzi se kako fiziolosko stanje povecane sklonosti zgrusavanja
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krvi u trudnod¢i udruzeno s trombofilijom dovodi do znatno poviSenog rizika za stvaranje ugruSaka u

krvnim Zilama posteljice te, posljedi¢no, insuficijencije posteljice (89).

1.3.1.3.1. Prirodene trombofilije

Prirodene trombofilije nastaju kao posljedica mutacija u genima koji kodiraju ¢imbenike
zgruSavanja i druge molekule vazne u zgruSavanju krvi. Unato¢ potvrdenoj povezanosti prirodenih
trombofilija i venske tromboembolije, uzro¢na povezanost s IPSP-om je prijeporna. Proveden je niz
istrazivanja povezanosti IPSP-a i prirodenog nedostatka proteina C i S, mutacija u genima za
¢imbenike zgrusavanja 111V, kao i varijabilnosti gena PAI-1 (engl. plasminogen activator inhibitor-1)
i MTHFR (engl. methylenetetrahydrofolate reductase). lako Zene s nekom od prirodenih trombofilija
imaju povecan relativni rizik od razvoja venskih tromboembolija i komplikacija u trudnoci, apsolutni
rizik je nizak (90,91). Osim toga, rezultati probira za trombofiliju mogu biti promijenjeni u otprilike
20 % Zena bez komplikacija u trudo¢i (92). Takoder, nedosljednosti u metodologiji, neujednaceni
kriteriji odabira i mali broj ispitanica glavni su nedostaci provedenih istrazivanja (93). Stoga,
geneticko testiranje za prirodene trombofilije nije dio uobicajene klinicke obrade zena s PSP-om
(9,89,90,93). Naposlijetku, lije¢enje aspirinom i/ili niskomolekularnim heparinom ne utje¢e na ishod

naredne trudnoce u tih Zena (1,89-91,93,94).

1.3.1.3.2. Stecene trombofilije
Od steCenih trombofilija istrazivana je povezanost IPSP-a i antifosfolipidnog sindroma,
hiperhomocisteinemije te steGene rezistencije na aktivirani protein C (90,95). Jedina steCena

trombofilija izravno povezana s IPSP-om je antifosfolipidni sindrom, prethodno opisan na str. 3.

1.3.1.3.2.1. Hiperhomocisteinemija

Homocistein je aminokiselina ¢ije povisene razine mogu biti posljedica razli¢itih okolisnih
¢imbenika, poput nedostatnog unosa folne kiseline, vitamina B6 ili 12 (95). Hiperhomocisteinemija
moguce sprjecava aktivaciju proteina C i neovisni je ¢imbenik rizika za venske tromboembolije. lako
meta-analize upucuju da je hiperhomocisteinemija u zena moguéi ¢imbenik rizika za PSP, kriteriji
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odabira ispitanika i tumac¢enje rezultata se razlikuju te se ne mogu izvuéi konac¢ni zakljucei (9,90,96).
Takoder, za razliku od potvrdene dobrobiti preparata folne kiseline u prevenciji poremecaja zatvaranja

neuralne cijevi, u¢inak na prevenciju spontanih pobacaja nije poznat (1,97).

1.3.1.3.2.2. Stecena rezistencija na protein C

Protein C je prirodni antikoagulans koji sprjecava pretvorbu fibrinogena u fibrin razgradnjom
¢imbenika V i VIII. Ste€ena rezistencija na aktivirani protein C ocituje se nemoguénoscu razgradnje
navedenih ¢imbenika, a nastaje kao posljedica razli¢itih uzroka. Povezanost s PSP-om u Zena je

dvojbena s obzirom na opre¢ne rezultate, kao i mali broj istrazivanja (95).

1.3.1.4. Infektivni ¢cimbenici

Zaraze razliCitim bakterijama (npr. Chlamydia trachomatis, Ureaplasma urealyticum,
Mycoplasma hominis, Listeria monocytogenes), virusima (npr. Herpes simplex virus, Parvovirus B19,
Citomegalovirus) i parazitima (npr. Toxoplasma gondii) potvrdeni su uzrok SSP-a (18). Patogeneza
spontanog pobacaja je raznovrsna i nije potpuno poznata, a moguce je posredovana imunosnim
mehanizmima. Medutim, s obzirom na to da se veéina navedenih infekcija ne ponavlja, nema dokaza o
izravnoj povezanosti s IPSP-om (9,16,18,27,35). Stoga, mikrobioloSke pretrage, ukljucujuéi pretrage
za TORCH (toksoplazmoza, ostali, rubella, citomegalovirus, herpes simplex virus), nisu dio

uobicajene klinicke obrade zena s PSP-om (9).

1.3.1.5. Ostali negeneticki ¢cimbenici

1.3.1.5.1. Starosna dob trudnice

Starosna dob trudnice je neovisni ¢imbenik rizika za spontani pobacaj (7). U Zena mladih od
24 godine taj rizik iznosi oko 9 %, a u onih iznad 45 godina oko 74 %. Visokom riziku za spontani
pobacaj povezanom s dobi trudnice, posebice nakon 40. godine zivota, pridonosi pad u kvaliteti i
koli¢ini oocita, promjene u funkciji jajnika i stvaranju hormona, te pove¢ana ucestalost nerazdvajanja

kromosoma oocita tijekom mejoticke diobe (7).
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1.3.1.5.2. Indeks tjelesne mase trudnice

S obzirom na to da trudnice indeksa tjelesne mase ve¢eg od 30 imaju dva puta veéi rizik od
spontanog pobacaja u usporedbi sa Zzenama normalne tjelesne tezine, drzi se da je povecana tjelesna
masa neovisni Cimbenik rizika za spontani pobacaj, iako nema konac¢nih dokaza o uzro¢noj
povezanosti (18,27,98). Stovise, mehanizmi kojima poveéan indeks tjelesne mase uzrokuje spontani

pobacaj, kao niti utjecaj gubitka tjelesne tezine na ishod narednih trudnoca nisu poznati.

1.3.1.5.3. IzloZenost stresu

Ponavljaju¢i spontani pobacaji predstavljaju fizicki i emotivni gubitak za reproduktivne
partnere. Medutim, otprilike 84 % parova koji dobivaju psiholosku potporu u obliku razgovora S
psihologom ili lijeénikom ima uspjesan ishod naredne trudno¢e u usporedbi s parovima koji ne
dobivaju psiholosku potporu (99). Stoga je upravo psiholoSka potpora jedino dokazano lije¢enje koje
povecava broj zivorodenosti U parova s IPSP-om (9). Mehanizmi kojima stres pridonosi IPSP-u nisu

poznati, iako se pretpostavlja negativni utjecaj na endokrini, imunosni i ziv€ani sustav (18,99).

1.3.1.5.4. Okolisni ¢imbenici
Uzimanje kofeina i pusenje cigareta istrazivani su kao moguci ¢imbenici koji utje¢u na ishod

trudnoce, medutim, nije dokazano da povecavaju rizik od PSP-a (1,9,27,100).

1.3.2. EPIGENETICKI CIMBENICI

Epigeneticke modifikacije su nasljedne i povratne promjene izraZaja gena bez promjena u
slijedu nukleotida DNA molekule, a uklju¢uju DNA metilaciju, preoblikovanje kromatina i
posredovanje RNA molekulama. Navedene modifikacije dovode do razli¢itih epigenetickih fenomena,
poput genomskog upisa i inaktivacije kromosoma X. Unato¢ istom ukupnom sadrZaju gena, genomi
reproduktivnih partnera imaju razliCiti obrazac epigenetickih oznaka, zbog cega se funkcionalno
razlikuju, utjeCuéi na genski izrazaj u zametka i posteljice (101). Posljedi¢no, prisustvo haploidnih
genoma oba partnera u jednakovrijednom omjeru u zigoti nuzan je preduvjet za uspjesnu trudnocu u
sisavaca. Stoga, iako se vecina istrazivanja uzroka IPSP-a provodi samo na Zenama, ne treba
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zanemariti doprinos muskog (epi)genoma u odrzanju trudno¢e (101,102). Kao moguéi uzroéni

¢imbenici IPSP-a istrazivani su metilacija DNA molekule i nenasumicna inaktivacija kromosoma X.

1.3.2.1. Metilacija DNA molekule

Metilacija DNA molekule je kovalentno vezanje metilne skupine na citozin koji prethodi
gvaninu unutar CpG (engl. cytosine-phosphate-guanine) dinukleotida. S obzirom na to da se obrazac
metilacije DNA molekule mijenja ovisno o razdoblju razvoja, drzi se da poremecena metilacija moze
uzrokovati IPSP u zametaka euploidnog kariotipa (103). U korionskim resicama spontano pobacenih
zametaka parova s IPSP-om te genomu spermija muskih partnera Zzena s IPSP-om pronaden je

promijenjen obrazac metilacije na razini ¢itavog genoma, kao i pojedina¢nih gena (103,104).

1.3.2.2. Nenasumic¢na inaktivacija kromosoma X

Inaktivacija kromosoma X je epigeneticki fenomen kojim se u tjelesnim stanicama Zena jedan
od dva kromosoma X transkripcijski utiSava epigenetickim modifikacijama. Proces zapoéinje u
prenatalnom razdoblju uskladeno s razdobljem implantacije, nasumi¢nom inaktivacijom izmedu dva
kromosoma X u jednakovrijednim omjerima (105). Medutim, u nekih se Zena namjerno utisava isti
kromosom X u vise od 75 % stanica, §to se naziva nenasumi¢nom inaktivacijom (engl. skewed X
chromosome inactivation). Proces moze biti slucajan, ali i posljedica mutacija gena ili aberacija
kromosoma X (105). Stoga se pretpostavlja da na kromosomu X postoje letalni aleli koji se u zena
heterozigota ne ocituju fenotipski, ali uzrokuju spontani pobacaj ako se prenesu zametku muskog
spola (106). Tako Zene s nenasumi¢nom inaktivacijom kromosoma X imaju 0ko dva puta veéi rizik od
IPSP-a u usporedbi s kontrolnom skupinom, istrazivanja nisu dosljedna u metodologiji i kriterijima

odabira ispitanica, a uzrok nenasumicne inaktivacije nije poznat.

1.3.3. GENETICKI CIMBENICI

Pretpostavka o genetickoj podloznosti za IPSP proizlazi iz nekoliko ¢injenica. Prvo, rizik od
ponovnog gubitka trudnoce raste s brojem prethodnih spontanih pobacaja neovisno o dobi trudnice
(7,12,18,107). Tako, incidencija u nulipara nakon prvog spontanog pobacaja iznosi 12,4 %, nakon
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drugog 22,7 %, a nakon tre¢eg 44,6 %, dok u multipara nakon prvog iznosi 11,8 %, drugog 17,7 %, a
treceg 35,4 % (7). Drugo, prevalencija spontanih pobacaja u srodnika prvog koljena osoba s IPSP-om
je do sedam puta veca u usporedbi s ostalom populacijom (7,92,107-110). Konacno, S obzirom na to
da se vec¢ina IPSP-a ponavlja u istom gestacijskom razdoblju, od ¢ega oko 90 % u prvom tromjesecju,
izgledno je postojanje genetickih ¢imbenika koji sprje¢avaju napredovanje trudnoce (27,111,112). Kao
moguci uzro¢ni ¢imbenici IPSP-a istrazivani su heteromorfizmi kromosoma, fragmentacija DNA

molekule spermija, mutacije gena i geneticka varijabilnost.

1.3.3.1. Heteromorfizmi kromosoma

Heteromorfizmi kromosoma su promjenjive koli¢ine nekodiraju¢ih ponavljaju¢ih DNA
slijedova u genomu Covjeka, organiziranih u visokokondenzirani konstitutivni heterokromatin (113).
Prisutnost heteromorfizama na jednom homolognom kromosomu moguée ometa normalno uparivanje
i razdvajanje od drugog homologa tijekom mejoze, uzrokuju¢i aneuploidiju. lako se pretpostavljalo
kako nemaju uéinak na fenotip, istrazivana je povezanost s infertilitetom i komplikacijama u trudnoéi,

ukljucujuéi IPSP, no rezultati su opreéni (114).

1.3.3.2. Fragmentacija DNA molekule spermija

Cjelovitost genoma spermija nuzan je preduvjet svrsishodnog medudjelovanja sa
sekundarnom oocitom prilikom oplodnje, a utjete i na prezivljavanje zametka do razdoblja
implantacije. Fragmentacija DNA molekule spermija ukljucuje jednolancane i/ili dvolanc¢ane lomove,
a muskarci s teSkim oStecenjima imaju otprilike dva puta vecéi rizik od spontanog pobacaja u usporedbi

s onima koji imaju blaga oste¢enja (115). Medutim, klini¢ki znacaj rezultata nije poznat.

1.3.3.3. Mutacije gena

Mutacije su promjene u slijedu nukleotida, s ucestalos¢u rjedeg alela manjom od 1 % u opcoj
populaciji. Kao uzrok IPSP-a predlozene su mutacije u genima NLRP7 (engl. NOD-like receptor
proteins family, pyrin domain containing 7), SYCP3 (engl. synaptonemal complex protein 3) i
¢imbenika zgruSavanja (str. 14) (92). Medutim, rezultati ne upucuju na uzro¢nu povezanost.
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1.3.3.4. Genetic¢ka varijabilnost

Redoslijed 99 % nukleotida DNA molekule jezgre identican je u svih ljudi. Razvojem
molekularnih geneti¢kih metoda, otkriveno je kako je preostalih 1 % izvor razli¢itih varijacija, koje
klasi¢nim metodama citogenetike, najmanje razlucivosti od tri do pet megabaza, nije moguce otkriti
(116). Takve submikroskopske geneticke varijante dijele se na polimorfizme jednog nukleotida (engl.
single nucleotide polymorphism; SNP) i strukturne varijante, koje obuhvacaju insercijsko-delecijske
polimorfizme, zamjene blokova, inverzije i varijacije broja kopija (engl. copy number variation; CNV)
(116). Drzi se kako upravo promjenjivost u slijedovima DNA molekule pridonosi razli¢itoj
podloznosti poremecajima u ljudi. Unato¢ Cinjenici da su pojedine varijante dokazani uzrok odredenih
genetickih poremecaja, za vecinu nije poznato kako utjecu na fenotip (116,117).

Normalna trudnoca je slozen fenomen koji zahtjeva niz vremenski i prostorno geneticki
precizno nadziranih i uskladenih molekulskih procesa u imunosnom, endokrinom, krvozilnom i
brojnim drugim sustavima (118,119). Uloge varijabilnosti gena u tim procesima tijekom
gametogeneze i trudnoce, kao i nacin na koji genomi zametka i oba reproduktivna partnera pridonose
nadzoru funkcija na majéino-fetalnom spoju, ve¢inom su nepoznati (112,119,120). S obzirom na to da
varijabilnost gena mozZe utjecati na izrazaj mijenjajuci koli¢inu i funkciju RNA i/ili proteina, S
posljedi¢énim negativnim u¢inkom na tijek trudnoce, za razumijevanje uloge genetickih ¢imbenika u
etiologiji IPSP-a posebno su vazna istrazivanja varijabilnosti potencijalnih gena kandidata (92).

Utvrdivanje doprinosa varijabilnosti potencijalnih gena kandidata etiologiji IPSP-a temelji se
na istraZivanjima geneti¢ke povezanosti (engl. genetic association study) (120). No, unato¢ nizu

objavljenih rezultata, nisu pronadeni jednoznaéni ¢imbenici podloznosti za IPSP.

1.3.3.4.1. Varijacije broja kopija

Varijacije broja kopija odnose se na promijenjen broj kopija ponavljanja identi¢nih ili gotovo
identicnih DNA slijedova, a prisutne su u otprilike 5 % spontano pobacenih zametaka (40,116). Drzi
se kako bi CNV-ovi gena ¢iji proizvodi sudjeluju u razvoju posteljice i zametka mogli pridonijeti
IPSP-u. Povezanost IPSP-a i CNV-ova ispitana je u samo jednom istrazivanju, u kojem je u spontano
pobacenih plodova parova s IPSP-om pronadeno 11 CNV-ova (121). Nadalje, od doprinosa
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pojedina¢nih CNV-ova etiologiji IPSP-a, najbolje su istrazene mikrodelecije kromosoma Y, za koje je

dokazano da nisu povezane s IPSP-om (122).

1.3.3.4.2. Polimorfizmi jednog nukleotida

Polimorfizmi jednog nukleotida su najéesca vrsta geneticke varijabilnosti izmedu pojedinaca,
u kojoj dolazi do promjene samo jednog nukleotida, ucestalosti rjedeg alela vece od 1 % u opcoj
populaciji (116). Ovisno o utjecaju na genski izrazaj, dijele se na funkcionalne i neutralne. Povezanost
IPSP-a i SNP-ova ispitana je u Zena i/ili muSkaraca za stotinjak pojedina¢nih gena kandidata ¢iji su
proizvodi uklju¢eni u imunosni odgovor, stvaranje i djelovanje hormona te angiogenezu (92,112,120).
Medutim, rezultati su najce$¢e opre¢ni, a ako je povezanost isklju¢ivo potvrdna, istrazivanja nisu
ponovljena na drugim populacijama niti ve¢em broju uzoraka (92,120). Nedosljednosti u rezultatima
posljedica su neujednacenih kriterija odabira parova s IPSP-om, ukljucivanja samo Zena s IPSP-om,
razlike u raspodjeli ucestalosti SNP-ova u pojedinim etni¢kim skupinama te nedovoljne snage testa

zbog malog broja ispitanika (92).

1.3.3.4.2.1. Cjelogenomske analize povezanosti

Cjelogenomske analize povezanosti (engl. genome-wide association study) su istraZivanja u
kojima se genotipiziraju SNP-ovi na razini ¢itavog genoma u skupine ispitanika i kontrola, sa ciljem
pronalazenja genetickih biljega povezanih s odredenom osobinom ili poremecajem (116). Dosad su
provedene dvije cjelogenomske analize povezanosti u zena s IPSP-om, od kojih je jedna obiteljsko

istrazivanje, No nisu pronadeni jednoznaéni lokusi podloznosti za IPSP (110,123).

1.4. IZVANSTANICNI MATRIKS ENDOMETRIJA U REPRODUKCIJI COVJEKA

S obzirom na to da se veéina spontanih pobacaja dogodi u prvih 12 tjedana, razdoblju
obiljezenom uspostavljanjem majcino-fetalnog spoja, drzi se kako bi IPSP mogao biti posljedica
poremecene funkcije gena i genskih proizvoda u trudnice i/ili zametka, odnosno ploda (spoja genoma
oba partnera), ponajprije uklju¢enih u uredivanje (pre)decidualizacije, implantacije i placentacije
(2,3,9,92,111,118,124-126). Navedeni procesi obiljezeni su opseznim, ali strogo nadziranim
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preoblikovanjem izvanstani¢nog matriksa (ISM) endometrija, ovisnim o specifiénim izvr§nim
proteolitickim enzimima koji se stvaraju i otpustaju na zahtjev odredenih stanica (118,126-128).

Razvoj viSestani¢nog organizma izravno ovisi o strukturi i funkciji ISM-a, koji omogucava
organizaciju stanica u sloZene funkcionalne jedinice, poput tkiva i organa (129). lako se
pretpostavljalo kako je ISM pasivna struktura koja pruza isklju¢ivo mehani¢ku potporu stanicama, a
tkivima strukturu, otpornost i cjelovitost, otkriveno je da su u ISM-u pohranjene brojne molekule koje
se oslobadaju cijepanjem njegovih proteinskih sastavnica (129). Osim toga, medudjelovanje ISM-a i
stanica potice signalizaciju koja ureduje funkcije stanica, ukljucujuéi proliferaciju, diferencijaciju,
prezivljavanje i migraciju (130).

Izvanstani¢ni matriks je dinami¢na struktura bez stanica koja se sastoji od vezivnih vlakana i
osnovne tvari (127,130,131). Vezivna vlakna imaju strukturnu ulogu, a dijele se na kolagena,
retikulinska i elasti¢na vlakna (130,131). Osnovna tvar je hidrofilna i viskozna struktura koja odreduje
¢vrstotu i1 krutost ISM-a, a izgradena od anionskih makromolekula (glikozaminoglikani i
proteoglikani) i multiadhezivnih glikoproteina (laminin, fibronektin i drugi). Ovisno o vrsti tkiva i
razdoblju razvoja, omjer sastavnica ISM-a se razlikuje i ovisi 0 svojstvenim funkcijama stanice (131).
Posebnu vrstu ISM-a ¢ini bazalna lamina, koju stvaraju i na kojoj leze epitelne stanice. Izgradena je
uglavnom od kolagena tipa IV, laminina, nidogena te perlekana (127). S vanjske strane je pri¢vrs¢ena
uz vezivno tkivo pomocu sidrenih vlakanaca, izgradenim od posebne vrste kolagena tipa VII. Bazalna
lamina ¢ini selektivnu pregradu izmedu vezivnog tkiva i drugih stanica, utjee na stani¢nu polarnost,
prilagodava proliferaciju i diferencijaciju stanica, poti¢e stani¢ni metabolizam te djeluje na

preraspodjelu proteina u prileZe¢oj stani¢noj membrani (127).

1.4.1. PREOBLIKOVANJE IZVANSTANICNOG MATRIKSA ENDOMETRIJA

TIJEKOM PROCESA PRE-DECIDUALIZACIJE

Endometrij je viSeslojno, aktivno tkivo izgradeno od epitelnih stanica i strome u kojoj se
nalaze fibroblasti, imunosne stanice i krvne zile (132). Broj, aktivnost, struktura i funkcija navedenih

stanica se mijenjaju tijekom menstruacijskog ciklusa, kao i tijekom trudno¢e. Endometrij je podijeljen
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na bazalni i funkcionalni sloj, od kojih potonji svakog mjeseca prolazi niz promijena tijekom
proliferativne, sekretorne i menstruacijske faze ciklusa.

U covjeka, priprema endometrija za implantaciju poCinje sredinom sekretorne faze svakog
menstruacijskog ciklusa pod posrednim utjecajem progesterona zahvacajuéi sve stanice endometrija,
neovisno o oplodnji (3,124,125,133). Takav spontani proces pre-decidualizacije je rijedak fenomen,
koji se odvija u svega nekoliko vrsta (133). U endometriju Zene zapocinje oko spiralnih arteriola,
postupno se Sireé¢i na Citav povrSinski endometrij (3,124,125). U sluéaju oplodnje, pre-decidualizacija
se nastavlja kao proces decidualizacije, medudjelovanjem stanica decidue trudnice i trofoblasta
zametka, kasnije ploda (3,118,124-126). Pravilan molekulski i histoloski preobrazaj fibroblasta strome
U pre-decidualne stanice odredit ¢e trajanje implantacijskog prozora, prijemljivost i selektivnost
endometrija za blastocistu, dok ¢e u trudnoc¢i decidualne stanice nadzirati doseg invazije trofoblasta
(3,118,124,126). Takoder, pre-decidualne stanice imaju sposobnost migracije i invazivnosti,
pridonosec¢i preoblikovanju ISM-a endometrija tijekom trudnoée (134). Ako oplodnja izostane, pre-
decidualno tkivo se odbacuje procesom menstruacije (3,118,124).

U proliferativnoj fazi, ISM endometrija je izgraden od fibronektina i kolagena tipa I, III, V i
VI, koje stvaraju fibroblasti strome. Suprotno, u sekretornoj fazi, navedene sastavnice se razgraduju, a
pre-decidualne stanice mijenjaju strukturu ISM-a, stvaraju¢i oko svake stanice posebnu vrstu bazalne
lamine koja olakSava implantaciju, izgradenu od laminina, kolagena tipa IV i V, proteoglikana bogatih
heparan sulfatom, osteonektina i fibronektina (118,135,136). Takoder, ISM postaje izrazito

hidratiziran zbog povecanog stvaranja hijaluronske kiseline (136).

1.4.2. PREOBLIKOVANJE IZVANSTANICNOG MATRIKSA ENDOMETRIJA

TIJEKOM IMPLANTACIJE | PLACENTACIJE

Za razliku od ostalih sisavaca, implantacija i placentacija u ¢ovjeka su izrazito invazivni
procesi, tijekom kojih se zametak potpuno ukopa unutar strome endometrija i gornje trecine
miometrija (128,137). Stoga ¢e odgovarajuci izraZaj molekula trofoblasta koje odreduju invazivni

fenotip omoguciti razvoj majcino-fetalnog spoja prodiranjem kroz ISM endometrija (126).
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Oblikovanje hemokorijalne posteljice iz stanica trofoblasta i decidue ovisi 0 njihovoj suptilnoj
parakrinoj i endokrinoj signalizaciji, ali i fizickom dodiru stanica trofoblasta s ISM-om decidue (138).
Nakon prolaska blastociste izmedu epitelnih stanica endometrija, stanice citotrofoblasta sidre
posteljicu u ISM decidue stvaraju¢i fibrinoidni matriks, te se diferenciraju u stanice viloznog i
ekstraviloznog trofoblasta (EVT). Prve izgraduju korionske resice, dok se druge dalje diferenciraju na
intersticijske (iEVT), koje migriraju u stromu decidue okruzujuéi spiralne arteriole, te endovaskularne
(eEVT) stanice, koje prodiru u lumen spiralnih arteriola (118,128,138,139).

Preoblikovanje spiralnih arteriola je klju¢an proces za uspostavu krvnog optoka posteljice, a
pod istovremenim je nadzorom trudnice i zametka (128,140). Naime, decidualne stanice zapo¢inju
promicanje oticanja i gubitka organizacije glatkih misi¢nih stanica, dok nakon prodora stanice iIEVT-a
i eEVT-a nastavljaju proSirenje spiralnih arteriola i zamjenjuju endotelni sloj, stvarajuéi
visokoproto¢ne krvne zile smanjenog otpora (81,139,140). Nadalje, stanice eEVT-a se organiziraju u
trofoblastne Cepove unutar spiralnih arteriola tijekom prvog tromjesecja trudnoce, a konaéno
uspostavljanje cirkulacije u uteroplacentnom sustavu odvija se njihovom razgradnjom oko 12. tjedna
gestacije (2,128,139). Migracija trofoblasta prestaje do 20. tjedna trudnoce, s oko 120 preinacenih

spiralnih arteriola, upucujuéi na vaznost neprekinutog preoblikovanja posteljice (128,138).

1.4.3. ULOGA IZVANSTANICNOG MATRIKSA U PATOGENEZI
PONAVLJAJUCIH SPONTANIH POBACAJA NEPOZNATE ETIOLOGIJE
Pretpostavka o odbacivanju normalnih zametaka i plodova zbog poremeéene imunosne
reakcije trudnice donedavno je bila vodeca teorija 0 patogenezi IPSP-a. Medutim, najnovija otkri¢a
poremecene prijemljivosti endometrija u zena s IPSP-om, kao i visokog udjela kromosomskih
aberacija u zametaka i plodova parova s IPSP-om doveli su do uvodenja nove paradigme o patogenezi
IPSP-a, kao poremecaja preoblikovanja ISM-a endometrija (8). Naime, drzi se da IPSP nastaje kao
posljedica poremecenog procesa pre-decidualizacije, Sto dovodi do gubitka nadzora probira kvalitete
zametaka te posljedi¢no implantacije zametaka loSije kvalitete i, naposlijetku, spontanog pobacaja (8).
U zena s IPSP-om, u usporedbi sa zenama normalne plodnosti, utvrdena je povecana
prijemljivost endometrija, Sto je posljedica produzenog trajanja implantacijskog prozora zbog
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poremecenog preoblikovanja i sazrijevanja endometrija tijekom sekretorne faze, kao i neodgovarajuce
preobrazbe fibroblasta strome u pre-decidualne stanice (3,8,124-126,141). Posljedi¢no, te stanice
nemaju sposobnost prilagodavanja migracije i stvaranja klju¢nih molekula, §to dovodi do implantacije
blastocista slabije kvalitete i spontanog pobacaja (1,3,124,125,134,141). S druge strane, nedostatna
invazivnost trofoblasta uvjetovana molekulskim signalima zametka, koja neizbjezno dovodi do
nepravilnog preoblikovanja spiralnih arteriola, takoder je predlozena kao mogué¢i mehanizam nastanka
IPSP-a (108,142). Stoga bi geneticka podloznost trudnice i zametka za poremecaje preoblikovanja
ISM-a endometrija mogla biti ¢imbenik rizika za IPSP.

Preoblikovanje ISM-a razgradnjom i pregradnjom strukturnih proteinskih sastavnica tijekom
(pre)decidualizacije, implantacije i placentacije posredovane su proteolitickim enzimima obitelji
matriks metaloproteinaza (MMP; engl. matrix metalloproteinases), kao i njihovim specificnim
inhibitorima, proteinima obitelji tkivnih inhibitora metaloproteinaza (TIMP; engl. tissue inhibitors of

metalloproteinases).

1.5. ENZIMI OBITELJI MATRIKS METALOPROTEINAZA

Proteoliti¢ki enzimi Kataliziraju hidrolizu peptidnih veza polipeptida ili proteina, a prema
reaktivnim kemijskim skupinama u aktivhom mjestu dijele se na serinske, cisteinske, aspartatne,
treoninske i metaloproteinaze (143). Metaloproteinaze obuhvacaju visedomenske egzo- i
endopeptidaze svrstane u pet superobitelji, kojima je za enzimsku aktivnost potreban metalni ion,
smjesten u aktivnom mjestu katalitiCke domene (144).

Obitelj MMP enzima dio je metzincin superobitelji metaloproteinaza, koja obuhvaéa ukupno
sedam obitelji endopeptidaza ovisnih o cinku, ukljucujuéi astacine, adamalizine, leiSmanolizine,
papalizine, seralizine i snapalizine (145-147). Metzincini posreduju nespecifi¢no cijepanje peptida i
proteina u njihovoj neposrednoj blizini, ali i strogo nadziranu hidrolizu to¢no odredenih peptidnih
veza, sprjecavajuci ili potiCuci aktivnost brojnih proteina (145). U covjeka, obitelj] MMP enzima
obuhvaéa 23 proteoliticka enzima, Cije je stvaranje vremenski i prostorno precizno nadzirano,

promicuci ograni¢enu proteolizu (147-149). Glasnicke RNA (engl. messenger RNA; mRNA) gena
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MMP obitelji prevode se u inaktivne pretece (zimogeni ili pre-pro-enzimi), nakon ¢ega podlijezu

nepovratnoj aktivaciji hidrolizom, unutar ili izvan stanice (148,149).

1.5.1. SUPSTRATI

Matriks metaloproteinaze prema razli¢itom afinitetu cijepaju strukturne i nestrukturne proteine
ISM-a, bazalnih membrana, medustaniénih spojeva, kao i druge MMP-ove (146,147,150).
Tradicionalna podjela prema supstratu svrstava MMP-ove u Sest skupina: kolagenaze, Zelatinaze,
stromelizini, matrilizini, membranski i ostali MMP-ovi (tablica 3) (146). No, s obzirom na to da
razli¢iti MMP-ovi imaju sklonost prema istim supstratima, upuc¢ujuci na redundanciju, granice izmedu

tih skupina sve su manje izrazene (150).

1.5.2. ODREDISTE DJELOVANJA

S obzirom na odrediSte djelovanja, MMP-ovi se dijele na topive i membranske (engl.
membrane-type MMP; MT-MMP), koji omogucavaju prostorno ograni¢eno cijepanje supstrata. Topivi
MMP-ovi se izlu¢uju izvan stanice i djeluju u ISM-u, iako se neki od njih mogu vezati za MT-MMP-
ove ili druge molekule u stani¢noj membrani, djelujuéi pericelularno (150,151). Membranski MMP-
ovi su usidreni u staniénu membranu i djeluju pericelularno, a prema organizaciji domena dijele se na

transmembranske i periferne.

1.5.3. STRUKTURA
Matriks metaloproteinaze su viSedomenski proteini ¢ije su osnovne domene, od amino prema
karboksilnom-kraju - signalni slijed, propeptidna i kataliticka domena (146,149). Pojedini MMP-ovi

imaju dodatne domene, prema kojima su svrstani u sedam skupina (slika 2) (152,153).

1.5.3.1. Osnovne domene

Na amino-kraju MMP-ova nalazi se signalni slijed ili pre-domena, koja se uklanja nakon
usmjeravanja translacije u endoplazmatski retikulum (144). Propeptidna domena prisutna je u
inaktivnim preteCama, a njenim uklanjanjem ili konformacijskom promjenom dolazi do aktivacije
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enzima (153,154). Metaloproteinazna aktivnost posredovana je katalitickom domenom, u Kojoj su
smjesteni katalitiCki i strukturni ion cinka, kao i dva do tri iona kalcija nuzna za stabilizaciju strukture
enzima (144,146,153-155). Kataliticki ion cinka vezan je pomocu Cetiri liganda, od kojih jedan ¢ini
molekula vode koju u inaktivnom obliku enzima mijenjaju drugi ligandi, a preostala tri aminokiseline
histidini u slijedu HEXXHXXGXXH (H-histidin, E-glutami¢na kiselina, X-bilo koja aminokiselina,
G-glicin) (144,145,148,156). Cijepanje supstrata zahtijeva aktivaciju molekule vode vezane na ion
cinka, §to posreduje karboksilna skupina glutamata (157). Konac¢no, u istoj domeni, stabilnost enzima
promi¢e metioninski okret, 1,4-B-okret smjeSten ispod katalitickog iona cinka (144,145,148,156).
Navedena obiljezja kataliticke domene zajedni¢ka su svim MMP-ovima, dok razlike u preostalim

obiljezjima strukture, poput prostorne organizacije, odreduju specifi¢nost prema supstratima (144).

1.5.3.2. Dodatne domene

Dodatne domene MMP-ova odreduju specifiénost prema supstratu, mehanizam aktivacije ili
ciljno odrediste djelovanja. Primjerice, vezna domena tip I i hemopeksinu-sliéna domena odreduju
specificnost prema supstratu, a potonja i sposobnost vezanja TIMP-ova i molekula stani¢ne povrSine,
ciljno odrediste djelovanja i endocitozu (144,147,148,153,155). Domena sli¢na fibronektinu tipa II,
umetnuta u kataliticku domenu MMP-2 i -9, omogucava cijepanje Zelatine, kolagena tipa IV i elastina
(153,155). Nadalje, propeptidna domena MT-MMP-ova, kao i MMP-11, -21 i -28, sadrzi mjesto
cijepanja furinom (engl. furin cleavage site), koje usmjerava aktivaciju enzima unutar stanice.

Transmembranski MT-MMP-ovi tipa I, kojima je amino-kraj usmjeren prema unutra$njosti
stanice, posjeduju transmembransku domenu i kratki citoplazmatski rep (149). U MMP-23B, jedinog
pripadnika transmembranskin MT-MMP-ova tipa Il, amino-kraj je usmjeren izvan stanice, a
transmembranska domena je smjesStena unutar propeptidne domene (149). Naposlijetku, periferni MT-
MMP-ovi sadrze domenu na koju se veze glikozil-fosfatidil-inozitolno sidro, smje$tajuéi protein na

vanjsku stranu stanicne membrane.
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Skupina

Kolagenaze

Zelatinaze

Stromelizini

Matrilizini

Membranski
MMP-ovi

Ostali
MMP-ovi

Tablica 3. Podjela enzima MMP obitelji prema supstratima, uz odabrane primjere (prema ref. 146,150,151)
Lokus gena Sinonim

Naziv
MMP-1

MMP-8
MMP-13

MMP-2

MMP-9

MMP-3

MMP-10
MMP-11

MMP-7

MMP-26
MMP-14
MMP-15
MMP-16
MMP-24
MMP-17
MMP-25
MMP-12
MMP-20
MMP-23B
MMP-28
MMP-19
MMP-21
MMP-27

11921-g22

11q22.3

16q13-9g21

20q12-q13

11q22.3

22q11.23
11921-922

11p15
14q11-912
16913
8g21
20q11.2
12924.3
16p13.3

11q22.3

1p36.3°
17q21.1
12q14
10426.3
11q24

Kolagenaza 1

(intersticijska)

Kolagenaza 2
(neutrofilna)
Kolagenaza 3

Zelatinaza A

Zelatinaza B

Stromelizin 1

Stromelizin 2
Stromelizin 3

Matrilizin 1

Matrilizin 2
MT1-MMP
MT2-MMP
MT3-MMP
MT4-MMP
MT5-MMP
MT6-MMP

Makrofagna elastaza

Enamelizin
CA-MMP®
Epilizin

Kolagenski supstrati
I-11L, VIL, VIII, X, Zelatina

I-111, V, VII, VIII, X,
Zelatina
1-V, IX-XI, Zelatina

1,1V, V, VI, X, XI, XIV,
Zelatina

IV, V, VII, X, X1V, Zelatina

I1, IV, IX, X, zelatina
111-V, zelatina

-V, X

1V, Zelatina

I-111, Zelatina

Zelatina

1V, Zelatina

Zelatina

I, IV, Zelatina

*na istom lokusu se nalazi i MMP-23A pseudogen; "MMP cisteinskog spektra (engl.cysteine array-MMP; CA-MMP)
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Ostali supstrati ISM-a
fibronektin, nidogen, perlekan

laminin, nidogen

fibronektin, laminin

elastin, fibronektin,
hondroitin-sulfat, laminin,
nidogen, vitronektin

elastin, fibronektin, laminin,
nidogen, vitronektin
dekorin, elastin, fibronektin,
laminin, nidogen, perlekan,
vitronektin

fibronektin, laminin, nidogen
fibronektin, laminin

elastin, fibronektin, laminin,
vitronektin

fibronektin

fibronektin, laminin, nidogen

fibronektin, laminin
hondroitin-sulfat, fibronektin

fibronektin

elastin

amelogenin

fibronektin, kazein

kazein

fibronektin, laminin, nidogen

agrekan, elastin

pro-MMP supstrati

-1,-2

-8
-2, -9, -13

-1,-2,-9,-13

-2,-9, -13

-1,-3,-7,-8,-9,-13

-1, -8, -10

-2,-7,-9
-9

-2,-13



- MMP-ovi minimalnih domena C @D -7,-26

>
%9 MMP-ovi s hemopeksinu-slicnom domenom . -1,-3,-8,-10,-12, -13, -19, -20, -27
=
S MMP-ovi s domenom koja vezuje Zelatinu Ll -2 -9
E
L MMP-ovi aktivirani furinom Ol L G -11,-21,-28
3 E— Transmembranski MMP-ovi tip | OB LN\ @@ -14,-15, -16, -24
g
% MMP-ovi s GPI-domenom O L -17,-25
—
=L Transmembranski MMP-ovi tip Il O@E . ) -23B
)] signalni slijed
(. propeptidna domena
(7 Kkataliticka domena
vezna domena tip |
(_J hemopeksinu-sli¢na domena
000 domena sli¢na fibronektinu tip IT
0 mjesto cijepanja furinom
- vezna domena tip Il
) transmembranska domena
() citoplazmatski rep
(" domena koja veZe glikozil-fosfatidil-inozitolno sidro
) cisteinom bogata i imunoglobulinu-sli¢na domena

Slika 2. Podjela enzima MMP obitelji prema strukturnoj organizaciji (preradeno prema ref. 149)
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1.5.4. MEHANIZAM AKTIVACIJE

Inaktivne preteée MMP-ova nemaju sposobnost vezanja i cijepanja supstrata zbog
medudjelovanja katalitickog iona cinka u katalitickoj domeni i tiolne skupine slobodnog cisteina u
propeptidnoj domeni, koja djeluje kao njegov Cetvrti ligand umjesto molekule vode (144,148-150).
Stoga je za aktivaciju MMP-ova nuzan prekid veze izmedu iona cinka i tiolne skupine cisteina, sto
poti¢e vezanje molekule vode nuzne za hidrolizu supstrata (145,150,158). Navedena aktivacija naziva
se mehanizmom cisteinskog prekidaca (engl. cysteine switch), a postize se na tri nacina, ukljucujuci
proteoliticko uklanjanje propeptidne domene, alosteri¢ku promjenu pro-enzima, te modifikaciju tiolne
skupine pomoc¢u oksidansa (npr. reaktivne Cestice kisika), alkiliraju¢ih agenasa, iona teSkih metala
(npr. spojevi zive), disulfida, niskog pH i povisene tjelesne temperature (148,157,159,160). Aktivacija

se najcesce postize izravnim proteolitickim uklanjanjem propeptidne domene unutar ili izvan stanice.

1.5.4.1. Aktivacija unutar stanice
Unutar stanice se aktiviraju MMP-ovi koji sadrze mjesto cijepanja furinom (slika 2). Takav
oblik aktivacije odvija se u trans-Golgijevoj mrezi pomocu subtilizinu-sli¢ne serinske proteaze furin,

nakon ¢ega se MMP-ovi otpustaju ili sidre u membranu u aktivhom obliku (148).

1.5.4.2. Aktivacija izvan stanice
Aktivacija topivih MMP-ova izvan stanice dogada se uklanjanjem propeptidne domene
pomocu aktiviranih serinskih proteaza ili MMP-ova (149,160). lako se ve¢ina MMP-ova nakon

aktivacije odmah izlucuje, pro-MMP-8 i -9 mogu se pohranjivati u granulama neutrofila (144,149).

1.5.4.2.1. Aktivacija pomocu serinskih proteaza

Serinske proteaze su endopeptidaze koje u aktivnom mjestu sadrze aminokiselinu serin.
Sposobnost aktivacije pro-MMP-ova imaju plazmin, kimaza, kalikrein, triptaza, elastaza i katepsin G
(155,161). Primjerice, plazmin koji nastaje cijepanjem plazminogena pomocu urokinazi-slicnog
aktivatora plazminogena (engl. urokinase-like plasminogen activator), aktivira pro-MMP-1, -3, -9, -10
i -13, koji potom mogu aktivirati druge MMP-ove (155,160).
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1.5.4.2.2. Aktivacija pomoéu aktiviranih matriks metaloproteinaza

Pojedini aktivirani MMP-ovi mogu aktivirati inaktivne pretece drugin MMP-ova (tablica 3).
Aktivacija pro-MMP-2, koji je otporan na aktivaciju serinskim proteazama, dogada se na stani¢noj
povrsini pomo¢u MT-MMP-ova (158-160). Naime, MT1-MMP djeluje kao receptor za TIMP-2, za
koji se veze pro-MMP-2. Zatim, susjedni slobodni MT1-MMP cijepa propeptidnu domenu pro-MMP-
2, a daljnja aktivacija se dogada autokatalizom ili pomocu aktiviranih MMP-ova. Visoke razine TIMP-
2 proteina onemogucavaju aktivaciju MMP-2 zbog zauzimanja svih slobodnih MT1-MMP-ova (144).

Aktivacija pro-MMP-2 pomo¢u drugih MT-MMP-ova ne zahtijeva prisutnost TIMP-2 (157).

1.5.5. ULOGE

Matriks metaloproteinaze i njihovi endogeni inhibitori, proteini TIMP obitelji, ¢ine izvrsne
molekule (pre)oblikovanja tkiva, koje ureduju medustaniénu komunikaciju, oblik, migraciju,
proliferaciju, diferencijaciju i apoptozu stanica (146). Navedenim funkcijama posreduju brojne
fizioloske procese, poput implantacije i placentacije, dok poremecaj njihovog djelovanja dovodi do
raznih patoloskih stanja. lako su otkriveni kao enzimi koji cijepaju strukturne proteine ISM-a (tablica
3), (pre)oblikovanje tkiva pomoéu MMP-ova dodatno je posredovano sposobno$¢u pretvaranja
strukturnih proteina ISM-a u signalne molekule, kao i uredivanja aktivnosti drugih, nestrukturnih

proteina pohranjenih u ISM-u (146,147,150).

1.5.5.1. Cijepanje strukturnih proteina izvanstani¢nog matriksa

Osnovna uloga MMP-ova ukljucuje cijepanje brojnih strukturnih proteina ISM-a,
usmjeravajuci ih na daljnju razgradnju (tablica 3). Primjerice, MMP-ovi cijepaju trostruku uzvojnicu
kolagena izmedu glicina i leucina ili glicina i izoleucina, dovode¢i do nestabilne konformacije i daljnje

razgradnje pomocu nespecifiénih proteoliti¢kih enzima (162).

1.5.5.2. Pretvaranje strukturnih proteina izvanstani¢nog matriksa u signalne molekule
Cijepanjem strukturnih proteina ISM-a na specifi¢cnim mjestima pomo¢u MMP-ova nastaju
matrikriptini i matrikini - fragmenti drugacije bioloske aktivnosti od one njihovih preteca
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(147,163,164). Matrikriptini i matrikini djeluju autokrino ili parakrino, utje¢uéi na angiogenezu i
migraciju stanica. Primjerice, cijepanjem kolagena tipa IV pomocu MMP-2 i -9 izlaze se skriveni
epitop (engl. cryptic epitope) koji promice angiogenezu, dok cijepanjem ol, -2 i -3 lanaca istog

kolagena nastaju aresten, kanstatin, odnosno tumstatin koji sprjecavaju angiogenezu (163).

1.5.5.3. Uredivanje aktivnosti nestrukturnih proteina izvanstani¢nog matriksa

Matriks metaloproteinaze cijepaju brojne nestrukturne proteine, od kojih su neki vezani za
strukturne proteine ISM-a, a koji se oslobadaju njihovim cijepanjem. Primjerice, vaskularni endotelni
¢imbenik rasta (engl. vascular endothelial growth factor; VEGF), jedan od glavnih ¢imbenika koji
poti¢u angiogenezu, nakon stvaranja se izlucuje izvan stanice i pohranjuje u ISM-u ¢vrsto vezan za
proteoglikane koji sadrze heparan-sulfat (147,163). Cijepanjem sastavnica ISM-a, MMP-9 potice
otpustanje VEGF-a (163). Nadalje, MMP-ovi cijepaju brojne slobodne nestrukturne proteine,

ukljucujuéi ¢imbenike rasta, receptore, citokine i kemokine (tablica 4) (147,165).

1.5.6. NADZOR AKTIVNOSTI

Osim razine nadzora genskog izraZzaja, kojom je odredeno kvalitativho i Kkvantitativno
stvaranje inaktivnih preteca, aktivnost MMP-ova nadzirana je na post-transkripcijskoj, kao i razini
proteina (166). Potonja uklju¢uje nadzor aktivacije inaktivnih preteca, ciljno odrediste djelovanja,
razgradnju, kao i endogene inhibitore (144,147,148,154,161,167). Razgradnja, endogeni inhibitori i
razina nadzora izrazaja gena MMP obitelji razradeni su u narednim odlomcima, dok su aktivacija

inaktivnih preteca i ciljno odrediste djelovanja objasnjeni prethodno (str. 29).

1.5.6.1. Razgradnja

lako mehanizmi razgradnje MMP-ova nisu posve poznati, endocitozu i unutarstani¢nu
razgradnju MMP-ova promic¢u a2-makroglobulin te trombospondin-1 i -2 (161,168). Navedene
molekule fizickim dodirom onemogucavaju vezanje supstrata, sprjeavajuéi djelovanje enzima (161).
Takvi spojevi se vezu na receptore Cistace (engl. scavenger receptors) smjeStene na fagocitima,
nepovratno se odstranjujuci procesom endocitoze (146,161,168,169).
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Tablica 4. Odabrani primjeri nestrukturnih proteinskih supstrata ISM-a enzima MMP obitelji, kao i
signalnih molekula koje nastaju njihovim cijepanjem (165)

MMP Supstrat Proizvod cijepanja
az-antikimotripsin  inaktivni serpin
IGFBP®-2, -3 slobodni IGF-ovi
MMP-1 pro-1L°-1pB IL-1B
pro-TNF°-a TNF-a
adrenomedulin vazokonstriktorne molekule
veliki endotelin srednji endotelin
IGFBP-3, -5 slobodni IGF-ovi
MMP-2  plazminogen angiostatin
pro-IL-1B IL-1B
pro-TGF-B TGF-p
pro-TNF-a TNF-a
az-antikimotripsin  inaktivni serpin
fibrinogen monomer sli¢an D-dimeru
MMP-3 IGFBF_’-B slob_odni _IGF-ovi
plazminogen angiostatin
pro-IL-1P IL-1B
pro-TNF-a TNF-a
IGFBP slobodni IGF-ovi
MMP-7  plazminogen angiostatin
pro-TNF-a TNF-a
pro-IL-1B IL-1B
plazminogen angiostatin
MMP-9 pro-TNF-a TNF-o
pro-TGF-B TGF-B
MMP-11 IGFBP-1 slobodni IGF-ovi
plazminogen angiostatin
MMP-12 pro-TNF-o TNF-a
ag-antikimotripsin  inaktivni serpin
MMP-13 pro-TGF-B TGF-B
pro-TNF-a TNF-a
MMPALE T6r-p TGF-p

%engl. insulin-like growth factor binding protein; %engl. interleukin;
‘engl. tumor necrosis factor; %engl. transforming growth factor

1.5.6.2. Endogeni inhibitori

Prirodni endogeni inhibitori MMP-ova su proteini TIMP obitelji, dok slabiju sposobnost
sprjeCavanja njihova djelovanja imaju netrini, PCPE (engl. procollagen C-terminal proteinase
enhancer), RECK (engl. reversion-inducing cysteine-rich protein with Kazal motifs) i TFPI-2 (engl.
tissue factor pathway inhibitor 2) (146,150,168). Medutim, mehanizmi djelovanja navedenih

inhibitora, uz iznimku TIMP-ova, nisu poznati.
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1.5.7. GENI OBITELJI MATRIKS METALOPROTEINAZA
Genom jezgre Covjeka sadrzi 24 gena za enzime MMP obitelji, od kojih je MMP-23A
pseudogen (tablica 3) (149). Geni MMP obitelji prisutni su u gotovo svih organizama, ukljucujuci

viruse i bakterije (149,150,170).

1.5.7.1. Nadzor izrazaja
Izrazaj gena MMP obitelji ovisi o razdoblju razvoja, vrsti stanice i tkiva, a nadziran je na
transkripcijskoj i post-transkripcijskoj razini (161,166,167). lako o post-transkripcijskom nadzoru

nema dovoljno spoznaja, transkripcijski je razmjerno dobro opisan (166,167).

1.5.7.1.1. Transkripcijska razina nadzora

S obzirom na to da se vecina gena MMP obitelji prepisuje specifi¢no tijekom procesa koji
zahtijevaju preoblikovanje ISM-a, drZi se kako je transkripcijska razina najvaznija razina nadzora
njihove aktivnosti (166,171). Tranksripciju ureduju razli¢iti poticaji, ukljucujuéi proupalne citokine,
¢imbenike rasta, hormone, kao i medusobni dodir stanica ili stanica i ISM-a (146,167,172). Navedeni
poticaji aktiviraju signalne puteve, poput MAPK (engl. mitogen activated protein kinase), koji
promi¢u vezanje transkripcijskih ¢imbenika kodiranih genima neposredno ranog odogovora za
promotorske regije gena MMP obitelji (146,166,167). Tako, primjerice, TGF-B, retinoidi i
glukokortikoidi potiskuju, a TNF-a i VEGF promi¢u njihovu transkripciju (166,173). Ovisno o
prisustvu veznih mjesta za transkripcijske ¢imbenike u promotorskoj regiji, geni MMP obitelji se

dijele u tri skupine (tablica 5) (166).

Tablica 5. Podjela gena MMP obitelji prema gradi promotorske regije (166,167)

Skupina DNA slijed MMP-ovi

1 TATA kutija® i AP-1 mjesto” -1,-3,-7,-9, -10, -12, -13, -19, -20, -26
2 TATA kutija® -8, -11, -15, -21, -27

3 Bez TATA kutije i AP-1 mjesta -2, -14, -16, -17, -23B, -24, -25, -28

%mjestena 30 pb uzvodno od mjesta pocetka transkripcije
bengl. activator protein 1; smjesteno 70 pb uzvodno od mijesta pocetka transkripcije
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Osim osnovnih veznih mjesta navedenih u tablici 5, pojedini geni posjeduju i druge slijedove,
ukljuéuju¢i NF-xB (engl. nuclear factor kappa-light-chain-enchancer of activated B cells) i PEA3
vezno mjesto (engl. polyomavirus enchancer activator 3), kao i GC kutije (engl. guanosine and
cytosine box) (166,171,173). Nadzor izrazaja prve skupine gena najcesce ovisi o medudjelovanju AP-1
i PEA-3 veznog mjesta na koje se vezu transkripcijski ¢imbenici Fos i Jun obitelji, kao i Ets obitelji
(engl. E-twenty six) (166,173). Nadalje, u trecoj skupini transkripcija moze poceti S vise mjesta, 0ViSno
0 vezanju transkripcijskih ¢imbenika Sp-1 obitelji (engl. specificity protein 1) za GC kutiju (166).

Tako sli¢nosti u gradi promotorskih regija gena MMP obitelji upucuju na zajednicki nadzor,
pojedini pripadnici pokazuju svojstvenosti u izraZaju, $to je moguce posljedica prisustva ostalih veznih
mjesta za transkripcijske ¢imbenike, poloZaja i medusobne udaljenosti tih mjesta, kao i istovremenog
vezanja istih transkripcijskih ¢imbenika za vise veznih mjesta (166,167,173). Mehanizmi koji
posreduju stani¢no i tkivno-specifini izrazaj nisu razjaSnjeni, iako su moguée ovisni o dostupnosti

transkripcijskih ¢imbenika u razli¢itim vrstama stanica, kao i epigenetickom nadzoru (173).

1.5.7.1.2. Funkcionalne polimorfne varijante

U promotorskim regijama nekolicine gena MMP obitelji, ukljuéuju¢i MMP-1, -2, -3 i -9,
otkrivene su polimorfne varijante, uglavnom SNP-ovi, koje utje¢u na razinu izraZzaja mijenjajuci slijed
baza veznih mjesta odredenih transkripcijskih ¢imbenika (166,167,171,172,174). U¢inak na
transkripcijsku aktivnost promotorskih regija, odnosno stvaranje mRNA i proteina, razlikuje se ovisno
0 prisustvu pojedinih alela (166,167,171,172). Polimorfne varijante u navedenim genima povezane su
s podlozno$¢u za razne poremecaje, poput kardiovaskularnih bolesti, aneurizmi, novotvorina i
poremecaja reprodukcije (146,171).

Polimorfna varijanta -1607 1G/2G u MMP-1 genu nastaje umetanjem dodatnog gvanina na
mjestu 1607 uzvodno (engl. upstream) od mjesta pocetka transkripcije (166,171,172,174,175).
Navedena polimorfna varijanta ima dva moguca alela, ukljucujuéi jedan (1G) ili dva gvanina (2G)
(171). Dva gvanina na mjestu -1607 i -1608 zajedno sa susjednim adenozinom stvaraju vezno mjesto

za transkripcijske ¢imbenike Ets obitelji (171,175-177). Tako, 2G alel veze vise rekombinantnog Ets-1
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transkripcijskog ¢imbenika nego 1G alel, povecavajuci aktivnost promotorske regije &etiri puta
(167,175,178).

Polimorfne varijante -735 C/T i -1306 C/T u MMP-2 genu posljedica su zamjene citozina (C)
timinom (T) u dva vezna mjesta za Sp-1 transkripcijski ¢imbenik na mjestu 735 i 1306 uzvodno od
mjesta pocetka transkripcije (166,174,179-181). Alel T -735 C/T polimorfne varijante povezivan je s
povecanom, ali i umanjenom aktivno§¢u promotorske regije, §to upucuje na mogucée razli¢iti u¢inak na
transkripciju ovisno o vrsti stanice (179,180,182,183). Alel T -1306 C/T polimorfne varijante dovodi
do gubitka veznog mjesta za Sp-1 transkripcijski ¢imbenik umanjujuci promotorsku aktivnost MMP-2
gena (174,181,184,185).

U MMP-3 genu, unutar elementa osjetljivog na IL-1 (engl. interleukin-1 responsive element)
na mjestu 1612 uzvodno od mjesta pocCetka transkripcije, nalazi se polimorfna varijanta koja nastaje
kao posljedica razli¢ite duljine polimonomernog slijeda adenozina (167,171,172,174,186,187).
Navedena polimorfna varijanta ima dva moguca alela, ukljucujué¢i pet (5A) ili Sest (6A) adenozina
(171). Prisutnost 6A alela dvostruko umanjuje promotorsku aktivnost MMP-3 gena u usporedbi s 5A
alelom (166,186-188). Medutim, utjecaj polimorfne varijante ovisi o koncentraciji i aktivnosti NF-xB i
ZBP-89 (engl. zinc-binding protein 89) transkripcijskih ¢imbenika (188). Tako, ZBP-89 potice
prepisivanje 5A alela, dok NF-kB sprje¢ava transkripciju s oba alela neovisno o ZBP-89 (188).

Naposlijetku, polimorfna varijanta -1562 C/T u MMP-9 genu uklju¢uje zamjenu citozina (C)
timinom (T) na mjestu 1562 uzvodno od mjesta pocetka transkripcije (166,167,171,174). lako toc¢an
mehanizam kojim navedena polimorfna varijanta utjeCe na izrazaj gena nije poznat, C alel veze

transkripcijski represor umanjujuéi aktivnost promotorske regije (189-191).

1.6. PROTEINI OBITELJI TKIVNIH INHIBITORA METALOPROTEINAZA

Glavni endogeni inhibitori MMP-ova su proteini TIMP obitelji, koja u ¢ovjeka obuhvaca Cetiri
pripadnika, TIMP-1, -2, -3 i -4 (192-194). Osim S§to sprjecavaju djelovanje MMP-ova u
jednakovrijednom omjeru, TIMP-ovi djeluju kao signalne molekule veZuéi se za proteine stanine
membrane (168,195). Nakon translacije, svi TIMP-ovi se izlu¢uju izvan stanice, gdje se TIMP-3 veze
za proteoglikane bogate heparan-sulfatom, dok su preostali slobodni u ISM-u (168,195).
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1.6.1. STRUKTURA

Tkivni inhibitori metaloproteinaza izgradeni su od amino- i karboksi-terminalne domene, od
kojih je svaka stabilizirana pomocu tri disulfidne veze izmedu Sest cisteinskih ostataka (194-196).
Osnovna struktura i mehanizam djelovanja zajednicki su svim TIMP-ovima, dok su specifi¢nosti
prema MMP-ovima, kao i posredovanje drugih funkcija uvjetovani svojstvenim strukturnim i
biokemijskim obiljezjima pojedinih TIMP proteina (168). Amino-terminalna domena sadrzi svojstveni
slijed VIRAK (V-valin, I-izoleucin, R—arginin, A-alanin, K-lizin) i sprjecava djelovanje MMP-ova, a

karboksi-terminalna domena posreduje funkcije neovisne o inhibiciji MMP-ova (195,197).

1.6.2. MEHANIZAM INHIBICIJE MATRIKS METALOPROTEINAZA

Tkivni inhibitori metaloproteinaza su spori inhibitori koji se ¢vrsto vezu za MMP-ove, najprije
stvaraju¢i inaktivni, ali povratni meduprodukt, nakon Cega slijedi strukturno preoblikovanje u stabilni,
nepovratni spoj (193,195). Sprjeavanje djelovanja MMP-ova posljedica je vezanja amino-terminalne
domene TIMP-ova za aktivno mjesto kataliticke domene MMP-ova (192). U takvom spoju, karbonilne
i a-amino skupine prvog amino-terminalnog cisteina amino-terminalne domene TIMP-ova djeluju kao
kelatori katalitickog iona cinka MMP-ova. Nadalje, hidroksilne skupine serina i drugog treonina
amino-terminalne domene TIMP-ova djeluju zajedno s glutamatom kataliticke domene MMP-ova

uklanjaju¢i molekulu vode nuznu za hidroliti¢ku aktivnost enzima (192-194).

1.6.3. ULOGE
Tkivni inhibitori metaloproteinaza posreduju razliCite funkcije stanica sprjeCavanjem

djelovanja MMP-ova ili drugim mehanizmima neovisnim o toj inhibiciji (196,198).

1.6.3.1. Sprje¢avanje djelovanja matriks metaloproteinaza
Sva cetiri TIMP-a sprjecavaju djelovanje svih MMP-ova prema razli¢itom afinitetu
uparivanja, upucujuc¢i na redundanciju (146,195). Matriks metaloproteinaze ne mogu cijepati TIMP-

ove niti s njima stvarati kovalentne veze.
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1.6.3.2. Djelovanje neovisno o inhibiciji matriks metaloproteinaza

1.6.3.2.1. Vezanje inaktivnih prete¢a matriks metaloproteinaza

SloZenost medudjelovanja visedomenskih TIMP-ova i MMP-ova ocituje se u Stvaranju
raznovrsnih spojeva uparivanjem domena u razli¢itim kombinacijama, S§to odreduje kona¢nu aktivnost
spoja (195). Primjerice, karboksi-terminalne domene TIMP-ova vezu hemopeksinu-slicnu domenu

pro-MMP-ova, iako uloge takvih spojeva, osim za TIMP-2 nisu poznate (str. 30) (146,194).

1.6.3.2.2. Posredovanje stani¢nih funkcija

Tkivni inhibitori metaloproteinaza posreduju brojne funkcije neovisne o inhibiciji i aktivaciji
MMP-ova. Vezuéi se za razne receptore na povrsini stanice, djeluju kao signalne molekule koje
ureduju funkcije stanica. Tako, svi TIMP-ovi sprje¢avaju angiogenezu, dok na proliferaciju i apoptozu
imaju opre¢ni utjecaj ovisno o vrsti stanice (168,194,195,199). Primjerice, TIMP-1 sprje¢ava apoptozu
vezudi se za CD63 molekulu, TIMP-2 sprjecava proliferaciju endotelnih stanica i angiogenezu vezuci

se za agf; integrin, a TIMP-3 sprjeava angiogenezu vezuci se za VEGF receptor 2 (192,196,199).

1.6.4. GENI OBITELJI TKIVNIH INHIBITORA METALOPROTEINAZA

Geni TIMP obitelji su sveprisutni u eukariota, a drzi se da su se pojavili razvojem vezivnog
tkiva u viSestani¢nih organizama (193,194). U ¢ovjeka, za svaki TIMP protein postoji po jedan gen,
koji su, osim TIMP-2 gena, smjeSteni u intronima gena sinapsina, ¢itajuci se u smjeru od 3' prema 5'
kraju (192,193). Sinapsini su visegenska obitelj fosfoproteina svojstvenih za ziv€ane stanice. Gen
TIMP-1 (lokus Xp11.23) nalazi se u intronu 5 gena sinapsin-1, TIMP-3 (lokus 22g12.3) u intronu 6
gena sinapsin-3, a TIMP-4 (lokus 3p25.2) u intronu 6 gena sinapsin-2 (192). Znacaj smjestaja TIMP
gena unutar introna sinapsina, kao i zajedni¢ki mehanizmi uredivanja izrazaja nisu poznati. Gen

TIMP-2 (lokus 17g25.3) u prvom intronu sadrzi DDC8 gen (engl. differential display clone 8) (192).

1.6.4.1. Nadzor izrazZaja
Nadzor izrazaja gena TIMP obitelji ovisi o razdoblju razvoja, vrsti stanice i tkiva, a najbolje je
istrazen na razini transkripcije (192,199). Promotorske regije gena TIMP obitelji sadrze vezna mjesta
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za vecinu transkripcijskih ¢imbenika kao i geni MMP obitelji, upucuju¢i na moguci zajednicki,
uzajamno uskladen ili opre¢an, nadzor izrazaja (167,195). Tako, svi TIMP geni posjeduju Sp-1 vezno
mjesto, a dodatno TIMP-1 i -3 GC kutije, TIMP-2 TATA kutiju, TIMP-3 NF-kB, ¢c-MYC i p53 vezna
mjesta, TIMP-1, -2 i -3 AP-1 i PEA3 vezna mjesta, a TIMP-4 podrucje osjetljivo na estrogen (engl.
estrogen responsive element) (167,192).

lako je TIMP-2 u vecine stanica izrazen konstitutivno, transkripciju gena TIMP obitelji poti¢u
ili sprjeCavaju brojni citokini i ¢imbenici rasta preko raznih signalnih puteva (199). Primjerice,
eritropoetin, IL-1pB, IL-6, EGF (engl. epidermal growth factor), FGF (engl. fibroblast growth factor),

retinoidi i TGF-f poticu njihov izrazaj (195).

1.6.4.1.1. Polimorfne varijante

Unutar gena TIMP obitelji su pronadene funkcionalne, kao i polimorfne varijante koje ne
utjeCu na izrazaj gena, a pridonose razvoju raznih bolesti (167,174).

Polimorfna varijanta -372 C/T u TIMP-1 genu nalazi se u egzonu 5 i nastaje zamjenom
citozina (C) timinom (T) na mjestu 372 nizvodno od mjesta pocetka transkripcije (200). lako je TIMP-
1 -372 C/T istozna¢ni SNP, koji kodira aminokiselinu fenilalanin na 124. mjestu u proteinu, T alel se
povezuje s nizim, kao i vi§im genskim izraZajem, moguce ovisno o vrsti stanice (200-202). Za TIMP-1
-372 C/T polimorfnu varijantu je dokazana povezanost s novotvorinama, bolestima plu¢a i ishodom
sepse (202,203).

U TIMP-2 genu se nalaze dvije znacajne polimorfne varijante, -418 G/C i -303 C/T.
Polimorfna varijanta TIMP-2 -418 G/C nalazi se u promotorskoj regiji, a nastaje zamjenom gvanina
(G) citozinom (C) na mjestu 418 nizvodno od mjesta pocetka transkripcije (174). Alel G dovodi do
gubitka Sp-1 veznog mjesta i pove¢anog izrazaja gena. Medutim, alel C TIMP-2 -418 G/C polimorfne
varijante nije prisutan u Europske populacije bijelaca, $to ga ¢ini nepogodnim za istrazivanja geneti¢ke
povezanosti. Druga polimorfna varijanta, TIMP-2 -303 C/T je smjestena u egzonu 3 i istoznacna je
promjena koja kodira aminokiselinu serin na 101. mjestu u proteinu (174). Nastaje zamjenom citozina
(C) timinom (T) na mjestu 303 nizvodno od mjesta pocetka transkripcije. Za TIMP-2 -303 C/T
utvrdena je izrazita povezanost s komplikacijama u trudno¢i (204,205).
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U TIMP-3 genu najbolje istrazene polimorfne varijante su -915 A/G i -1296 C/T. Obje su
smjestene U promotorskoj regiji gena, medutim, utjecaj na razinu izraZaja nije poznat (206,207).
Polimorfna varijanta TIMP-3 -915 A/G nastaje zamjenom adenina (A) gvaninom (G) na mjestu 915, a
-1296 C/T zamjenom citozina (C) timinom (T) na mjestu 1296 uzvodno od mjesta pocetka
transkripcije (206,207). Zbog udruzenosti s nizom bolesti, ukljucujué¢i aneurizme i bolesti pluca,
pretpostavlja se neravnoteza povezanosti (engl. linkage disequilibrium) s drugim, za sada nepoznatim,
funkcionalnim SNP-ovima (206-208).

Uloga varijabilnosti TIMP-4 gena kao ¢imbenika podloznosti za razliCite poremecaje nije
dovoljno istraZzena. Jedina istrazena polimorfna varijanta, TIMP-4 -3'-UTR C/T, je smjestena u 3'
neprevedenoj regiji (engl. untranslated region; 3'-UTR), a nastaje zamjenom citozina (C) timinom (T)
(209). Opcenito, -3'-UTR nadzire stabilnost mRNA, pomaZze prijenos mRNA do ribosoma i moguce
pridonosi nadzoru translacije (166). Tako, prisustvo TIMP-4 -3'-UTR T alela mijenja strukturu peteljki

i om¢i TIMP-4 mRNA, utjeuéi na stabilnost i prevodenje (209).

1.7. ULOGA MATRIKS METALOPROTEINAZA 1 TKIVNIH INHIBITORA

METALOPROTEINAZA U REPRODUKCIJI COVJEKA

Izrazaj gena i aktivnost MMP i TIMP proteina su neznatni ili odsutni u oblikovanim tkivima,
uz iznimku reproduktivnog sustava zene i tkiva maj¢ino-fetalnog spoja (146,173,210). Stoga,
svrsishodno preoblikovanje ISM-a endometrija tijekom endometrijskog ciklusa i razdoblja trudnoc¢e

ovisi o pravilnoj ravnotezi izmedu MMP-ova i TIMP-ova (146,211,212).

1.7.1. ENDOMETRIJSKI CIKLUS

Najbolje istrazeni MMP-ovi u reproduktivnom sustavu zene i tkivima maj¢ino-fetalnog spoja
su MMP-1, -2, -3 i -9. Glasni¢ke RNA (engl. messenger RNA; mRNA) i proteini MMP-1, -2, -3 i -9,
kao i sva Cetiri TIMP-a, Stvaraju se tijekom Citavog endometrijskog ciklusa (213). Medutim, stvaranje
MMP-ova je vremenski, prostorno i koli¢inski strogo nadzirano, te ovisno o posrednom ucinku
steroidnih hormona (135). Za razliku od toga, TIMP-ovi su siroko raspostranjeni i prisutni u manje
promjenjivim koli¢inama tijekom c¢itavog ciklusa, omogucujuc¢i uredivanje MMP/TIMP omjera
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nuznog za pravilnu pregradnju ISM-a (211,213). Strogi nadzor djelovanja MMP-ova tijekom
proliferativne i sekretorne faze nuzan je za precizno preoblikovanje endometrija i sprjeCavanje
nezeljene razgradnje tkiva koje se priprema za trudnocu (135). Ako ne dode do oplodnje, MMP-ovi

posreduju odbacivanje pre-decidualnog tkiva tijekom menstruacijske faze.

1.7.1.1. Izrazaj

Iako ih stvaraju razliCite stanice endometrija, fibroblasti strome u proliferativnoj fazi te pre-
decidualne stanice u sekretornoj fazi, uz endotel kapilara i arteriola zajednic¢ki su izvor MMP-1, -2, -3,
-9, kao i sva cCetiri TIMP mRNA i proteina (213-217). Njihov izraZaj raste u sekretornoj fazi, posebno

tijekom razdoblja implantacijskog prozora.

1.7.1.1.1. Nadzor izraZaja

Nadzor izrazaja gena MMP i TIMP obitelji u endometriju je slozen i nije potpuno razjasnjen.
lako se drzi da je progesteron glavni urediva¢ izraZzaja gena MMP obitelji, zakljucak je izveden
ve¢inom iz in Vitro istrazivanja. Takoder, promotorske regije tih gena ne sadrze vezna mjesta za
progesteronske receptore, pa se drzi da je njegov uc¢inak posredovan lokalnim stvaranjem, otpustanjem
ili aktivacijom raznih molekula, poput IL-1a i -B, TNF-a i TGF- (128,210,211,218-221). Nadalje,
premda progesteron opcenito potiskuje izrazaj gena MMP obitelji, ¢injenica da razine njihovih mRNA
i proteina rastu tijekom sredine sekretorne faze upucuje da utjecaj progesterona preko njegovih
posrednika ovisi 0 intenzitetu i trajanju djelovanja, dostupnosti receptora za progesteron, vrsti stanice i
podruc¢ju endometrija (135,218-220). Osim progesterona, drugi hormoni nadziru njihov izrazaj. Tako,
relaksin koji stvaraju fetalne membrane potice transkripciju MMP gena (219,221). Mehanizmi nadzora
gena TIMP obitelji u endometriju, osim TIMP-3 gena, moguce ne ukljucuju progesteron zbog visokog

i nepromjenjivog izrazaja tijekom ¢itavog endometrijskog ciklusa (222).

1.7.1.2. Uloge tijekom sekretorne faze
lako se prvotno pretpostavljalo kako je jedina uloga MMP-ova cijepanje sastavnica ISM-a
endometrija tijekom menstruacijske faze, a TIMP-ova sprjecavanje njihovog prekomjernog djelovanja,
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otkrivene su brojne druge uloge tijekom c¢itavog endometrijskog ciklusa. Primjerice, tijekom
proliferativne faze MMP-ovi promicu razgradnju debrisa, angiogenezu i ponovnu epitelizaciju
olakSavajuci migraciju stanica (211,219). Medutim, uloge MMP-ova i TIMP-ova posebno su istaknute
u sekretornoj fazi, kada nadziru sazrijevanje i pripremu endometrija za implantaciju.

Tijekom sekretorne faze, MMP-ovi i TIMP-ovi posreduju preoblikovanje ISM-a endometrija
cijepajuéi sastavnice svojstvene za proliferativnu fazu te promicu oblikovanje ISM-a koji potice
implantaciju. Takoder, MMP-1, -2, -3 i -9 promicu angiogenezu, a njihov izraZzaj raste od sredine
sekretorne faze u endotelu i pericitima novostvorenih kapilara te endotelu i glatkim miSi¢nim
stanicama spiralnih arteriola (213,217,223). Isto tako, MMP-ovi poti¢u prodiranje imunosnih stanica u
pre-decidualno tkivo iz krvnih zila (213,224). Nadalje, fibroblasti strome pretvorbom u pre-decidualne
stanice poprimaju sposobnost migracije i invazije, $to je pod utjecajem sloZzene mreze hormona,
¢imbenika rasta, kemokina i upalnih posrednika koji poti¢u stvaranje MMP-2 i -9, kao izvr$nih
molekula koje promi¢u inkapsulaciju blastociste (124,134,225). Naposlijetku, ako dode do oplodnje,
MMP-2 i -9, kao i sva Cetiri TIMP-a posreduju cijepanje i/ili obradu raznih molekula sudjelujuéi u

prepoznavanju i implantaciji blastociste (213,214,222-224,226-228).

1.7.2. RAZDOBLJE TRUDNOCE

Pojednostavljeno glediste na MMP-ove kao enzime odgovorne isklju¢ivo za invazivnost
trofoblasta, a TIMP-ove kao molekule koje decidui omogucavaju obranu od prevelike prodornosti,
osporeno je otkricem niza drugih uloga. Glasni¢ke RNA i proteini MMP-1, -2, -3-, -4 i sva Cetiri
TIMP-a su izraZeni U decidui tijekom citave trudnoce, kao i dijelu posteljice podrijetlom od zametka,

sudjelujuci u implantaciji, placentaciji i porodu (212,229).

1.7.2.1. Nadzor izraZaja

Izrazaj gena MMP i TIMP obitelji na maj¢ino-fetalnom spoju ovisi o brojnim autokrinim i
parakrinim ¢imbenicima koji nadziru njihovo stvaranje, aktivaciju i sekreciju, ukljucujuci citokine,
kemokine, ¢imbenike rasta, hormone i zasi¢enost kisikom (128). Humani korionski gonadotropin,
interleukin -1, inzulinu-slican ¢imbenik rasta 2, kao i fizioloska hipoksija tijekom rane trudnoce drze
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se kljuénim ¢imbenicima razvoja i funkcije posteljice, povecavajuéi stvaranje MMP-ova i

sprjecavajuci stvaranje TIMP-ova, §to dovodi do cijepanja kolagena tipa IV (128,162,230).

1.7.2.2. Decidua

lako se prvotno pretpostavljalo da je decidua pasivna struktura koja sluzi obrani od
prekomjerne invazivnosti trofoblasta, najnovije spoznaje upucuju kako je decidua tkivo koje aktivno
nadzire i ureduje funkciju trofoblasta (225). Naime, osim $to MMP-ovi i TIMP-ovi nadziru doseg
invazije trofoblasta u decidui, oni posreduju preoblikovanje spiralnih arteriola i Sirenje decidualnog
tkiva na Citav endometrij (213,229,231). Iako ih stvaraju razli¢ite stanice, decidualni fibroblasti i uUNK
stanice glavni su izvor MMP-1, -2, -3, -9 te TIMP-1, -2, -3 i -4 mRNA i proteina (229,231). Dodatni
izvor MMP-1, -2, -9, TIMP-1, -2 i -3 su endotelne stanice kapilara i spiralnih arteriola, MMP-2, -9,
TIMP-1 i -2 Zljezdane epitelne stanice, a MMP-9, TIMP-1 i -2 periciti (81,229,231-238). Nadalje,
stvaranjem MMP-2 i -9, endotel, uNK stanice i makrofagi zapoc¢inju preoblikovanje spiralnih arteriola

prije prodora eEVT-a(81,237).

1.7.2.3. Posteljica podrijetlom od zametka

U dijelu posteljice podrijetlom od zametka, kasnije ploda, MMP-ovi i TIMP-ovi odreduju
invazivni fenotip trofoblasta, omogucavajuci prodiranje kroz ISM endometrija te preoblikovanje
spiralnih arteriola i korionskih resica (212). Stanice citotrofoblasta, posebice EVT-a, konstitutivno
stvaraju MMP-1, -2, -3, -9 te TIMP-1, -2, -3 i -4 mRNA i proteine, dok je izrazaj MMP-2, -9 i TIMP-3

prisutan i u eEVT-u (128,212,223,229-238).

1.8. POREMECAJ IZRAZAJA GENA MATRIKS METALOPROTEINAZA |
TKIVNIH INHIBITORA METALOPROTEINAZA U PONAVLJAJUCIM
SPONTANIM POBACAJIMA NEPOZNATE ETIOLOGIJE

Poremecen izrazaj gena MMP i TIMP obitelji pridonosi patogenezi raznih poremecaja

povezanih s promijenjenim preoblikovanjem ISM-a (161,171). Tako su promijenjene razine MMP i
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TIMP mRNA i proteina pronadene u endometriju i trofoblastu u raznim poremecajima povezanim s
potesko¢ama u reprodukciji, ukljucujuéi IPSP (128,239).

Tijekom razdoblja implantacijskog prozora u zena s IPSP-om, u usporedbi s kontrolnom
skupinom, pronadene su nize razine MMP-2 i -9 proteina u ispirku maternice (240,241), a u tkivu
endometrija vise razine MMP-2 mRNA (242) i MMP-9 proteina (243). Opre¢no, u jednom su
istrazivanju pronadene niZe razine MMP-9 proteina u tkivu endometrija zena S IPSP-om (244).
Navedeno mijenja sastav ISM-a endometrija Sto dovodi do poremeéene pre-decidualizacije,
prijemljivosti endometrija i uspostave majcino-fetalnog spoja (242,243). Takoder, poviSene razine
MMP-3 proteina pronadene su u serumu trudnica sa sekundarnim IPSP-om izmedu 6. i 8. tjedna
naredne, uspje$no iznesene trudnoce (245). Nadalje, nize razine MMP-2 mRNA pronadene su u
korionskim resicama spontano pobacenih zametaka parova s IPSP-om u 6. i 8. tjednu trudnoce,
upucujudi na promijenjeni invazivni potencijal trofoblasta i poremecenu angiogenezu (239,246,247).

Tijekom navedenog razdoblja prijemljivosti, u tkivu endometrija Zena s IPSP-om, u usporedbi
s kontrolnom skupinom, prisutne su i znacajno nize razine TIMP-1 proteina (243) i TIMP-3 mRNA
(242), dok je omjer MMP-9 u odnosu na TIMP-1 protein 25 puta veéi (243). Takoder, u ispirku
maternice zena s [IPSP-om utvrdene su nize razine TIMP-1 proteina (241). Naprotiv, povisene razine
TIMP-2 proteina pronadene su u serumu trudnica sa sekundarnim IPSP-om tijekom ¢itavog trajanja
naredne, uspjesno iznesene trudnoce (245), a varijacije broja kopija TIMP-2 gena maj¢inog podrijetla
pronadene su u spontano pobacenih zametaka parova s IPSP-om (121). Sli¢no, u serumu Zena sa SSP-
om, u usporedbi sa zenama Kkoje su imale uspjesan ishod trudnoce, pronadene su poviSene razine
MMP-2 i -9, kao i niZe razine TIMP-1 i -2 proteina (248). Navedene promjene izrazaja gena upucuju
na vaznost to¢no odredenih razina MMP-ova i TIMP-ova u odrZanju trudnoce.

Unato¢ promijenjenim razinama MMP i TIMP mRNA 1 proteina, uzrok poremecenog genskog
izrazaja kao niti posljedi¢ni patogenetski mehanizmi kojima pridonose IPSP-u, zasad nisu poznati.
Jedan od moguc¢ih mehanizama koji pridonose takvoj promijeni izrazaja uklju¢uju polimorfne
varijante gena MMP i TIMP obitelji. Utjecaj varijabilnosti gena MMP obitelji na podloznost za IPSP
ispitana je u samo jednom istrazivanju, za -1562 C/T polimorfizam MMP-9 gena u Indijskoj populaciji
(249), dok povezanost varijabilnosti gena TIMP obitelji i IPSP-a dosad nije istrazivana.
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2. PRETPOSTAVKA | CILJEVI ISTRAZIVANJA

Osnovna pretpostavka ovog istrazivanja je da varijabilnost MMP-1, -2, -3, -9 te TIMP-1, -2, -3
i -4 gena, samostalno ili u kombinaciji, jest ¢cimbenik podloznosti za IPSP u reproduktivnih parova.
Navedena pretpostavka temelji se na dvije prethodno iznesene spoznaje, uklju¢uju¢i dokazane uloge
MMP-1, -2, -3i -9 te TIMP-1, -2, -3 i -4 proteina u (pre)decidualizaciji, implantaciji i placentaciji, kao
i promijenjen izrazaj gena MMP i TIMP obitelji u endometriju Zena s IPSP-om i korionskim resicama
spontano pobacenih zametaka parova s [PSP-om.

Osnovni cilj istrazivanja bio je utvrditi povezanost varijabilnosti gena MMP i TIMP obitelji i

etiologije IPSP-a.

Specifiéni ciljevi istrazivanja su bili:

1. odrediti ucestalost pojedinac¢nih genotipova i alela funkcionalnih polimorfnih varijanti u
promotorskim regijama gena MMP obitelji, zasebno u muskih i Zenskih ispitanika u skupini parova s
IPSP-om, podskupinama primarnih i sekundarnih IPSP-ova te skupini kontrolnih ispitanika:

- MMP-1 (11g22.2): polimorfna varijanta -1607 1G/2G (rs1799750)

- MMP-2 (16q12.2): polimorfna varijanta -735 C/T (rs2285053)

- MMP-2 (16q12.2): polimorfna varijanta -1306 C/T (rs243865)

- MMP-3 (11g22.2): polimorfna varijanta -1612 5A/6A (rs3025058)

- MMP-9 (20q13.12): polimorfna varijanta -1562 C/T (rs3918242),

2. odrediti ucestalost pojedina¢nih genotipova i alela polimorfnih varijanti gena TIMP obitelji,
zasebno u muskih i Zzenskih ispitanika u skupini parova s IPSP-om, podskupinama primarnih i
sekundarnih IPSP-ova te skupini kontrolnih ispitanika:

- TIMP-1 (Xp11.23): polimorfna varijanta -372 C/T u egzonu 5 (rs4898)

- TIMP-2 (17925.3): polimorfna varijanta -303 C/T u egzonu 3 (rs2277698)

- TIMP-3 (22¢12.3): polimorfna varijanta -915 A/G u promotorskoj regiji (rs2234921)

- TIMP-3 (22g12.3): polimorfna varijanta -1296 C/T u promotorskoj regiji (rs5749511)

- TIMP-4 (3p25.2): polimorfna varijanta -3'-UTR C/T u 3' neprevedenoj regiji (rs17035945),
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3. odrediti ucestalost MMP-2 -735 C/T i -1306 C/T, MMP-1 -1607 1G/2G i MMP-3 -1612
5A/6A te TIMP-3 -915 A/G i -1296 C/T haplotipova zasebno u muskih i Zenskih ispitanika u skupini

parova s IPSP-om, podskupinama primarnih i sekundarnih IPSP-ova te skupini kontrolnih ispitanika,

4. usporediti ucestalosti pojedinaénih genotipova, alela i haplotipova navedenih polimorfnih
varijanti gena MMP i TIMP obitelji zasebno u muskih i Zenskih ispitanika izmedu skupine parova s

IPSP-om i skupine kontrolnih ispitanika, kao i podskupinama primarnih i sekundarnih IPSP-ova,

5. odrediti i usporediti ucestalosti kombinacija genotipova navedenih polimorfnih varijanti
gena MMP obitelji, TIMP obitelji, kao i medusobno MMP i TIMP obitelji zasebno u muskih i Zenskih
ispitanika izmedu skupine parova s IPSP-om i skupine kontrolnih ispitanika, kao i podskupinama

primarnih i sekundarnih IPSP-ova,

6. utvrditi utjecaj genotipova i alela navedenih polimorfnih varijanti gena MMP i TIMP

obitelji na podloznost za IPSP prema dominantnim, recesivnim i kodominantnim genetickim

modelima.
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3. ISPITANICI | METODE

Istrazivanje je provedeno kao dio znanstveno-istrazivackog projekta “Genetski ¢imbenici u
etiologiji ucestalih spontanih pobacaja” (br. 062-0000000-3548, voditelj: izv.prof.dr.sc. Sasa Ostojic,
dr.med.). Navedeni projekt prihvacen je i financiran od Ministarstva znanosti, obrazovanja i sporta
Republike Hrvatske od 2008. godine. Istrazivanje je osmisljeno kao istrazivanje parova (engl. case-
control study) i u potpunosti je izradeno u Zavodu za biologiju i medicinsku genetiku, Medicinskog

fakulteta Sveucilista u Rijeci.

3.1. ISPITANICI

U istrazivanje su bile ukljucene dvije skupine ispitanika: parovi s IPSP-om i kontrolni
ispitanici. Svi ispitanici su prikupljeni i obradeni u Klini¢nom institutu za medicinsko genetiko,
Univerzitetnog klini¢nog centera u Ljubljani (Ljubljana, Slovenija) izmedu 2004. 1 2012. godine.

Skupinu parova s IPSP-om ¢inilo je 149 Zena i njihovih 149 reproduktivnih partnera sa tri ili
viSe uzastopnih spontanih pobacaja nepoznate etiologije prije 22. tjedna trudnoce. Za prikupljanje
epidemioloskih i klini¢kih podataka parova koristen je ,,Human Miscarriage Genetic Network"
(,,HuMGeN*) upitnik. Detaljnom klinickom obradom u tih su Zena isklju¢eni poznati uzroci PSP-a,
ukljucuju¢i endokrine, autoimune i druge sustavne poremecaje, venske tromboze kao i anomalije
maternice. Kariotip na razini razlucivosti od 500 pruga bio je uredan u oba partnera. Ispitanici skupine
parova s IPSP-om nisu u srodstvu.

Kontrolnu skupinu sacinjavalo je 149 zdravih Zena i 149 zdravih muskaraca koji imaju barem
dva zivorodena djeteta, bez spontanih pobacaja i ostalih komplikacija u trudno¢i. Ispitanici kontrolne

skupine podjednakih su godina kao i skupina ispitanika s IPSP-om i nisu u srodstvu.
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3.2. METODE

3.2.1. IZOLACIJA GENOMSKE DNA MOLEKULE

Za istrazivanje SU koriSteni isklju¢ivo uzorci genomske DNA molekule koji su dio
medunarodne ,,HuMGeN“ banke DNA uzoraka sa sjediStem u Klini¢nom institutu za medicinsko
genetiko, Univerzitetnog klini¢nog centera u Ljubljani (Ljubljana, Slovenija), a koji su pohranjeni na
-20 °C u DNA banci u Zavodu za biologiju i medicinsku genetiku, Medicinskog fakulteta Sveucilista
u Rijeci. Genomska DNA molekula svih ispitanika izolirana je u razdoblju izmedu 2004. i 2012.
godine u Klinicnom institutu za medicinsko genetiko, Univerzitetnog klini¢nog centera u Ljubljani
(Ljubljana, Slovenija) iz leukocita periferne krvi pomoc¢u kitova, prema postupniku $to ga navodi
proizvoda¢ (Qiagen FlexiGene DNA kit, Qiagen GmbH, Hilden, Njemacka). Svim ispitanicima je
venepunkcijom izvadeno tri do pet mililitara periferne krvi u epruvetu s EDTA antikoagulansom, koje
su bile pohranjene na -20 °C do izolacije DNA molekule. Koncentracija i ¢isto¢a izolirane genomske
DNA molekule odredena je spektrofotometrom prema postupniku S§to ga navodi proizvodac

(Nanodrop 2000, Thermo Fisher Scientific, Wilmington, DE, Sjedinjene Americke Drzave).

3.2.2. ANALIZA GENETICKE VARIJABILNOSTI GENA MATRIKS

METALOPROTEINAZA | TKIVNIH INHIBITORA METALOPROTEINAZA

Za genotipizaciju MMP-1 -1607 1G/2G, MMP-2 -735 C/T, MMP-2 -1306 C/T, MMP-3 -1612
5A/6A, MMP-9 -1562 C/T, kao i TIMP-1 -372 C/T, TIMP-2 -303 C/T, TIMP-3 -915 A/G, TIMP-3 -
1296 C/T, TIMP-4 -3-UTR C/T polimorfnih varijanti koristena je kombinacija metoda lancane
reakcije polimerazom (engl. polymerase chain reaction; PCR) i polimorfizma duljine restrikcijskih
fragmenata (engl. restriction fragment length polymorphism; RFLP). Slijedovi nukleotida specifi¢nih
pocetnica, uvjeti PCR reakcija te vrste restrikcijskih enzima preuzeti su iz postupnika prethodno

opisanih u literaturi, koji su, po potrebi, bili preinaceni (206,209,250-254).

3.2.2.1. Lanc¢ana reakcija polimeraze
Slijedovi nukleotida specifi¢nih pocetnica, kao i veli¢ine umnozenih ciljnih odsjecaka gena
MMP i TIMP obitelji (PCR produkt) prikazani su u tablicama 6 i 7, sadrzaj PCR reakcijske smjese u
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tablici 8, a uvjeti PCR reakcija u tablicama 9 i 10. UmnaZanje ciljnih odsjeCaka DNA molekule
provedeno je u ukupnom volumenu od 10 pl u uredajima za PCR (engl. thermocycler) (Mastercycle
personal, Eppendorf, Hamburg, Njemacka i 2720 Thermal Cycler, Applied Biosystems, Carlshad, CA,
Sjedinjene Americke Drzave). Za provjeru moguce kontaminacije PCR reakcijske smjese koristene su

negativne kontrole, odnosno uzroci u kojima nije bilo DNA molekule.

3.2.2.2. Polimorfizam duljine restrikcijskih fragmenata

Nakon PCR reakcije, dobiveni PCR produkti su bili podvrgnuti cijepanju odgovaraju¢im
restrikcijskim endonukleazama uz pripadajuce pufere prema uputama $to ih navodi proizvodaé¢ (New
England Biolabs, Ipswich, MA, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave). Vrste restrikcijskih enzima i veli¢ine
dobivenih restrikcijskih fragmenata potrebnih za analizu polimorfnih varijanti gena MMP i TIMP
obitelji prikazani su u tablicama 11 i 12. U svim RFLP analizama Koristeno je 0,2 pl restrikcijskog
enzima i 2 pl pripadajuceg pufera, osim u slu¢aju analize MMP-3 -1612 5A/6A polimorfne varijante, u
kojoj je koristeno 0,3 ul Xmnl enzima i 1,5 pl pripadajuceg pufera. Reakcijske smjese inkubirane su u
trajanju od 18 do 22 sata (preko noc¢i) u vodenoj kupelji na temperaturi od 37 °C, uz iznimku RFLP
analize za TIMP-2 -303 C/T polimorfnu varijantu, za koju je reakcijska smjesa inkubirana u vodenoj

kupelji na temperaturi od 65 °C u trajanju od Cetiri sata.

3.2.2.3. Elektroforeza na agaroznom gelu

Uvjeti elektroforeze na agaroznom gelu bili su isti za sve polimorfne varijante gena MMP i
TIMP obitelji. Naime, dobiveni PCR produkti i restrikcijski fragmenti, uz negativne kontrole, bili su
odvojeni tehnikom elektroforeze na 1 %, odnosno 3 % agaroznim gelovima obojanim pomocu 2,5 pl
etidij bromida ili GelRed™-a (Olerup SSP®, Saltsjobaden, Svedska), u trajanju od 45 minuta na 80
volti. Rezultati su bili predoGeni pod ultraljubicastim svjetlom na uredaju za vizualizaciju gelova
(engl. transilluminator). Utvrdivanje veli¢ine PCR produkata, kao i prisutnosti pojedinih polimorfnih
varijanti temeljilo se na odredivanju oéekivane veli¢ine umnozenih, odnosno restrikcijskih fragmenata

uz pomo¢ standardnih odsjecaka DNA molekule veli¢ine od 100 pb.
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Tablica 6. Slijedovi nukleotida specifi¢nih pocetnica i veli¢ine PCR produkata koristenih za analizu polimorfnih varijanti gena MMP obitelji

Gen Polimorfna varijanta Po¢etnice PCR produkt (pb) Referenca

F: 5-TGACTTTTAAAACATAGTCTATGTTCA-3'
MMP-1  -1607 1G/2G 269 250
R: 5-TCTTGGATTGATTTGAGATAAGTCATAGC-3*

F: 5-ATAGGGTAAACCTCCCCACATT-3'
-735CIT 300
R: 5-GGTAAAATGAGGCTGAGACCTG-3'
MMP-2 251
F:5-CTTCCTAGGCTGGTCCTTACTGA-3'
-1306 C/T 188
R: 5-CTGAGACCTGAAGAGCTAAAGAGCT-3'

F: 5-GATTACAGACATGGGTCACA-3'
MMP-3  -1612 5A/6A 120 252
R: 5-TTTCAATCAGGACAAGACGAAGTTT-3'

F: 5-GCCTGGCACATAGTAGGCCC-3'
MMP-9  -1562 C/T 435 253
R: 5-CTTCCTAGCCAGCCGGCATC-3'

F - engl. forward primer; R - engl. reverse primer; pb — parova baza
®Na mjestu drugog nukleotida blizu 3' kraja uvedena je tockasta mutacija zamjenom timina u gvanin ¢ime je stvoreno mjesto cijepanja za restrikcijski enzim Alul
(slijed nukleotida AGCT) u slucaju prisutnosti 1G alela (255)

49



Tablica 7. Slijedovi nukleotida specifi¢nih pocetnica i veli¢ine PCR produkata koristenih za analizu polimorfnih varijanti gena TIMP obitelji

Gen Polimorfna varijanta Po¢etnice

F: 5'- GCACATCACTACCTGCAGTC-3'

R: 5'- GAAACAAGCCCACGATTTAG-3'

F: 5-CCAGGAAATTGGCAGGTAGT-3'

R: 5-GAATTCACCAACTGTGTGGC-3'

F: 5'- CACAGAAAATCACCCTGTGC-3'

R: 5'- ATAGAAGACCTGTTTTCTGGGCTC-3*
F: 5'- CAAAGCAGAATCAAGATGTCAAT-3
R: 5- CTGGGTTAAGCAACACAAAGC-3"°
F:5- ATGATGCTGTCAAACCACCT -3

R: 5'- CTCCCAAACCCCCATTAGTCT -3'

TIMP-1  -372CIT

TIMP-2  -303C/T

-915 AIG

TIMP-3

-1296 C/T

TIMP-4  -3-UTRC/T

F - engl. forward primer; R - engl. reverse primer; pb — parova baza

#pocetnice za sparivanje krivih baza (engl. mismatch primers) koje dovode do stvaranja restrikcijskog mjesta za NlalV enzim
preinacene pocetnice koje dovode do gubitka restrikcijskog mjesta za Alul enzim
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175

365

141

488

222

Referenca

251

209

206

209



Tablica 8. Sadrzaj PCR reakcijskih smjesa koristenih za analizu polimorfnih varijanti gena MMP i TIMP obitelji

MMP-1 MMP-2  MMP-2 MMP-3 MMP-9 N
-1607 1G/2G -735C/T -1306 C/T -1612 5A/6A -1562 C/T
Sadrzaj PCR reakcijske smjese Konacna koncentracija
10x PCR pufer 1x 1x 1x 1x 1x 1x
50mM MgClI 1,5mM 2mM 1,5mM 1,5mM 1,5mM 2mM
2mM dNTP 0,06 mM 0,06 mM 0,04 mM 0,04 mM 0,04mM | 0,06 mM
Uzvodna® pocetnica 0,2 uM 02uM 0,1 uM 0,1 uM 0,1 uM 0,2 uM
Nizvodna® pocetnica 0,2 uM 02uM 0,1 uM 0,1 uM 0,1 uM 0,2 uM
Taq polimeraza 0,05U 0,05U 0,05U 0,05U 0,05U 0,05U

Bidestilirana voda

mM — milimol; pM- mikromol; U (jedinica; engl. unit)
%engl. forward primer; "engl. reverse primer
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Tablica 9. Uvjeti PCR reakcija koristenih za analizu polimorfnih varijanti gena MMP obitelji

Korak PCR reakcije

1
2
3.
4

Pocetna denaturacija
Denaturacija

Sparivanje pocetnica
Produljivanje lanaca

Broj ponavljanja koraka 2-4

Zavrsno produljivanje lanaca

MMP-1
-1607 1G/2G

94/2 min
94/30 s
58/30s
72/30s
40

72/5 min

MMP-2 MMP-2 MMP-3 MMP-9
-7135C/T  -1306 C/T -1612 5A/6A -1562 C/T
Temperatura (°C) / Vrijeme trajanja

95/10 min  95/5 min 95/2 min 94/10 min

95/45s 95/30s 95/30s 94/30s
68/45s 60/30s 53/30s 59/30s
72/45s 72/30s 72/30s 72/30s

35 35 35 35

72/7 min  72/10 min  70/2 min 72/10 min

Tablica 10. Uvjeti PCR reakcija koristenih za analizu polimorfnih varijanti gena TIMP obitelji

Korak PCR reakcije
1. Pocetna denaturacija
2. Denaturacija
3. Sparivanje pocetnica
4. Produljivanje lanaca
Broj ponavljanja koraka 2-4

5. Zavrsno produljivanje lanaca

TIMP-1
-372CIT

94/10 min
94/45s
63/45s
72/45s

35

72/10 min
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TIMP-2  TIMP-3  TIMP-3 TIMP-4
-303C/T -915 A/IG  -1296 C/T -3>-UTR C/T
Temperatura (°C) / Vrijeme trajanja

94/10 min  94/10 min  95/10 min  94/10 min
94/45s 94/45s 95/30s 94/45s
62/45s 60/45s 58/30s 60/45s
72/45s 72/45s 72/30s 72/45s

35 35 35 35

72/10 min  72/10 min  72/8 min ~ 72/10 min



Tablica 11. Vrste restrikcijskih enzima i veli¢ine restrikcijskih fragmenata koristenih za analizu polimorfnih varijanti gena MMP obitelji

Gen Polimorfna varijanta Restrikcijski enzim Restrikcijski fragmenti (pb) Referenca
2G alel: 269
MMP-1 -1607 1G/2G Alul ) 250
1G alel: 2411 28
C alel: 300
-735CIT Hinfl
T alel: 254 i 46
MMP-2 251
C alel: 188
-1306 C/T Bfal )
T alel: 162 i 26
6A alel: 120
MMP-3 -1612 5A/6A Xmnl ) 252
5Aalel: 971 23
C alel: 435
MMP-9 -1562 C/T Sphl ) 253
T alel: 2471188

pb — parova baza
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Tablica 12. Vrste restrikcijskih enzima i veli¢ine restrikcijskih fragmenata koristenih za analizu polimorfnih varijanti gena TIMP obitelji

Gen Polimorfna varijanta Restrikcijski enzim Restrikcijski fragmenti (pb) Referenca
T alel: 175
TIMP-1 -372CIT BssSl ) 254
Calel: 152 23
C alel: 365
TIMP-2 -303C/T Bsrl 209
T alel: 2321 133
A alel: 141
-915 A/IG NlalV
Galel: 120 21
TIMP-3 206
C alel: 204, 160, 69 i 55
-1296 C/T Alul )
T alel: 204, 128, 69, 55 i 32
T alel: 222
TIMP-4 -3-UTRC/T HpyCH4llI _ 209
Calel: 1941 28

pb — parova baza
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3.2.3. ETICKI ASPEKTI ISTRAZIVANJA

U skladu s Niirnberskim kodeksom i najnovijom revizijom Helsinske deklaracije, u ovom
istrazivanju postivali su se temeljni eticki i bioeti¢ki principi, ukljucuju¢i osobni integritet -
autonomnost, pravednost, dobrocinstvo i neskodljivost.

U istrazivanju su koriSteni isklju¢ivo DNA uzorci koji su prikupljeni izmedu 2004. i 2012.
godine u sklopu medunarodne ,,HuMGeN* baze sa sjedisStem u Klinicnom institutu za medicinsko
genetiko, Univerzitetnog klini¢nog centera u Ljubljani (Ljubljana, Slovenija). Svi medicinski podaci i
humani materijal prikupljeni su uz odobrenje Drzavne komisije za biomedicinsku etiku Republike
Slovenije u skladu s eti¢kim i bioetiCkim principima, pri ¢emu je svaki ispitanik bio upoznat sa
svrhom i metodologijom istrazivanja, a pristanak za sudjelovanje u istraZivanju potvrden je davanjem
pismene informirane suglasnosti ispitanika.

Istrazivanje je odobrilo Povjerenstvno za eticka pitanja Medicinskog fakulteta Sveucilista u
Rijeci 2007. godine prilikom prijave projekta “Genetski ¢imbenici u etiologiji uéestalih spontanih
pobacéaja” (br. 062-0000000-3548, voditelj: izv.prof.dr.sc. SaSa Ostoji¢, dr.med.). Takoder, u
istrazivanju je osigurana privatnost, odnosno medicinska tajna ispitanika, kao i zaStita tajnosti

podataka.

3.3. STATISTICKA OBRADA PODATAKA

Za statisticku obradu podataka koristeni su racunalni programi Statistica for Windows, inacica
10 (StatSoft, Inc., Tulsa, OK, Sjedinjene Ameri¢ke DrZzave) i MedCalc for Windows, inacica 12.4.0
(MedCalc Software, Mariakerke, Belgija). Za izraun snage testa (engl. power analysis) i Hardy-
Weinbergove ravnoteze koristene su slobodno dostupne mrezne aplikacije Statistical Power Calculator
(DSS Research, Fort Worth, TX, Sjedinjene Ameri¢ke Drzave) (256), odnosho Simple Hardy-
Weinberg Calculator - Court Lab (Washington State University College of Veterinary Medicine,
Pullman, WA, Sjedinjene Americke Drzave) (257). Analiza haplotipova provedena je uz pomoc¢
raCunalnog programa SNP Analyzer Pro, inaCica 1.8 (ISTECH Inc., Goyang, Gyeonggi-do, Juzna

Korea). Epidemioloske znacajke parova s IPSP-om prikazane su deskriptivnom statistikom.
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3.3.1. ANALIZA GENOTIPOVA | ALELA

Razlike u ucestalosti genotipova i alela pojedinac¢nih i kombinacija navedenih polimorfnih
varijanti gena MMP i TIMP obitelji izmedu ispitanika skupine parova s IPSP-om i kontrolne skupine
te primarnih i sekundarnih IPSP-ova, kao i moguc¢a odstupanja od Hardy-Weinbergove ravnoteze
utvrdene su X’-testom. Nadalje, za procjenu ucinka pojedinaénih i kombiniranih MMP i TIMP
genotipova i alela na podloznost za IPSP prema razli¢itim geneti¢kim modelima izraunati Su omjeri
izgleda (engl. odds ratio; OR) i 95 %-tni intervali pouzdanosti (engl. confidence intervals; ClI).

Statisticka znaéajnost je utvrdena na razini P-vrijednosti manjoj od 0,05.

3.3.2. ANALIZA HAPLOTIPOVA

Analiza haplotipova je provedena za polimorfne varijante koje su smjeStene na istom
kromosomu, odnosno za MMP-1 -1607 1G/2G i MMP-3 -1612 5A/6A, MMP-2 -735 C/T i -1306 C/T,
kao i TIMP-3 -915 A/G i -1296 C/T polimorfne varijante (tablica 3), postupkom maksimizacije
o¢ekivanja (engl. expectation maximization algorithm). Navedeni postupak stvara procjene na razini
populacije na osnovi najvece vjerojatnosti za odredeni haplotip, a koju odreduje na temelju podataka
iz uzorka (258).

Razlike u ucestalosti haplotipova MMP-1 -1607 1G/2G i MMP-3 -1612 5A/6A, MMP-2 -735
C/T i -1306 C/T, kao i TIMP-3 -915 A/G i -1296 C/T polimorfnih varijanti izmedu ispitanika skupine
parova s IPSP-om i kontrolne skupine te primarnih i sekundarnih IPSP-ova utvrdene su X*-testom. Za
procjenu ucinka navedenih haplotipova na podloZznost za IPSP izraunati su omjeri izgleda i 95 %-tni
intervali pouzdanosti, tako $to je jedan haplotip usporeden sa zbrojem svih ostalih haplotipova.
Statisti¢ka znacajnost je utvrdena na razini P-vrijednosti manjoj od 0,05.

Kako bi se smanjile lazno pozitivne povezanosti s podlozno§¢u za IPSP, haplotipovi
ucestalosti manje od 1 % nisu prikazani, dok su oni s ucestalos¢u manjom od 5 % prikazani, ali nisu

bili ukljuceni u izracun razlika ucestalosti haplotipova, kao niti omjera izgleda.

56



4. REZULTATI

U istrazivanju su analizirane MMP-1 -1607 1G/2G, MMP-2 -735 C/T, MMP-2 -1306 C/T,
MMP-3 -1612 5A/6A, MMP-9 -1562 C/T, kao i TIMP-1 -372 C/T, TIMP-2 -303 C/T, TIMP-3 -915
AlG, TIMP-3 -1296 C/T i TIMP-4 -3'-UTR C/T polimorfne varijante na uzorcima genomske DNA
molekule od ukupno 149 Zena s IPSP-om i njihovih 149 reproduktivnih partnera, kao i 149 zdravih
zena i 149 zdravih musSkaraca koji imaju barem dva Zivorodena djeteta, bez spontanih pobacaja i
ostalih komplikacija u trudno¢i.

Koncentracija DNA je iznosila 350-800 ng/ul, a Cistoca Azgpzg0 = 1,8-2 1 Ageorazo > 1. Odabrane
epidemioloske znacajke povezane s fenomenom spontanih gubitaka trudno¢e u parova s IPSP-om
prikazane su u tablici 13. Podaci o razdoblju spontanih pobacaja bili su dostupni za 100 parova.

Ukupno 98 parova je imalo primarni IPSP, a 51 sekundarni IPSP.

Tablica 13. Odabrane epidemioloske zna¢ajke spontanih gubitaka trudnocée u reproduktivnih parova s
IPSP-om

Parovi s IPSP-om

Broj spontanih pobacaja [N (%)]

3 138 (92,6)
4 6 (4,0)
5 4(2,7)
10 1(0,7)

Razdoblje spontanih pobaéaja [N (%)]
<12. tjedan 282 (91,8)
13.-22. tjedan 25 (8,1)

Broj Zivorodene djece [N (%)]

0 98 (65,8)
1 37 (24.,8)
2 11(7,4)
3 2 (1,3)

4 1(0,7)
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4.1, ANALIZA POLIMORFNIH VARIJANTI GENA MATRIKS

METALOPROTEINAZA

Analiza ucestalosti i utjecaja genotipova, alela i haplotipova istrazivanih polimorfnih varijanti
gena MMP obitelji provedena je i prikazana zasebno u muskih i zenskih ispitanika u skupini parova s

IPSP-om i skupini kontrolnih ispitanika te podskupinama primarnih i sekundarnih IPSP-ova.

4.1.1. ISPITANICI SKUPINE PAROVA S IPSP-OM | KONTROLNE SKUPINE

4.1.1.1. Snaga testa

Istrazivanje je imalo snagu od 80 % za otkrivanje 1,6 puta ve¢e promjene ucestalosti MMP-1 -
1607 1G alela, 1,7 puta veée promjene ucestalosti MMP-2 -735 T alela, 1,8 puta vece promjene
ucestalosti MMP-2 -1306 T alela, 1,3 puta veée promjene ucestalosti MMP-3 -1612 6A alela, kao i 1,7

puta vece promjene ucestalosti MMP-9 -1562 T alela.

4.1.1.2. Hardy-Weinbergova ravnoteza
Raspodijele uéestalosti genotipova svih istrazivanih polimorfnih varijanti gena MMP obitelji
podudarale su se s ocfekivanim vrijednostima prema Hardy-Weinbergovoj jednadzbi u muskih i

Zenskih ispitanika u skupini parova s IPSP-om i skupini kontrolnih ispitanika (tablica 14).

Tablica 14. Hardy-Weinbergova ravnoteza za polimorfne varijante gena MMP obitelji u ispitanika
skupine parova s IPSP-om i kontrolne skupine

Zene Muskareci

IPSP Kontrole IPSP Kontrole

Gen Polimorfna varijanta  X° P X P X? P X? P
MMP-1 -1607 1G/2G 3,12 0,077 1,92 0,165 3,45 0,063 2,20 0,138
MMP-2 -735CIT 3,53 0,060 0,01 0,909 1,08 0,299 0,04 0,833
-1306 C/T 0,00 0970 1,76 0,185 0,29 0,590 0,15 0,700
MMP-3 -1612 5A/6A 0554 0464 064 0423|156 0,211 1,14 0,286
MMP-9 -1562 C/T 148 0,224 351 0,061 141 0,235 3,26 0,071
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4.1.1.3. Analiza pojedinac¢nih genotipova i alela

Ucestalost genotipova i alela MMP-1 -1607 1G/2G polimorfne varijante u ispitanika skupine
parova s IPSP-om i kontrolne skupine prikazane su u tablici 15, a njihov utjecaj na podloznost za IPSP
prema geneti¢kim modelima u tablici 16. Nije pronadena statisticki zna¢ajna razlika u ucestalosti
genotipova i alela navedene polimorfne varijante izmedu Zena, kao niti muskaraca skupine parova s
IPSP-om i kontrolne skupine. Takoder, nije utvrden statisticki znacajan utjecaj genotipova i alela na

podloznost za IPSP u Zena i muskaraca niti prema jednom genetickom modelu.

Tablica 15. Ucestalost genotipova i alela MMP-1 -1607 1G/2G polimorfne varijante u ispitanika
skupine parova s IPSP-om i kontrolne skupine

Zene Muskarci

MMP-1 IPSP Kontrole ) IPSP Kontrole )

X P
-1607 N (%) N (%) N (%) N (%)
Genotip
2G/2G 97 (65,1) 97 (65,1) 87 (58,4) 84 (56,4)
1G/2G 42 (28,2) 43(28,9) 0,06 0,968 48(32,2) 51(34,2) 0,14 0,931
1G/1G 10 (6,7) 9 (6,0) 14 (9,4) 14 (9,4)
Alel
2G 236 (79,2) 237 (79,5) 222 (74,5) 219 (73,5)

0,01 0,920 0,08 0,780
1G 62 (20,8) 61 (20,5) 76 (25,5) 79 (26,5)

Tablica 16. Utjecaj genotipova i alela MMP-1 -1607 1G/2G polimorfne varijante na podloznost za

IPSP
Zene Muskareci

IPSP vs. kontrole IPSP vs. kontrole

MMP-1 -1607 geneti¢ki model OR (95 % ClI) P OR (95 % ClI) P
Dominantni 1G1G + 1G2G vs. 2G2G 1,00 (0,62-1,61) 1,000 0,92 (0,58-1,46) 0,725
Recesivni 1G1G vs. 1G2G + 2G2G 1,12 (0,44-2,84) 0,813 1,00 (0,46-2,18) 1,000
1G1G vs. 2G2G 1,11 (0,43-2,85) 0,828 | 0,96 (0,43-2,15) 0,931
Kodominantni 1G1G vs. 1G2G 1,14 (0,42-3,08) 0,800 ' 1,06 (0,46-2,46) 0,888
2G2G vs. 1G2G 1,02 (0,61-1,70) 0,928 | 1,10 (0,67-1,80) 0,705
Aleli 1G vs. 2G 1,02 (0,69-1,52) 0,919 | 0,95 (0,66-1,37) 0,779
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Ucestalost genotipova i alela MMP-2 -735 C/T polimorfne varijante u ispitanika skupine
parova s IPSP-om i kontrolne skupine prikazane su u tablici 17, a utjecaj na podloznost za IPSP prema
genetickim modelima u tablici 18. Nije utvrdena statisticki znacajna razlika u ucestalosti genotipova i
alela izmedu muskaraca skupine parova s IPSP-om i kontrolne skupine, kao niti utjecaj na podloznost
za IPSP. Medutim, u Zena s IPSP-om, u usporedbi s kontrolnom skupinom, pronadena je statisti¢ki
znacajn0 veca ucestalost CT genotipa (P=0,006) i T alela (P=0,004). Nadalje, prema dominantnom
genetickom modelu, zene koje imaju CT i TT genotipove imaju 2,15 puta veci izgled za IPSP u

usporedbi sa Zenama koje imaju CC genotip (95 % CI=1,34-3,45; P=0,001).

Tablica 17. U¢&estalost genotipova i alela MMP-2 -735 C/T polimorfne varijante u ispitanika skupine
parova s IPSP-om i kontrolne skupine

Zene Muskarci

MMP-2 |PSP Kontrole ) IPSP Kontrole

X P 2
-735 N (%) N (%) N (%) N (%)
Genotip
CC 76 (51,0) 103 (69,1) 93(62,4) 102 (68,5)
CT 67 (45,0) 42(28,2) 10,21 0,006 52(34,9 43(28,8) 1,27 0,530
TT 6 (4,0 4(2,7) 4(2,7) 4(2,7)
Alel
C 219 (73,5) 248 (83,2) 238 (79,9) 247 (82,9)

, 0,004 0,90 0,343
T 79 (26,5) 50 (16,8) 60 (20,1) 51(17,1)

Tablica 18. Utjecaj genotipova i alela MMP-2 -735 C/T polimorfne varijante na podloznost za IPSP

Zene Muskarci
IPSP vs. kontrole IPSP vs. kontrole
MMP-2 -735 geneti¢ki model OR (95 % CI) P OR (95 % ClI) P
Dominantni CT+TTvs.CC 2,15(1,34-3,45) 0,001 1,32(0,81-2,11) 0,273

Recesivni TTvs.CC+CT 152 (0,42-550) 0,523 1,00 (0,24-4,07) 1,000
TT vs. CC 2,03 (0,55-7,45) 0,284 1,10 (0,27-4,51) 0,898
Kodominantni  TT vs. CT 0,94 (0,25-3,53) 0,928 0,83 (0,19-3,50) 0,797
CTvs. CC 2,16 (1,33-3,52) 0,002 0,75 (0,46-1,23) 0,261
Aleli Tvs. C 1,79 (1,20-2,66) 0,004 1,22 (0,81-1,85) 0,344
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Ucestalost genotipova i alela MMP-2 -1306 C/T polimorfne varijante u ispitanika skupine
parova s IPSP-om i kontrolne skupine prikazane su u tablici 19, a njihov utjecaj na podloznost za IPSP
prema geneti¢kim modelima u tablici 20. Izmedu muskaraca skupine parova s IPSP-om i kontrolne
skupine nije utvrdena statisticki znacajna razlika u ucestalosti genotipova i alela, kao niti utjecaj na
podloznost za IPSP prema genetickim modelima. Naprotiv, u zena s IPSP-om, u usporedbi s
kontrolnom skupinom, pronadena je statisti¢ki znacajno veca ucestalost CC genotipa (P=0,037) i C
alela (P=0,019). Takoder, prema recesivnom genetickom modelu, Zene koje imaju CC genotip imaju
2,08 puta veci izgled za IPSP u usporedbi sa Zenama koje imaju CT i TT genotipove (95 % Cl=1,17-
3,69; P=0,012).

Tablica 19. Ucestalost genotipova i alela MMP-2 -1306 C/T polimorfne varijante u ispitanika skupine
parova s IPSP-om i kontrolne skupine

Zene Muskarci
MMP-2 IPSP Kontrole X2 5 IPSP Kontrole ) 5
-1306 N (%) N (%) N (%) N (%)
Genotip
cc 126 (84,5) 108 (72,5) 119 (79,9) 108 (72.5)
CT 22(14,8) 40(26,8) 6,61 0,037 29(19,4) 37(24,8) 3,30 0,192
TT 1(0,7) 1(0,7) 1(0,7) 4(2,7)
Alel
C 274 (92,0) 256 (85,9) 267 (89,6) 253 (84,9)
T 24 (8,0) 42 (14,1) >52 0,019 31(10,4) 45 (15,1) 29 0.08

Tablica 20. Utjecaj genotipova i alela MMP-2 -1306 C/T polimorfne varijante na podloznost za IPSP

Zene Muskarci
IPSP vs. kontrole IPSP vs. kontrole
MMP-2 -1306 geneti¢ki model OR (95 % CI) P OR (95 % ClI) P
Dominantni CC+CTvs. TT 1,00 (0,06-16,14) 1,000 | 4,08 (0,45-36,97) 0,211

Recesivni CCvs.CT+TT 2,08(1,17-3,69) 0,012 1,51(0,88-2,58) 0,137
CCvs. TT 1,17 (0,08-18,88) 0,914 4,41 (0,48-40,05) 0,188
Kodominantni CCvs. CT 2,12 (1,19-3,79) 0,011 1,40(0,81-2,44) 0,227
TTvs. CT 1,82 (0,11-30,51) 0,678 0,32 (0,03-3,01) 0,319
Aleli Cvs. T 1,87 (1,10-3,19) 0,020 1,53 (0,94-2,50) 0,087
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Ucestalost genotipova i alela MMP-3 -1612 5A/6A polimorfne varijante u ispitanika skupine
parova s IPSP-om i kontrolne skupine prikazane su u tablici 21, a njihov utjecaj na podloznost za IPSP
prema genetickim modelima u tablici 22. Ucestalost genotipova i alela nisu se statisticki znacajno
razlikovale izmedu Zena, kao niti muskaraca skupine parova s IPSP-om i kontrolne skupine. Nadalje,
nije utvrden statisticki znacajan utjecaj genotipova i alela na podloznost za IPSP niti prema jednom

genetickom modelu.

Tablica 21. Ucestalost genotipova i alela MMP-3 -1612 5A/6A polimorfne varijante u ispitanika
skupine parova s IPSP-om i kontrolne skupine

Zene Muskarci

MMP-3 IPSP Kontrole ) IPSP Kontrole )

X P X P
-1612 N (%) N (%) N (%) N (%)
Genotip
5A5A 41 (27,5) 47 (31,6) 50(33,6) 35(23,5)
5A6A 70 (47,00 69 (46,3) 0,77 0,681 66 (44,3) 81(54,4) 4,18 0,124
6A6A 38(25,5 33(22,1) 33(22,1) 33(22,1)
Alel
5A 152 (51,0) 163 (54,7) 166 (55,7) 151 (50,7)

0,81 0,367 152 0,218
6A 146 (49,0) 135 (45,3) 132 (44,3) 147 (49,3)

Tablica 22. Utjecaj genotipova i alela MMP-3 -1612 5A/6A polimorfne varijante na podloZnost za

IPSP
Zene Muskarci

IPSP vs. kontrole IPSP vs. kontrole

MMP-3 -1612 geneti¢ki model OR (95 % CI) P OR (95 % CI) P
Dominantni 5A/5A + 5A/6A vs. 6A/6A 0,83 (0,49-1,42) 0,497 1,00 (0,58-1,73) 1,000
Recesivni 5A5A vs. 5A/6A + 6A/6A 0,82 (0,50-1,35) 0,446 1,64 (0,99-2,74) 0,055
5A5A vs. 6A6A 0,76 (0,40-1,42) 0,385 1,43(0,75-2,73) 0,280
Kodominantni  5A5A vs. 5A6A 0,86 (0,50-1,47) 0,580 1,75 (1,02-3,01) 0,042
6A6A vs. 5A6A 1,13 (0,64-2,01) 0,665 1,23 (0,69-2,20) 0,490
Aleli 5A vs. 6A 0,86 (0,62-1,19) 0,367 1,22(0,89-1,69) 0,218
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Ucestalost genotipova i alela MMP-9 -1562 C/T polimorfne varijante u ispitanika skupine
parova s IPSP-om i kontrolne skupine prikazane su u tablici 23, a njihov utjecaj na podloznost za IPSP
prema genetickim modelima u tablici 24. Nije pronadena statisticki znacajna razlika u ucestalosti
genotipova i alela izmedu muskaraca skupine parova s IPSP-om i kontrolne skupine, kao niti utjecaj
na podloznost za IPSP prema geneti¢kim modelima. Medutim, u Zena s IPSP-om, u usporedbi s
kontrolnom skupinom, utvrdena je statisticki znacajno veca ucestalost CC genotipa (P=0,010) i C alela
(P=0,005). Takoder, prema recesivnom genetickom modelu, zene koje imaju CC genotip imaju 2,21
puta veci izgled za IPSP u usporedbi sa zenama koje imaju CT i TT genotipove (95 % CI=1,30-3,80;
P=0,004).

Tablica 23. Ucestalost genotipova i alela MMP-9 -1562 C/T polimorfne varijante u ispitanika skupine
parova s IPSP-om i kontrolne skupine

Zene Muskarci
MMP-9 IPSP Kontrole X S IPSP Kontrole ) S
-1562 N (%) N (%) N (%) N (%)
Genotip
cc 122 (81,9) 100 (67,1) 110 (73,8) 101 (67,8)
CT 27(18,1) 48(32,2) 9,06 0,010 38(255) 47(315) 1,34 0512
TT 0 (0) 1(0,7) 1(0,7) 1(0,7)
Alel
C 271 (90,9) 248 (83,2) 258 (86,6) 249 (83,6)
T 27(9,1) 50 (16,8) 7.890.005 40 (13,4) 49 (16,4) Lo7 0301

Tablica 24. Utjecaj genotipova i alela MMP-9 -1562 C/T polimorfne varijante na podloznost za IPSP

Zene Muskarci
IPSP vs. kontrole IPSP vs. kontrole
MMP-9 -1562 geneti¢ki model OR (95 % CI) P OR (95 % ClI) P
Dominantni CC+CTvs. TT 3,02(0,12-74,74) 0,500 | 1,00 (0,06-16,14) 1,000

Recesivni CCvs.CT+TT 2,21(1,30-3,80) 0,004 | 1,34(0,81-2,21) 0,252
CCvs. TT 3,66 (0,15-90,75) 0,429 1,09 (0,07-17,64) 0,952
Kodominantni CCvs. CT 2,17 (1,26-3,72) 0,005 | 1,35(0,81-2,23) 0,249
TTvs.CT 0,59 (0,02-14,93) 0,748 ' 1,24 (0,07-20,43) 0,882
Aleli Cvs. T 2,02 (1,23-3,33) 0,006 1,27 (0,81-2,00) 0,302
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4.1.1.4. Analiza kombinacija genotipova

Izmedu Zena skupine parova s [IPSP-om i kontrolne skupine je pronadena statisticki znacajna
razlika u raspodjeli ucestalosti 39 kombinacija (podaci nisu prikazani). Sve kombinacije ukljucuju
jedan, dva ili sva tri rizicna MMP-2 -735 CT, MMP-2 -1306 CC i MMP-9 -1562 CC genotipa utvrdena
u analizi pojedinac¢nih polimorfnih varijanti. Medutim, znacajno je da niti jedna od navedenih
kombinacija ne povecava izglede za IPSP u usporedbi s navedenim pojedina¢nim rizi¢nim
genotipovima. Primjerice, Zene koje imaju kombinaciju MMP-2 -735 CT i -1306 CC genotipova imaju
2,45 puta veéi izgled za IPSP (95 % CI=1,46-4,13; P<0,001), dok Zene koje imaju kombinaciju MMP-
2 -735 CT, MMP-2 -1306 CC i MMP-9 -1562 CC genotipova imaju 2,54 puta veci izgled za IPSP (95
% Cl=1,43-4,56; P=0,002), u usporedbi sa zenama koje imaju ostale kombinacije genotipova.

Izmedu muskaraca skupine parova s IPSP-om i kontrolne skupine nisu utvrdene statisticki
znacajne razlike u raspodjeli ucestalosti kombinacije genotipova dvije ili vise polimorfnih varijanti
gena MMP obitelji, kao niti utjecaj na podloznost za IPSP prema genetickim modelima (podaci nisu

prikazani).

4.1.1.5. Analiza haplotipova

Ucestalost haplotipova MMP-1 -1607 1G/2G i MMP-3 -1612 5A/6A te MMP-2 -735 C/T i -
1306 C/T polimorfnih varijanti u ispitanika skupine parova s IPSP-om i kontrolne skupine, kao i
utjecaj na podloznost za IPSP prikazani su u tablicama 25 i 26. U Zena skupine parova s IPSP-om, u
usporedbi s kontrolnom skupinom, utvrdena je statisticki znaCajno veca ucestalost haplotipa koji
sadrzi MMP-2 -735 T i -1306 C alele (P=0,002). Zene koje imaju navedeni haplotip imaju 1,89 puta
veci izgled za IPSP u usporedbi sa Zenama koje imaju ostale haplotipove (95 % CI=1,26-2,84;
P=0,002). Ucestalosti haplotipova MMP-1 -1607 1G/2G i MMP-3 -1612 5A/6A polimorfnih varijanti
nisu se statisticki znacajno razlikovale izmedu zena, kao niti muskaraca skupine parova s IPSP-om i

kontrolne skupine.
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Tablica 25. Ucestalost haplotipova MMP-1 -1607 1G/2G i MMP-3 -1612 5A/6A polimorfnih varijanti i njihov utjecaj na podloznost za IPSP u ispitanika
skupine parova s IPSP-om i kontrolne skupine

Haplotip Zene Muskareci
MMP-1 MMP-3 IPSP Kontrole ) IPSP Kontrole )
X P OR (95 % CI) P x P OR (95 % ClI) P

-1607 -1612 N (%) N (%) N (%) N (%)

2G 6A 135 (45,4) 122 (40,9) 1,19 (0,85-1,65) 0,309 | 114 (38,4) 122 (41,1) 0,89 (0,64-1,24) 0,503
2G 5A 101 (33,8) 115(38,6) 1,65 0,438 0,80(0,57-1,13) 0,203 108 (36,1) 97 (32,4) 095 0814 1,18 (0,84-1,65) 0,343
1G 5A 51(17,2) 48(16,1) 1,07 (0,69-1,64) 0,769 | 52 (17,3) 55(18,6) ’ ' 0,93 (0,61-1,42) 0,749
1G 6A 11 (3,6) 13 (4,4) 24 (8,2) 24 (7,9) 1,00 (0,55-1,80) 1,000

Tablica 26. Ucestalost haplotipova MMP-2 -735 C/T i -1306 C/T polimorfnih varijanti i njihov utjecaj na podloznost za IPSP u ispitanika skupine parova s
IPSP-om i kontrolne skupine

Haplotip Zene Muskarci
MMP-2 MMP-2 IPSP Kontrole ) IPSP Kontrole )
X P OR (95 % CI) P X P OR (95 % ClI) P

-735 -1306 N (%) N (%) N (%) N (%)

C C 198 (66,4) 213 (71,4) 0,79 (0,56-1,12) 0,184 208 (69,8) 204 (68,3) 1,02 (0,72-1,45) 0,913
T C 78 (26,1) 47 (15,7) 12,50 0,002 1,89 (1,26-2,84) 0,002 60(20,0) 47(159) 391 0,142 1,32(0,87-2,02) 0,191
C T 22 (7,5) 38 (12,9) 0,54 (0,31-0,95) 0,031 30(10,2) 43(14,6) 0,65 (0,40-1,07) 0,093
T T 0(0) 4(1,2)
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4.1.2. ISPITANICI PODSKUPINA PRIMARNIH | SEKUNDARNIH IPSP-OVA

4.1.2.1. Hardy-Weinbergova ravnoteza

Raspodjele ucestalosti genotipova svih istrazivanih polimorfnih varijanti gena MMP obitelji
podudarale su se s ocCekivanim vrijednostima prema Hardy-Weinbergovoj jednadzbi u muskih i
zenskih ispitanika u podskupinama parova s primarnim i sekundarnim IPSP-om, osim za MMP-1 -
1607 1G/2G polimorfnu varijantu u zena sa sekundarnim IPSP-om (P=0,001) (tablica 27). Stoga je

navedena polimorfna varijanta u Zena iskljucena iz daljnje analize.

Tablica 27. Hardy-Weinbergova ravnoteza za polimorfne varijante gena MMP obitelji u ispitanika s
primarnim i sekundarnim IPSP-om
Zene Muskarci
Primarni  Sekundarni  Primarni  Sekundarni
Gen Polimorfna varijanta  X° P X? P X? P X? P

MMP-1 -1607 1G/2G 0,19 0,658 10556 0,001 3,12 0,077 050 0,478

-735 C/T 152 0217 244 0,118 0,44 0,505 1,52 0,218
MMP-2 -1306 C/T 0,11 0,737 0,28 0,599 0,00 0982 0,74 0,388
MMP-3 -1612 5A/6A 0,17 0,679 3,31 0,069 053 0,465 1,24 0,266
MMP-9 -1562 C/T 1,26 0,261 0,28 0,599 1,88 0,170 0,20 0,655
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4.1.2.2. Analiza pojedinac¢nih genotipova i alela

Ucestalost genotipova i alela MMP-1 -1607 1G/2G, MMP-2 -735 C/T, MMP-2 -1306 C/T i
MMP-3 -1612 5A/6A polimorfnih varijanti u ispitanika podskupina primarnih i sekundarnih IPSP-ova
prikazane su u tablicama 28, 30, 32 i 34, a njihov utjecaj na podloznost za primarni i sekundarni IPSP
prema genetickim modelima u tablicama 29, 31, 33 i 35. Nije pronadena statisti¢ki znacajna razlika u
ucestalosti genotipova i alela niti jedne od navedenih polimorfnih varijanti izmedu Zena, kao niti
muskaraca dviju podskupina. Nadalje, nije utvrden statisticki znaCajan utjecaj genotipova i alela

istrazivanih polimorfnih varijanti gena MMP obitelji na podloznost za primarni i sekundarni IPSP.

Tablica 28. Ucestalost genotipova i alela MMP-1 -1607 1G/2G polimorfne varijante u muskaraca
podskupina primarnih i sekundarnih IPSP-ova

Muskarci
MMP-1 Primarni Sekundarni )
-1607 N (%) N (%)

Genotip

2G/2G = 57 (58,2) 30 (58,8)

1G/2G = 31(31,6) 17(33,3) 0,23 0,891
1G/1G = 10(10,2) 4 (7,9)

Alel
2G 145 (74,0) 77 (75,5)

0,08 0,776
1G 51 (26,0) 25 (24,5)

Tablica 29. Utjecaj genotipova i alela MMP-1 -1607 1G/2G polimorfne varijante na podloZznost za
primarni i sekundarni IPSP

Muskarci

Primarni vs. sekundarni

MMP-1 -1607 geneticki model OR (95 9% CI) P
Dominantni 1G1G + 1G2G vs. 2G2G | 1,03 (0,52-2,04) 0,938
Recesivni 1G1G vs. 1G2G + 2G2G | 1,33 (0,40-4,49) 0,640
1G1G vs. 2G2G 1,31 (0,38-4,55) 0,665
Kodominantni 1G1G vs. 1G2G 1,37 (0,37-5,04) 0,635
2G2G vs. 1G2G 1,04 (0,50-2,18) 0,913
Aleli 1G vs. 2G 1,08 (0,62-1,88) 0,776
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Tablica 30. Ucestalost genotipova i alela MMP-2 -735 C/T polimorfne varijante u ispitanika
podskupina primarnih i sekundarnih IPSP-ova

Zene Muskarci

MMP-2  Primarni Sekundarni X b Primarni  Sekundarni ) 5
-735 N (%) N (%) N (%) N (%)
Genotip
CcC 49 (50,0) 27 (52,9) 57 (58,2) 36 (70,6)
CT 44 (44,9) 23 (45,1) 0,88 0,644 37 (37,7) 15(29,4) 3,58 0,167
T 5(5,1) 1(2,0) 4 (4,1) 0
Alel
C 142 (72,4) 77 (75,5) 151 (77,0) 87 (85,3)

0,32 0,572 2,84 0,092
T 54 (27,6) 25 (24,5) 45 (23,0) 15 (14,7)

Tablica 31. Utjecaj genotipova i alela MMP-2 -735 C/T polimorfne varijante na podloznost za
primarni i sekundarni IPSP
Zene Muskarci
Primarni vs. sekundarni  Primarni vs. sekundarni
MMP-2 -735 geneti¢ki model OR (95 9% CI) P OR (95 % CI) P
Dominantni CT+TTvs.CC 1,12(0,57-2,21) 0,733 1,73(0,84-3,56) 0,139

Recesivni TTvs.CC+CT 2,69 (0,30-23,65) 0,373 4,90 (0,26-92,91) 0,289
TT vs. CC 2,75 (0,30-24,81) 0,366 5,71 (0,30-109,27) 0,247
Kodominantni CT vs. CC 1,05(0,53-2,10) 0,881 1,56 (0,75-3,23) 0,234
CTvs. TT 0,38 (0,04-3,47) 0,393 0,27 (0,01-5,30) 0,388
Aleli Tvs.C 1,17 (0,68-2,03) 0573 1,73(0,91-3,23) 0,094
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Tablica 32. Ucestalost genotipova i alela MMP-2 -1306 C/T polimorfne varijante u ispitanika
podskupina primarnih i sekundarnih IPSP-ova

Zene Muskarci

MMP-2  Primarni Sekundarni ) b Primarni  Sekundarni ) 5
-1306 N (%) N (%) N (%) N (%)
Genotip
CcC 82 (83,7) 44 (86,3) 79 (80,6) 40 (78,4)
CT 15 (15,3) 7(13,7) 0,60 0,739 | 18(18,4) 11(21,6) 0,72 0,699
T 1(1,0) 0 1(1,0) 0
Alel
C 179 (91,3)  95(93,1) 176 (89,8) 91 (89,2)

0,30 0,586 0,02 0,876
T 17 (8,7) 7 (6,9) 20 (10,2) 11 (10,8)

Tablica 33. Utjecaj genotipova i alela MMP-2 -1306 C/T polimorfne varijante na podloznost za
primarni i sekundarni IPSP
Zene Muskarci
Primarni vs. sekundarni  Primarni vs. sekundarni
MMP-2 -1306 geneti¢ki model OR (95 9% CI) P OR (95 % CI) P
Dominantni CC+CTvs. TT 0,63(0,02-15,77) 0,779 | 0,63 (0,02-15,77) 0,779

Recesivni CCvs.CT+TT 081(0,31-2,13) 0677 1,14 (0,50-2,63) 0,753
CCvs. TT 0,62 (0,02-15,49) 0,770 | 0,65 (0,03-16,42) 0,796
Kodominantni CC vs. CT 0,87 (0,33-2,29) 0,777 1,21(0,52-2,80) 0,661
TTvs. CT 1,45 (0,05-40,04) 0,826 1,86 (0,07-49,77) 0,710
Aleli Cvs. T 0,77(0,31-1,94) 0,587 1,06 (0,49-2,32) 0,876
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Tablica 34. Ucestalost genotipova i alela MMP-3 -1612 5A/6A polimorfne varijante u ispitanika
podskupina primarnih i sekundarnih IPSP-ova

MMP-3
-1612
Genotip
5A/5A
5A6A
6A6A
Alel

5A

6A

Primarni
N (%)

25 (25,5)
51 (52,0)
22 (22,5)

101 (51,5)
95 (48,5)

Zene
Sekundarni
N (%)

16 (31,4)
19 (37,2)
16 (31,4)

51 (50,0)
51 (50,0)

3,03 0,220

0,06 0,802

Muskarci
b Primarni Sekundarni )
N (%) N (%)
31 (31,6) 19 (37,2)
45 (45,9) 21(41,2) 0,50 0,780
22 (22,5) 11 (21,6)
107 (54,6) 59 (57,8)
0,29 0,592
89 (45,4) 43 (42,2)

Tablica 35. Utjecaj genotipova i alela MMP-3 -1612 5A/6A polimorfne varijante na podloZznost za

primarni i sekundarni IPSP

MMP-3 -1612 genetic¢ki model
5A/5A + 5A/6A vs. 6A/6A 1,58 (0,74-3,37)

Dominantni

Recesivni

Kodominantni

Aleli

5A5A vs. 5A/6A + 6A/6A

5A5A vs.
5A5A vs.
6A6A vs.

5A vs. 6A

6A6A
S5A6A
SA6A

Zene

Primarni vs. sekundarni

OR (95 % ClI)

0,75 (0,35-1,58)
1,14 (0,46-2,79)
0,58 (0,26-1,32)
0,51 (0,22-1,18)
1,06 (0,66-1,71)
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Muskarci

P  OR(95%CI)

0,238 0,95 (0,42-2,15)
0,448 0,78 (0,38-1,58)
0,780 = 0,81 (0,32-2,05)
0,195 = 0,76 (0,35-1,65)
0,115 = 0,93 (0,38-2,28)
0,802 0,88 (0,54-1,42)

Primarni vs. sekundarni

P
0,902
0,491
0,665
0,488
0,879
0,592



Ucestalost genotipova i alela MMP-9 -1562 C/T polimorfne varijante u ispitanika podskupina
primarnih i sekundarnih IPSP-ova prikazane su u tablici 36, a utjecaj na podloznost za primarni i
sekundarni IPSP prema geneti¢ckim modelima u tablici 37. Nije pronadena statisticki znacajna razlika
u ucestalosti genotipova i alela izmedu Zena dviju podskupina, kao niti utjecaj na podloznost za
primarni i sekundarni IPSP. Medutim, u muskih partnera zena sa sekundarnim IPSP-om, u usporedbi s
primarnim IPSP-om, utvrdena je statisti¢ki znacajno veca ucestalost CC genotipa (P=0,015) i C alela
(P=0,006). Prema recesivnom genetickom modelu, muskarci koji imaju CC genotip imaju 3,81 puta
veci izgled za sekundarni nego primarni IPSP u usporedbi s muskarcima koji imaju CT i TT
genotipove (95 % Cl=1,47-9,84; P=0,006).

Tablica 36. Ucestalost genotipova i alela MMP-9 -1562 C/T polimorfne varijante u ispitanika
podskupina primarnih i sekundarnih IPSP-ova

Zene Muskarci
MMP-9 Primarni Sekundarni " 5 Primarni  Sekundarni ) 5
-1562 N (%) N (%) N (%) N (%)
Genotip
CC 78 (79,6) 44 (86,3) 65 (66,3) 45 (88,2)
CT 20 (20,4) 7(13,7) 1,01 0,315 32(32,7) 6 (11,8) 8,44 0,015
1T 0 0 1(1,0) 0
Alel
C 176 (89,8)  95(93,1) 162 (82,7) 96 (94,1)
T 20 (10,2) 7(6,9) 091 0,340 34 (17,3) 6 (5,9) 7,590,006

Tablica 37. Utjecaj genotipova i alela MMP-9 -1562 C/T polimorfne varijante na podloznost za
primarni i sekundarni IPSP

Zene Muskareci
Primarni vs. sekundarni  Primarni vs. sekundarni
MMP-9 -1562 geneti¢ki model OR (95 9% CI) P OR (95 % CI) P
Dominantni CC+CTvs. TT 1,91(0,04-97,80) 0,747 | 0,63 (0,02-15,77) 0,779

Recesivni CCvs.CT+TT 0,62(0,24-1,58) 0,318 0,26 (0,10-0,68) 0,006
CCvs. TT 1,76 (0,03-90,45) 0,777 | 0,48 (0,02-12,04) 0,655
Kodominantni CC vs. CT 0,62 (0,24-1,58) 0,318 0,27 (0,10-0,70) 0,007
TTvs. CT 0,36 (0,01-20,14) 0,623 ' 0,60 (0,02-16,42) 0,762
Aleli Cvs. T 0,65(0,26-1,59) 0,343 0,30 (0,12-0,73) 0,009
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4.1.2.3. Analiza kombinacija genotipova

U zena s IPSP-om nisu utvrdene statistiCki znaCajne razlike u raspodjeli ucestalosti
kombinacija genotipova dvije ili vise polimorfnih varijanti gena MMP obitelji izmedu skupine
primarnih i sekundarnih IPSP-ova, kao niti utjecaj na podloznost za primarni i sekundarni IPSP
(podaci nisu prikazani). Izmedu mu$karaca podskupina primarnih i sekundarnih IPSP-ova su
pronadene statisticki znaCajne razlike u raspodjeli ucestalosti kombinacija genotipova MMP-9 -1562
C/T i MMP-1 -1612 5A/6A, kao i MMP-9 -1562 C/T i MMP-2 -735 C/T polimorfnih varijanti (podaci
nisu prikazani). Medutim, znacajno je da navedene kombinacije ne povecavaju izglede za primarni i
sekundarni IPSP u usporedbi s pojedinacnim MMP-9 -1562 CC genotipom. Primjerice, muskarci koji
imaju kombinaciju MMP-9 -1562 CC i MMP-2 -735 CC genotipova imaju 2,78 puta veci izgled za
sekundarni nego primarni IPSP (95 % Cl1=1,38-5,59; P=0,004) u usporedbi s muskarcima koji imaju

ostale kombinacije genotipova.

4.1.2.4. Analiza haplotipova

Ucestalost haplotipova MMP-1 -1607 1G/2G i MMP-3 -1612 5A/6A te MMP-2 -735 C/T i -
1306 C/T polimorfnih varijanti u ispitanika podskupina primarnih i sekundarnih IPSP-ova, kao i
utjecaj na podloznost za primarni i sekundarni IPSP prikazane su u tablicama 38 i 39. Izmedu Zena,
kao i muskaraca dvije podskupine nije bilo statisti¢ki znacajne razlike u ucestalosti haplotipova

navedenih polimorfnih varijanti.

Tablica 38. Ucestalost haplotipova MMP-1 -1607 1G/2G i MMP-3 -1612 5A/6A polimorfnih varijanti
i njihov utjecaj na podloZnost za primarni i sekundarni IPSP u muskaraca

Haplotip Muskarci
MMP-1 MMP-3 Primarni Sekundarni )
X P OR (95 % ClI) P

-1607 -1612 N (%) N (%)

2G 6A 76 (38,7) 33 (31,9) 1,32 (0,80-2,19) 0,275
2G 5A 69 (35,2) 44 (43,6) 0,72 (0,44-1,17) 0,181

454 0,209

1G 5A 38 (19,4) 14 (14,2) 1,51 (0,78-2,94) 0,224
1G 6A 13 (6,7) 11 (10,3) 0,59 (0,25-1,36) 0,216
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Tablica 39. Ucestalost haplotipova MMP-2 -735 C/T i -1306 C/T polimorfnih varijanti i njihov utjecaj na podloZznost za primarni i sekundarni IPSP u
ispitanika podskupina primarnih i sekundarnih IPSP-ova

Haplotip Zene Muskarci
MMP-2 MMP-2 Primarni Sekundarni ) Primarni Sekundarni )
X P OR (95 % CI) P X P OR (95 % ClI) P
-735 -1306 N (%) N (%) N (%) N (%)
C C 131 (66,6) 70 (68,7) 0,92 (0,55-1,54) 0,754 132 (67,4) 76 (74,7) 0,70 (0,41-1,21) 0,202
T C 52 (26,3) 25(24,5 0,14 0,931 1,11(0,64-1,93) 0,705 44 (22,4) 15(14,6) 2,60 0,273 1,68(0,88-3,19) 0,114
C T 13 (6,6) 7 (6,8) 0,96 (0,37-2,50) 0,940 19 (9,6) 11 (10,7) 0,89 (0,40-1,94) 0,767
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4.2. ANALIZA POLIMORFNIH VARIJANTI GENA TKIVNIH INHIBITORA

METALOPROTEINAZA

Analiza ucestalosti i utjecaja genotipova, alela i haplotipova istrazivanih polimorfnih varijanti
gena TIMP obitelji provedena je i prikazana zasebno u muskih i zenskih ispitanika u skupini parova s

IPSP-om i skupini kontrolnih ispitanika te podskupinama primarnih i sekundarnih IPSP-ova.

4.2.1. ISPITANICI SKUPINE PAROVA S IPSP-OM | KONTROLNE SKUPINE

4.2.1.1. Snaga testa

Istrazivanje je imalo snagu od 80 % za otkrivanje 1,4 puta vece promjene ucestalosti TIMP-1 -
372 T alela, 2,1 puta vete promjene ucestalosti TIMP-2 -303 T alela, 1,6 puta vece promjene
ucestalosti TIMP-3 -915 G alela, 1,4 puta veCe promjene ucestalosti TIMP-3 -1296 C alela, kao i 1,7

puta vece promjene ucestalosti TIMP-4 -3'-UTR T alela.

4.2.1.2. Hardy-Weinbergova ravnoteza
Raspodijele ucestalosti genotipova svih istrazivanih polimorfnih varijanti gena TIMP obitelji
podudarale su se s ocekivanim vrijednostima prema Hardy-Weinbergovoj jednadzbi u muskih i

Zenskih ispitanika u skupini parova s IPSP-om i skupini kontrolnih ispitanika (tablica 40).

Tablica 40. Hardy-Weinbergova ravnoteza za polimorfne varijante gena TIMP obitelji u ispitanika
skupine parova s IPSP-om i kontrolne skupine

Zene Muskarci
IPSP Kontrole IPSP Kontrole
Gen Polimorfna varijanta  X° P X? P | X P X? P
TIMP-1* -372CIT 3,76 0,052 3,70 0,054
TIMP-2  -303 C/T 0,00 0,965 0,29 0,590 0,09 0,761 1,36 0,243
TIMP-3 -915 A/G 0,03 0,852 0,07 0,784 1,12 0,289 0,00 0,984
-1296 C/T 0,33 0,566 0,00 0,966 3,29 0,070 192 0,166
TIMP-4  -3-UTR C/T 0,01 0,901 0,19 0,663 053 0464 052 0471

®Podaci o raspodjeli u¢estalosti genotipova TIMP-1 -372 C/T polimorfne varijante su izostavljeni u muskaraca,
s obzirom na to da je gen smjeSten na kromosomu X
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4.2.1.3. Analiza pojedinac¢nih polimorfnih varijanti

Ucestalost genotipova i alela TIMP-1 -372 C/T, TIMP-2 -303 C/T, TIMP-3 -915 A/G, TIMP-3
-1296 C/T i TIMP-4 -3'-UTR C/T polimorfnih varijanti u ispitanika skupine parova s IPSP-om i
kontrolne skupine prikazane su u tablicama 41, 43, 45, 47 i 49, a njihov utjecaj na podloZnost za IPSP
prema genetiCkim modelima u tablicama 42, 44, 46, 48 i 50. Nije pronadena statisti¢ki znacajna
razlika u ucestalosti genotipova i alela niti jedne od navedenih polimorfnih varijanti izmedu Zena, kao
niti muskaraca skupine parova s IPSP-om i kontrolne skupine. Nadalje, nije utvrden statisticki
znacajan utjecaj genotipova i alela istrazivanih polimorfnih varijanti gena TIMP obitelji na podloZznost

za IPSP u Zena i muskaraca prema genetickim modelima.
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Tablica 41. Ucestalost genotipova i alela TIMP-1 -372 C/T polimorfne varijante u ispitanika skupine

parova s IPSP-om i kontrolne skupine

Zene Mugkarci®
TIMP-1 IPSP Kontrole ) IPSP  Kontrole ) b
-372 N (%) N (%) N(%) N (%)
Genotip
cc 63 (42,3) 66 (44,3)
cT 59 (39,6) 58(38,9) 0,15 0,925
TT 27 (18,1) 25 (16,8)
Alel
C 185 (62,1) 190 (63,8) 83 (55,7) 84 (56,4)
T 113 (37,9) 108 (36,2) ’ 66 (44,3) 65 (43,6) 001 0.807

®Podaci o raspodjeli uéestalosti genotipova TIMP-1 -372 C/T polimorfne varijante su izostavljeni u muskaraca,
s obzirom na to da je gen smjesten na kromosomu X

Tablica 42. Utjecaj genotipova i alela TIMP-1 -372 C/T polimorfne varijante na podloznost za IPSP

Zene Muskarci®

IPSP vs. kontrole IPSP vs. kontrole

TIMP-1 -372 geneti¢ki model OR(95%CI) P OR(B%CIl) P
Dominantni CC+CTvs. TT 0,91(0,50-1,66) 0,760
Recesivni CCvs.CT+TT 0,92 (0,58-1,46) 0,726
CCvs. TT 0,88 (0,46-1,68) 0,707
Kodominantni CCvs. CT 0,94 (0,57-1,55) 0,803
TTvs. CT 1,06 (0,55-2,04) 0,857
Aleli Cvs. T 0,93 (0,67-1,30) 0,671 0,97 (0,61-1,54) 0,907

®Podaci o raspodjeli u¢estalosti

genotipova TIMP-1 -372 C/T polimorfne varijante su izostavljeni u muskaraca,

s obzirom na to da je gen smjesten na kromosomu X
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Tablica 43. Ucestalost genotipova i alela TIMP-2 -303 C/T polimorfne varijante u ispitanika skupine
parova s IPSP-om i kontrolne skupine

Zene Muskareci

TIMP-2 IPSP Kontrole X 5 IPSP Kontrole ) b
-303 N (%) N (%) N (%) N (%)
Genotip
CcC 116 (77,9) 119(79,9) 122 (81,9) 123 (82,5)
CT 31(20,8) 29(194) 044 0803 26(17,4) 26(17,5 1,00 0,605
1T 2(1,3) 1(0,7) 1(0,7) 0 (0)
Alel
C 263 (88,3) 267 (89,6) 270 (90,6) 272 (91,3)

0,27 0,601 0,08 0,776
T 35(11,7) 31(10,4) 28 (9,4) 26 (8,7)

Tablica 44. Utjecaj genotipova i alela TIMP-2 -303 C/T polimorfne varijante na podloznost za IPSP

Zene Muskarci
IPSP vs. kontrole IPSP vs. kontrole
TIMP-2 -303 genetitki model OR (95 % CI) P OR(95%CI) P
Dominantni CC+CTvs. TT 0,50 (0,04-5,54) 0,569 0,33(0,01-8,20) 0,500

Recesivni CCvs.CT+TT 0,89(0,51-1,55) 0,670 0,95 (0,53-1,73) 0,880
CCvs. TT 0,49 (0,04-5,45) 0,560 0,33 (0,01-8,20) 0,499
Kodominantni  CC vs. CT 0,91(0,52-1,61) 0,750 = 0,99 (0,54-1,80) 0,979
TTvs. CT 1,87 (0,16-21,75) 0,617 ' 3,00 (0,12-77,03) 0,507
Aleli Cvs. T 0,87 (0,52-1,46) 0,601 0,92 (0,53-1,61) 0,775
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Tablica 45. Ucestalost genotipova i alela TIMP-3 -915 A/G polimorfne varijante u ispitanika skupine
parova s IPSP-om i kontrolne skupine

Zene Muskareci

TIMP-3 IPSP Kontrole X 5 IPSP Kontrole ) b
-915 N (%) N (%) N (%) N (%)
Genotip
AA 97 (65,1) 94 (63,1) 105 (70,5) 95 (63,8)
AG 46 (30,9) 48(32,2) 0,17 0,920 38(25,5) 48(32,2) 1,66 0,435
GG 6 (4,0) 7(4,7) 6 (4,0) 6 (4,0)
Alel
A 240 (80,5) 236 (79,2) 248 (83,2) 238(79,9)

0,17 0,683 1,11 0,291
G 58 (19,5) 62 (20,8) 50 (16,8) 60 (20,1)

Tablica 46. Utjecaj genotipova i alela TIMP-3 -915 A/G polimorfne varijante na podloznost za IPSP

Zene Muskareci

IPSP vs. kontrole IPSP vs. kontrole

TIMP-3 -915 geneti¢ki model OR (95 % ClI) P OR (95 % ClI) P
Dominantni AA+AGvs. GG 1,17(0,38-3,58) 0,777 1,00 (0,31-3,17) 1,000
Recesivni AAvs. AG+GG 1,09 (0,68-1,75) 0,717 1,36 (0,83-2,20) 0,218
AA vs. GG 1,20 (0,39-3,71) 0,747 | 1,10 (0,34-3,54) 0,866
Kodominantni  AA vs. AG 1,08 (0,66-1,76) 0,769 | 1,40 (0,84-2,32) 0,198
GG vs. AG 0,89 (0,28-2,86) 0,851 1,26 (0,38-4,23) 0,705
Aleli Avs. G 1,09 (0,73-1,62) 0,683 ' 1,25(0,82-1,89) 0,291
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Tablica 47. Ucestalost genotipova i alela TIMP-3 -1296 C/T polimorfne varijante u ispitanika skupine
parova s IPSP-om i kontrolne skupine

Zene Muskarci

TIMP-3 IPSP Kontrole X2 5 IPSP Kontrole ) b
-1296 N (%) N (%) N (%) N (%)
Genotip
TT 68 (45,6) 67 (45,0) 72 (48,3) 59 (39,6)
CT 63 (42,3) 66(44,3) 0,19 0,907 @ 56(37,6) 63(42,3) 2,45 0,293
CC 18 (12,1) 16 (10,7) 21 (14,1) 27(18)1)
Alel
T 199 (66,8) 200 (67,1) 200 (67,1) 181 (60,7)

0,01 0,929 2,63 0,105
C 99 (33,2) 98(32,9) 98 (32,9) 117 (39,3)

Tablica 48. Utjecaj genotipova i alela TIMP-3 -1296 C/T polimorfne varijante na podloznost za IPSP

Zene Muskareci
IPSP vs. kontrole IPSP vs. kontrole
TIMP-3 -1296 genetickimodel OR (95%CI) P  OR(9%CIl) P
Dominantni TT+CTvs.CC 0,87(0,43-1,79) 0,716  1,35(0,72-2,51) 0,345

Recesivni TTvs.CT+CC 1,03(0,65-1,62) 0,907 1,43 (0,90-2,26) 0,130
TT vs. CC 0,90 (0,42-1,92) 0,789 1,57 (0,81-3,05) 0,185
Kodominantni TT vs. CT 1,06 (0,66-1,72) 0,803 | 1,37 (0,83-2,26) 0,212
CCvs.CT 1,18 (0,55-2,51) 0,670 ' 0,87 (0,44-1,72) 0,698
Aleli Tvs.C 0,98 (0,70-1,38) 0,930 1,32(0,94-1,84) 0,105
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Tablica 49. Ucestalost genotipova i alela TIMP-4 -3'-UTR C/T polimorfne varijante u ispitanika
skupine parova s IPSP-om i kontrolne skupine
Zene Muskareci
TIMP-4 IPSP Kontrole - 5 IPSP Kontrole
-3-UTR N (%) N (%) N (%) N (%)
Genotip

CC 111 (74,5) 105 (70,5) 108 (72,5) 102 (68,5)
CT 35(23,5) 41(275) 064 0,726 39(26,2) 41(275) 2,22 0,329
TT 3(2,0) 3(2,0) 2(1,3) 6 (4,0)
Alel
C 257 (86,2) 251 (84,2) 255 (85,6) 245 (82,2)

0,48 0,488 1,24 0,265
T 41 (13,8) 47 (15,8) 43 (14,4) 53(17,8)

Tablica 50. Utjecaj genotipova i alela TIMP-4 -3'-UTR C/T polimorfne varijante na podloZznost za

IPSP
Zene Muskarci
IPSP vs. kontrole IPSP vs. kontrole

TIMP-4 -3'-UTR geneti¢ki model OR (95 % CI) P OR (95 % CI) P
Dominantni CC+CTvs. TT 1,00 (0,20-5,04) 1,000 3,08 (0,61-15,53) 0,172

Recesivni CCvs.CT+TT 1,22(0,73-2,04) 0,437 1,21(0,74-2,00) 0,446
CCvs. TT 1,06 (0,21-5,35) 0,946 3,18 (0,63-16,10) 0,163
Kodominantni  CCvs. CT 1,24 (0,73-2,09) 0,424 1,11 (0,66-1,86) 0,683
TTvs. CT 1,17 (0,22-6,18) 0,852 0,35(0,07-1,84) 0,215
Aleli Cvs. T 1,17 (0,74-1,85) 0,488 1,28 (0,83-1,99) 0,265
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4.2.1.4. Analiza kombinacija genotipova

U zenskih i muskih ispitanika nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u raspodjeli ucestalosti
kombinacije genotipova polimorfnih varijanti dvije ili vise polimorfnih varijanti gena TIMP obitelji
izmedu skupine parova s IPSP-om i kontrolne skupine, kao niti utjecaj na podloznost za IPSP prema

genetickim modelima (podaci nisu prikazani).

4.2.1.4.1. Analiza kombinacija genotipova polimorfnih varijanti gena MMP i TIMP obitelji

Izmedu zena podskupine parova s IPSP-om i kontrolne skupine je utvrdena statisticki znacajna
razlika u raspodjeli ucestalosti kombinacija genotipova gena MMP i TIMP obitelji, koje ukljuc¢uju
jedan, dva ili sva tri rizicna MMP-2 -735 CT, MMP-2 -1306 CC i MMP-9 -1562 CC genotipa (podaci
nisu prikazani). Kao i kod kombinacija genotipova polimorfnih varijanti gena MMP obitelji, niti jedna
od navedenih kombinacija s genima TIMP obitelji ne povecava izglede za IPSP u usporedbi s
pojedina¢nim rizi¢nim genotipovima MMP-2 i -9 gena.

Izmedu muskaraca skupine parova s IPSP-om i kontrolne skupine nisu utvrdene statisticki
znacajne razlike u raspodjeli ucestalosti kombinacije genotipova dvije ili vise polimorfnih varijanti

gena MMP i TIMP obitelji, kao niti utjecaj na podloznost za IPSP (podaci nisu prikazani).

4.2.1.5. Analiza haplotipova

Ucestalost haplotipova TIMP-3 -915 A/G i -1296 C/T polimorfnih varijanti u ispitanika
skupine parova s IPSP-om i kontrolne skupine, kao i utjecaj na podloznost za IPSP prikazani su u
tablici 51. Ucestalosti haplotipova nisu se statisticki zna¢ajno razlikovale izmedu Zzena, kao niti

muskaraca skupine parova s IPSP-om i kontrolne skupine.
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Tablica 51. Ucestalost haplotipova TIMP-3 -915 A/G i -1296 C/T polimorfnih varijanti i njihov utjecaj na podloznost za IPSP u ispitanika skupine parova s
IPSP-om i kontrolne skupine

Haplotip Zene Muskareci
TIMP-3 TIMP-3 IPSP Kontrole ) IPSP Kontrole )
X P OR (95 % CI) P X P OR (95 % ClI) P

-915 -1296 N (%) N (%) N (%) N (%)

A T 192 (64,4) 195 (65,5) 0,97 (0,69-1,37) 0,883 187 (62,6) 176 (59,0) 1,27 (0,90-1,78) 0,168
G C 51 (17,00 59(19,9) 1,553 0,465 0,84 (0,56-1,28) 0,420 37(12,3) 55(18,4) ' ' 0,65 (0,41-1,01) 0,058
A C 48 (16,2) 39 (13,0 1,29 (0,81-2,03) 0,281 61(20,6) 62(20,9) 1,01 (0,68-1,51) 0,943
G T 7(2,4) 5(1,6) 13 (4,5) 5(,7)
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4.2.2. ISPITANICI PODSKUPINA PRIMARNIH | SEKUNDARNIH IPSP-OVA

4.2.2.1. Hardy-Weinbergova ravnoteza

Raspodjele ucestalosti genotipova svih istrazivanih polimorfnih varijanti gena TIMP obitelji
podudarale su se s ocCekivanim vrijednostima prema Hardy-Weinbergovoj jednadzbi u muskih i
zenskih ispitanika u podskupinama parova s primarnim i sekundarnim IPSP-om, osim za polimorfnu
varijantu TIMP-1 -372 C/T u Zena s primarnim IPSP-om (P=0,012), kao i TIMP-3 -1296 C/T u muskih
partnera Zena S primarnim IPSP-om (P=0,027) (tablica 52). Stoga su navedene polimorfne varijante

iskljucene iz daljnje analize u Zena, odnosno muskaraca.

Tablica 52. Hardy-Weinbergova ravnoteza za polimorfne varijante gena TIMP obitelji u ispitanika
podskupina primarnih i sekundarnih IPSP-ova

Zene Muskarci

Primarni Sekundarni Primarni  Sekundarni

Gen Polimorfna varijanta ~ X* P XX P | X P X P

TIMP-1* -372CIT 6,30 0,012 0,02 0,889

TIMP-2 -303C/T 0,06 0,809 048 0,489 0,06 0,812 0,20 0,655
-915 A/G 0,18 0,672 1,00 0,317 3,12 0,077 0,32 0,571

TIMP-3 -1296 C/T 0,96 0,326 0,22 0,638 | 4,89 0,027 0,00 0,990

TIMP-4 -3-UTRC/T 163 0,202 1,76 0,184 0,01 0,907 1,29 0,256

®Podaci o raspodjeli u¢estalosti genotipova TIMP-1 -372 C/T polimorfne varijante su izostavljeni u muskaraca,
s obzirom na to da je gen smjesten na kromosomu X

83



4.2.2.2. Analiza pojedinac¢nih genotipova i alela

Ucestalost genotipova i alela TIMP-1 -372 C/T, TIMP-2 -303 C/T, TIMP-3 -915 A/G, TIMP-3
-1296 C/T i TIMP-4 -3-UTR C/T polimorfnih varijanti u muskaraca podskupina primarnih i
sekundarnih IPSP-ova prikazane su u tablicama 53, 54, 56, 58 i 60, a njihov utjecaj na podloznost za
primarni i sekundarni IPSP prema genetickim modelima u tablicama 53, 55, 57, 59 i 61. Nije
pronadena statisticki znacajna razlika u ucestalosti genotipova i alela niti jedne od navedenih
polimorfnih varijanti izmedu Zena, kao i muskaraca dviju podskupina. Nadalje, nije utvrden statisti¢ki
znacajan utjecaj genotipova i alela istrazivanih polimorfnih varijanti gena TIMP obitelji na podloznost

za primarni i sekundarni IPSP.

Tablica 53. Ucestalost i utjecaj alela TIMP-1 -372 C/T polimorfne varijante na podloznost za primarni
i sekundarni IPSP u muskaraca

Muskarci®
TIMP-1 Primarni Sekundarni
-372 N (%) N (%) X? P OR(@5%CI) P
Alel
C 51 (52,0) 32 (62,7)

1,56 0,212 0,64 (0,32-1,29) 0,213
T 47 (48,0) 19 (37,3)

®Podaci o raspodjeli udestalosti genotipova TIMP-1 -372 C/T polimorfne varijante su izostavljeni,
s obzirom na to da je gen smjeSten na kromosomu X
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Tablica 54. Ucestalost genotipova i alela TIMP-2 -303 C/T polimorfne varijante u ispitanika
podskupina primarnih i sekundarnih IPSP-ova

Zene Muskareci

TIMP-2 Primarni Sekundarni ) 5 Primarni  Sekundarni ) 5
-303 N (%) N (%) N (%) N (%)
Genotip
CC 74 (75,5) 42 (82,4) 77 (78,6) 45 (88,2)
CT 22 (22,5) 9 (17,6) 1,61 0,446 20(20,4) 6 (11,8) 2,34 0,310
TT 2 (2,0) 0 1(1,0) 0
Alel
C 170 (86,7) 93 (91,2) 174 (88,8) 96 (94,1)

1,28 0,258 2,25 0,134
T 26 (13,3) 9(8,8) 22 (11,2) 6 (5,9)

Tablica 55. Utjecaj genotipova i alela TIMP-2 -303 C/T polimorfne varijante na podloznost za
primarni i sekundarni IPSP
Zene Muskarci
Primarni vs. sekundarni  Primarni vs. sekundarni
TIMP-2 -303 geneti¢ki model OR (95 % ClI) P OR (95 % ClI) P
Dominantni CC+CTvs.TT 0,37 (0,02-7,95) 0,529 | 0,63 (0,02-15,77) 0,779

Recesivni CCvs.CT+TT 0,66 (0,28-1,55) 0,342 0,49 (0,18-1,30) 0,152
CCvs. TT 0,35(0,02-7,47) 0,502 0,57 (0,02-14,23) 0,731
Kodominantni CC vs. CT 0,72 (0,30-1,71) 0457 051 (0,19-1,37) 0,184
TTvs. CT 2,11 (0,09-48,27) 0,640 0,95 (0,03-26,31) 0,976
Aleli Cvs. T 0,63(0,28-1,41) 0,262 0,49 (0,19-1,26) 0,140
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Tablica 56. Ucestalost genotipova i alela TIMP-3 -915 A/G polimorfne varijante u ispitanika
podskupina primarnih i sekundarnih IPSP-ova

Zene Muskareci

TIMP-3 Primarni Sekundarni X 5 Primarni  Sekundarni ) 5
-915 N (%) N (%) N (%) N (%)
Genotip
AA 59 (60,2) 38 (74,5) 71 (72,5) 34 (66,6)
AG 35 (35,7) 11(21,6) 3,23 0,199 22(22,4) 16 (31,4) 2,03 0,363
GG 4(41) 2(3,9 5(5,1) 1(2,0)
Alel
A 153 (78,1) 87 (85,3) 164 (83,7) 84 (82,4)

2,24 0,135 0,08 0,772
G 43 (21,9) 15 (14,7) 32 (16,3) 18 (17,6)

Tablica 57. Utjecaj genotipova i alela TIMP-3 -915 A/G polimorfne varijante na podloznost za
primarni i sekundarni IPSP

Zene Muskarci

Primarni vs. sekundarni Primarni vs. sekundarni

TIMP-3 -915 geneti¢ki model OR(@5%CI) P  OR(%CI) P
Dominantni ~ AA+AGvs.GG 0,96 (0,17-542) 0,962 | 0,38 (0,04-3,31) 0,378
Recesivni AAVs. AG+GG 052 (0,24-1,09) 0,085 1,31 (0,63-2,73) 0,463
AAvs. GG 0,78 (0,13-4,45) 0,776 0,42 (0,05-3,71) 0,434
Kodominantni  AA vs. AG 0,49 (0,22-1,07) 0,075 1,52 (0,71-3,26) 0,283
GG vs. AG 0,63 (0,10-3,91) 0,618 ' 3,64 (0,39-34,21) 0,259
Aleli Avs. G 0,61(0,32-1,17) 0,137 = 1,10 (0,58-2,07) 0,772
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Tablica 58. Ucestalost genotipova i alela TIMP-3 -1296 C/T polimorfne varijante u zena podskupina
primarnih i sekundarnih IPSP-ova

Zene
TIMP-3 Primarni Sekundarni ) 5
-1296 N (%) N (%)
Genotip
TT 44 (44,9) 24 (47,1)
CT 40 (40,8) 23(45,1) 1,33 0,514
cc 14 (14,3) 4(7,8)
Alel
T 128 (65,3) 71 (69,6)
C 68 (34,7)  31(30,9) 0,50 0,454

Tablica 59. Utjecaj genotipova i alela TIMP-3 -1296 C/T polimorfne varijante na podloznost za
primarni i sekundarni IPSP
Zene
Primarni vs. sekundarni
TIMP-3 -1296 geneti¢ki model ~ OR (95 % ClI) P
Dominantni TT+CTvs.CC 0,51(0,16-1,64) 0,259

Recesivni TTvs.CT+CC 0,92(0,46-1,81) 0,802
TT vs. CC 0,52 (0,15-1,77) 0,298
Kodominantni TT vs. CT 1,05 (0,52-2,15) 0,885
CCvs.CT 2,01 (0,59-6,84) 0,263
Aleli Tvs.C 0,82 (0,49-1,37) 0,455
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Tablica 60. Ucestalost genotipova i alela TIMP-4 -3'-UTR C/T polimorfne varijante u ispitanika
podskupina primarnih i sekundarnih IPSP-ova

Zene Muskareci

TIMP-4  Primarni Sekundarni ) 5 Primarni  Sekundarni ) 5
-3-UTR N (%) N (%) N (%) N (%)
Genotip
CC 76 (77,5) 35 (68,6) 71 (72,5) 37 (72,5)
CT 19 (19,4) 16 (31,4) 3,97 0,137 25(25,5) 14 (27,5) 1,09 0,580
TT 3(3.1) 0 2 (2,0 0
Alel
C 171 (87,2) 86 (84,3) 167 (85,2) 88 (86,3)

0,49 0,486 0,06 0,803
T 25 (12,8) 16 (15,7) 29 (14,8) 14 (13,7)

Tablica 61. Utjecaj genotipova i alela TIMP-4 -3'-UTR C/T polimorfne varijante na podloZznost za
primarni i sekundarni IPSP
Zene Muskarci
Primarni vs. sekundarni  Primarni vs. sekundarni
TIMP-4 -3'-UTR geneti¢ki model  OR (95 % CI) P OR (95 % CI) P
Dominantni CC+CTvs. TT 0,26 (0,01-5,23) 0,383 0,37 (0,02-7,95) 0,529

Recesivni CCvs.CT+TT 1,58 (0,74-3,37) 0,238 | 0,99 (0,47-2,12) 0,990
CCvs. TT 0,31(0,01-6,12) 0,440 0,38(0,02-8,15) 0,537
Kodominantni CCvs. CT 1,83 (0,84-3,97) 0,127 @ 1,07 (0,50-2,31) 0,854
TTvs. CT 5,92 (0,28-123,19) 0,251 2,84 (0,13-63,37) 0,509
Aleli Cvs. T 1,27 (0,64-2,51) 0,486 0,92 (0,46-1,82) 0,803
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4.2.2.3. Analiza kombinacija genotipova

Nisu pronadene statisticki znacajne razlike u raspodjeli ucestalosti kombinacije genotipova
dvije ili vise polimorfnih varijanti gena TIMP obitelji u muskaraca i Zena izmedu podskupina
primarnih i sekundarnih IPSP-ova, kao niti utjecaj na podloznost za primarni i sekundarni IPSP

(podaci nisu prikazani).

4.2.2.3.1. Analiza kombinacija genotipova polimorfnih varijanti gena MMP i TIMP obitelji

U zZena s IPSP-om nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u raspodjeli ucestalosti
kombinacija genotipova dvije ili vise polimorfnih varijanti gena MMP i TIMP obitelji izmedu skupine
primarnih i sekundarnih IPSP-ova, kao niti utjecaj na podloZznost za primarni i sekundarni IPSP
(podaci nisu prikazani). Izmedu muskaraca podskupina primarnih i sekundarnih IPSP-ova su
pronadene statisticki znaCajne razlike u raspodjeli ucestalosti kombinacija genotipova polimorfnih
varijanti MMP-9 -1562 C/T i sva Cetiri gena TIMP obitelji (podaci nisu prikazani). Medutim, kao i u
slu¢aju raspodjele kombinacije genotipova polimorfnih varijanti gena MMP obitelji, navedene
kombinacije ne povecavaju izglede za primarni i sekundarni IPSP u usporedbi s pojedinaénim MMP-9

genotipovima.
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4.2.2.4. Analiza haplotipova

Ucestalost haplotipova TIMP-3 -915 A/G i -1296 C/T polimorfnih varijanti u Zena podskupina
primarnih i sekundarnih IPSP-ova, kao i utjecaj na podloznost za primarni i sekundarni IPSP
prikazane su u tablici 62. Ucestalosti haplotipova nisu se statisticki znacajno razlikovale izmedu Zena

dviju podskupina.

Tablica 62. U&estalost haplotipova TIMP-3 -915 A/G i -1296 C/T polimorfnih varijanti i njihov utjecaj
na podloznost za primarni i sekundarni IPSP u Zena

Haplotip Zene

TIMP-3 TIMP-3 Primarni Sekundarni )

X P OR (95 % ClI) P
-915 -1296 N (%) N (%)
A T 120 (61,1) 71 (69,6) 0,69 (0,41-1,15) 0,153
G C 36 (18,2) 15(14,7) 491 0,178 1,30(0,68-2,52) 0,427
A C 32 (16,4) 16 (15,7) 1,05 (0,54-2,02) 0,887
G T 7(3,7) 0 (0)
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5. RASPRAVA

Osnovni cilj ovog istrazivanja bio je utvrditi povezanost varijabilnosti MMP-1, -2, -3, -9 te
TIMP-1, -2, -3 i -4 gena i podloznosti za IPSP. Dodatno je istraZzena povezanost varijabilnosti
navedenih gena i podloZnosti za primarni i sekundarni IPSP. Istrazivanje je provedeno na dvije
skupine ispitanika, ukljucujuc¢i skupinu reproduktivnih parova sa tri ili viSe spontanih pobacaja
nepoznate etiologije, te skupinu kontrolnih ispitanika sastavljenu od Zena i musSkaraca normalne
plodnosti, koji imaju barem dva Zivorodena djeteta, bez spontanih pobacaja i ostalih komplikacija u
trudno¢i. Prema dostupnoj literaturi, razvidno je da povezanost pojedinac¢nih, kao i kombinacije
polimorfnih varijanti MMP-1, -2, -3 i -9 te TIMP-1, -2, -3 i -4 gena i etiologije IPSP-a u
reproduktivnih parova dosad nije istrazivana, §to upucuje na izvornost ovog istrazivanja.

Polimorfne varijante gena MMP obitelji uklju¢ene u ovo istrazivanje, MMP-1 -1607 1G/2G,
MMP-2 -735 C/T, MMP-2 -1306 C/T, MMP-3 -1612 5A/6A i MMP-9 -1562 C/T, smjeStene su u
promotorskim regijama gena, a odabrane su na temelju njihove funkcionalnosti, odnosno dokazanog
utjecaja na izraZaj gena na razini transkripcije (166,171). Dodatni razlog odabira navedenih
polimorfnih varijanti bila je njihova povezanost s razvojem razli¢itih poremecaja koji nastaju kao
posljedica promijenjenog preoblikovanja ISM-a, uklju¢uju¢i komplikacije u trudnoéi. Iz istog su
razloga odabrane polimorfne varijante gena TIMP obitelji, TIMP-1 -372 C/T, TIMP-2 -303 C/T,
TIMP-3 -915 A/G, TIMP-3 -1296 C/T, TIMP-4 -3'-UTR C/T, ¢iji utjecaj na izrazaj gena, osim za
TIMP-4 -3'-UTR C/T, nije precizno utvrden (174,202,206,207,209). IstraZivanje je provedeno na
uzorcima genomske DNA molekule izolirane iz limfocita periferne krvi, a za utvrdivanje genotipova i
alela polimorfnih varijanti koristena je kombinacija PCR i RFLP metoda. Prilikom analize dobivenih
rezultata Zenski i muski ispitanici razmatrani su kao zasebne populacije, s obzirom na to da ne postoje
dokazi da je IPSP poremecaj vezan uz istog partnera (108).

Dobiveni rezultati pridonose razumijevanju nove paradigme patogeneze IPSP-a, kao
poremecaja koji nastaje posljedi¢no promijenjenom preoblikovanju ISM-a endometrija. Takoder,
nadopunjuju prethodne spoznaje o promijenjenom izrazaju gena MMP i TIMP obitelji u endometriju

zena s IPSP-om i korionskim resicama spontano pobacenih zametaka parova s IPSP-om, kao i
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i raznih komplikacija u trudno¢i.

5.1. VARIJABILNOST GENA MMP OBITELJI U PAROVA S IPSP-OM

U ovom istrazivanju je u Zena s IPSP-om, u usporedbi s kontrolnom skupinom, utvrdena
statisticki znacajno veca ulestalost pojedinacnih MMP-2 -735 CT (P=0,006), MMP-2 -1306 CC
(P=0,037) i MMP-9 -1562 CC (P=0,010) genotipova. Tako, zene koje imaju MMP-2 -735 CT ili TT
genotip imaju dva puta veci izgled za IPSP u usporedbi sa zenama koje imaju MMP-2 -735 CC
genotip (OR=2,15; 95 % CIl=1,34-3,45; P=0,001). Stoga bi prisustvo samo jednog MMP-2 -735 T
alela moglo biti ¢imbenik podloznosti za IPSP u Zena. Nadalje, utvrdeno je da MMP-2 -1306 CC
genotip u zena povecava izgled za IPSP dva puta u usporedbi s MMP-2 -1306 CT i TT genotipovima
(OR=2,08; 95 % Cl=1,17-3,69; P=0,012). Konac¢no, zene koje imaju MMP-9 -1562 CC genotip imaju,
takoder, dva puta veéi izgled za IPSP u usporedbi sa Zenama koje imaju MMP-9 -1562 CT i TT
genotipove (OR=2,21; 95 % CI=1,30-3,80; P=0,004). Zanimljivo je da, iako je izmedu Zena skupine
parova s IPSP-om i kontrolne skupine pronadena statisti¢ki znacajna razlika u raspodjeli uéestalosti
kombinacija genotipova dvije ili viSe istrazivanih polimorfnih varijanti gena MMP obitelji, kao i MMP
i TIMP obitelji koje ukljucuju jedan, dva ili sva tri navedena riziéna genotipa MMP-2 i -9 gena, nije
utvrden porast izgleda za IPSP u usporedbi s pojedina¢nim riziénim genotipovima. Navedeno upucuje
da su pojedinaéni MMP-2 -735 CT, MMP-2 -1306 CC ili MMP-9 -1562 CC genotipovi moguci
¢imbenik podloznosti za IPSP u Zena, dok njihove medusobne kombinacije, kao i kombinacije s
genotipovima drugih polimorfnih varijanti gena MMP, kao i TIMP obitelji ne povecavaju dodatno
izglede za IPSP.

Uzroci poremecenog izrazaja gena MMP obitelji u endometriju Zena s IPSP-om, kao i
korionskim resicama spontano pobacenih plodova parova s IPSP-om nisu poznati. Takoder, iako nije
razjaSnjeno je li spontani pobacaj potaknut signalima iz decidue ili trofoblasta (259), poremecaj
izraZaja gena MMP obitelji uzrokovan genskom podloznoséu mogao bi biti zajednicki ¢imbenik rizika
za IPSP. Naime, s obzirom na to da su u ovo istrazivanje bile ukljucene samo funkcionalne polimorfne
varijante gena MMP obitelji, moguée je da prisutnost rizicnih MMP-2 -735 CT, MMP-2 -1306 CC,
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kao i MMP-9 -1562 CC genotipova u zena ili zametka utjece na transkripcijski nadzor izrazaja MMP-2
i -9 gena, mijenjajuci stvaranje njihovih mRNA i/ili proteina, utjecuc¢i na (pre)decidualizaciju u zene, a
u zametka ili ploda (neposredne uloge i genoma muskarca) na invazivnost trofoblasta.

Prethodna istrazivanja pokazuju da MMP-2 -735 CT, kao i MMP-2 -1306 CC genotipovi
povecavaju, a MMP-9 -1562 CC genotip umanjuje aktivnost promotorskih regija tih gena
(174,180,181,183-185,189-191). Iako su potrebna dodatna istraZivanja sa ciljem utvrdivanja
medusobne povezanosti genotipova i izrazaja gena u endometriju Zena S IPSP-om, ovo istraZivanje
potvrduje rezultate istrazivanja izrazaja gena MMP obitelji, u kojima su tijekom sredine sekretorne
faze pronadene nizZe razine MMP-9 proteina u ispirku maternice i tkivu endometrija, kao i viSe razine
MMP-2 mRNA u tkivu endometrija Zena s IPSP-om u usporedbi s kontrolnom skupinom (240-
242,244). Poremecena (pre)decidualizacija uzrokovana promjenama izrazaja MMP-2 i -9 mRNA i
proteina tijekom sredine sekretorne faze u zena s IPSP-om mogucée utjece na kljuéne procese prilikom
pripreme endometrija za implantaciju, ukljucujuéi sazrijevanje i preoblikovanje ISM-a endometrija,
angiogenezu, funkciju pre-decidualnih stanica, prodiranje imunosnih stanica i oslobadanje klju¢nih
molekula u razvoju trudnoce (239-244).

Prvo, vaznost pravovremenog sazrijevanja i preoblikovanja endometrija tijekom sekretorne
faze ocituje se u Cinjenici da ishod rane trudnoée djelomi¢no ovisi 0 tome u kojem se vremenskom
razdoblju nakon ovulacije blastocista usadi u endometrij (125,260). Uobicajeno, implantacijski prozor
pocinje Sest dana nakon ovulacije i traje dva do Cetiri dana, a rizik za spontani pobacaj se povecava
ako se implantacija dogodi nakon 10. dana nakon ovulacije (260). U Zena s IPSP-om sazrijevanje
endometrija tijekom sekretorne faze je usporeno i oéituje se produzenim trajanjem implantacijskog
prozora i pove¢anom prijemljivosti endometrija (125). lako je u endometriju Zena s IPSP-om utvrden
niz morfoloskih promjena, poput smanjenog udjela Zlijezda, kao i volumena epitelnih stanica lumena
Zlijezda, nisu utvrdene patognomoni¢ne promjene (259,261). Stoga se drzi kako je usporeno
sazrijevanje endometrija posljedica suptilnijih promjena, ponajprije u izrazaju enzima Koji nadziru
preoblikovanje ISM-a endometrija (125,259,262,263). Oblikovanje pre-decidualnog tkiva jedna je od
glavnih uloga MMP-ova, s obzirom na sposobnost cijepanja strukturnih proteina ISM-a, kao i
¢injenice da su fibroblasti strome, kasnije pre-decidualne stanice, njihov glavni izvor (213,223). Osim
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toga, normalne razine MMP-2 i -9 u epitelnim stanicama endometrija odreduju njegovu prijemljivost
(264). Takoder, stvaranje MMP-9 proteina u epitelnim stanicama posebno raste tijekom razdoblja
implantacijskog prozora te se otpusta u zljezdani sekret gdje moguce nadzire cijepanje molekula
vaznih za prepoznavanje i implantaciju blastociste (213,224). Stoga je proces pre-decidualizacije
izravno ovisan o enzimima MMP obitelji (265), dok zbog promijenjenih razina MMP-2 i -9 proteina u
tkivu endometrija zena s IPSP-om dolazi tijekom sekretorne faze do odlaganja poveéanih koli¢ina
kolagena tipa I i lll, te poremecene prijemljivosti, $§to upucuje na promijenjenu morfologiju i funkciju
endometrija (242,244).

Drugo, prokrvljenost endometrija jedan je od glavnih ¢imbenika koji odreduje njegovu
prijemljivost i uvjetuje normalan razvoj maj¢ino-fetalnog spoja (126,213). lako promjene krvnih zila
maternice u Zena s IPSP-om nisu dovoljno istraZene, rezultati provedenih istrazivanja upuéuju na
postojanje povecanog otpora spiralnih arterija u sredini sekretorne faze (266,267). Takoder, u
usporedbi sa Zenama normalne plodnosti, zene s IPSP-om imaju smanjen indeks vaskularizacije,
protoka i perfuzije u endometriju (268). S obzirom na to da svrsishodna angiogeneza u endometriju,
koja se odvija tijekom ¢itavog menstruacijskog ciklusa i trudnoce, izravno ovisi 0 stvaranju dostatnih
razina MMP-2 i -9 proteina u krvnim zilama (213), nepravilan obrazac razvoja i funkcije krvnih zila u
endometriju zena s IPSP-om mogao bi biti posljedica promijenjenog izrazaja tih MMP-ova. Osim §to
cijepanjem strukturnih proteinskih sastavnica ISM-a stvaraju prostor za migraciju endotelnih stanica,
MMP-9 novaci preteCe endotelnih stanica i hematopoetskih mati¢nih stanica iz koStane srzi (269).
Konaéno, MMP-2 i -9 stvaraju matrikine i oslobadaju molekule koje poti¢u angiogenezu (269).
Istovremeni izrazaj MMP-2, -9 i VEGF-a u novooblikovanim krvnim zilama dodatno upucuje na
izravno medudjelovanje MMP-ova s molekulama koje potic¢u angiogenezu (81,140,213). Zanimljivo je
da je u endometriju Zena s IPSP-om utvrden promijenjen izrazaj nekolicine ¢imbenika koji poti¢u
angiogenezu, ukljuc¢uju¢i VEGF koji se oslobada cijepanjem pomocu MMP-2 i -9 (270).

Trece, pre-decidualne stanice imaju kljuéne uloge u uspostavljanju majc¢ino-fetalnog spoja,
nadziru¢i prijemljivost, probir zametaka prema njihovoj kvaliteti, imunosni odgovor, nadzor invazije
trofoblasta, hemostazu, kao i obranu od oksidativnog stresa (3). Stoga, pre-decidualne stanice aktivno
sudjeluju u procesu implantacije (271). Stovise, rast i razvoj trofoblasta ovisi 0 sposobnosti migracije
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pre-decidualnih stanica, dok inhibicija signalnih puteva koji nadziru pokretljivost, reorganizaciju
citoskeleta i adheziju decidualnih stanica onemogucava proliferaciju i diferencijaciju blastociste
(271,272). Pokretljivost i invazivna sposobnost pre-decidualnih stanica posredovana je MMP-2 i -9
enzimima, Cije se Stvaranje dodatno povecava U nazocnosti Stanica trofoblasta, ¢ime pre-decidualne
stanice promi¢u inkapsulaciju blastociste i njeno usadivanje u endometrij (225,273). Tijekom
trudnoce, decidualne stanice odgovaraju na signale koje odasilje trofoblast te kao odgovor na njih
stvaraju brojne molekule koje pospjesuju placentaciju (225,271). Pre-decidualne stanice Zena
normalne plodnosti imaju sposobnost sprjeCavanja migracije i prestanka stvaranja tih molekula u
prisustvu zametaka losije kvalitete (124,134,141). Naprotiv, u zena s IPSP-om pre-decidualne stanice
nemaju sposbnost probira zametaka prema njihovoj kvaliteti, ve¢ migriraju i inkapsuliraju sve
blastociste (134,141). U Zena koje imaju rizicne MMP-2 -735 CT, MMP-2 -1306 CC, kao i MMP-9 -
1562 CC genotipove mogla bi biti naruSena sposobnost migracije pre-decidualnih stanica, probir
zametaka 1 razvoj posteljice, $to je u skladu s najnovijim spoznajama o poremecenoj funkciji
(pre)decidualnog tkiva u Zzena s IPSP-om. Stoga bi upravo poremecaji funkcije pre-decidualnih stanica
mogli biti jedinstveni patogenetski mehanizam odgovoran za spontani pobacaj zametaka i plodova
euploidnog i aneuploidnog kariotipa (271).

Cetvrto, tijekom procesa (pre)decidualizacije dolazi do nakupljanja neutrofila, makrofaga,
eozinofila i uNK stanica, koji u endometrij migriraju iz krvnih zila, prodiru¢i kroz bazalnu membranu
stvaranjem MMP-9 (213,224). Stoga bi promjene u razinama i aktivnosti dostupnih enzima mogle
poremetiti broj i funkciju imunosnih stanica na maj¢ino-fetalnom spoju.

Peto, mehanizmi koji bi takoder mogli narusiti proces (pre)decidualizacije zbog poremec¢enog
izrazaja gena MMP obitelji posljedi¢no genskoj podloznosti, ukljuc¢uju promjene u djelovanju MMP-
ova koje nije povezano s cijepanjem sastavnica ISM-a, ve¢ brojnih drugih proteina. Primjerice,
razgradnjom spojeva izmedu stanica i ISM-a, MMP-9 promice anoikis, posebnu vrstu apoptoze, koja
nastaje gubitkom povezanosti ISM-a i stanice (274). Apoptoza je vazan mehanizam koji nadzire
sazrijevanje endometrija tijekom sekretorne faze, kao i rast i invazivnost trofoblasta (275). U
endometriju zena s IPSP-om pronadena je povecana apoptoza, kao i smanjena proliferacija stanica
(275). Osim toga, cijepanjem raznih proteina, MMP-ovi oslobadaju molekule kljuéne u trudnodi,
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poput IL-1B, TGF-B i IGFBP-3, povecavajuci njihovu dostupnost (165). Nadalje, MMP-2 i -9 ureduju
djelovanje trombocita, poticuci odnosno sprje¢avajuéi njihovo sljepljivanje, s posljedi¢nim uéinkom
na hemostazu (276). Naposlijetku, iznenadujuce, rezultati najnovijih istraZivanja upucuju na
unutarstani¢no djelovanje brojnih MMP-ova, klju¢no u mehanizmima nadzora raznih procesa, poput
urodene imunosti i apoptoze (159,277). Matriks metaloproteinaze su pronadene u jezgri, mitohondriju,
vezikularnim i citoplazmatskim odjeljcima, ukljuéujuéi citoskelet (159). Utvrdeno je da cijepaju
uredivaCe apoptoze, druge glasnike, Saperone, proteine citoskeleta, autoantigene, enzime u
metabolizmu Secera i sinteze proteina, uredivace transkripcije i translacije i mnoge druge (277).
Takoder, enzim MMP-2 djeluje kao signalna molekula aktivirana oksidativnim stresom u jezgri,
sarkomerama i kaveolama (159).

Osim vaznih uloga u endometriju tijekom pripreme endometrija za implantaciju, MMP-ovi
ureduju razli¢ite funkcije jajnika, gdje ih ve¢inom stvaraju leukociti (278,279). Naime, MMP-2 i -9
nadziru rast i razvoj folikula, cijepanje kolagena stijenke folikula tijekom ovulacije, kao i oblikovanje,
odrzavanje i propadanje Zzutog tijela (211,221,278,280). Sastav i cjelovitost ISM-a jajnika ureduje
oblik stanice, medustani¢nu komunikaciju, steroidogenezu i prezivljavanje, a promjene u izraZaju gena
MMP i TIMP obitelji povezuju se s poremecenim stvaranjem hormona u Zena Sa Sindromom
policisti¢nih jajnika (281). Takoder, u hipofizi, MMP-2 i -9 sudjeluju u neuroendokrinom nadzoru
aktivnosti gonadotropin oslobadajuc¢ih hormona (282). Stoga bi poremecaj izrazaja MMP-2 i -9 gena
mogao biti uzrokom poremecene funkcije i nemoguénosti odrzanja Zutog tijela, te posljedi¢no
spontanog pobacaja (281).

Zanimljivo je da gotovo svi mehanizmi predlozeni kao mogu¢i uzroéni ¢imbenici IPSP-a,
ukljucujuci antifosfolipidni sindrom, sindrom policisti¢nih jajnika, insuficijenciju Zutog tijela i druge,
utje¢u na izrazaj gena MMP obitelji. Primjerice, antifosfolipidna protutijela smanjuju stvaranje MMP-
ova u endotelnim stanicama spiralnih arteriola, sprjecavajuc¢i angiogenezu (29). Stoga bi, unatoé¢
raznim mogu¢im uzro¢nim ¢imbenicima, patogenetski mehanizam IPSP-a mogao biti isti, a ukljucuje
poremecaj aktivnosti izvr$nih enzima preoblikovanja ISM-a endometrija. Stoga, proteini obitelji
MMP-ova i TIMP-ova ¢ine moguce vezno mjesto koje ujedinjuje opisane etiologije i daje znanstvenu
opravdanost za daljnja istrazivanja u tom podrudju.
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Medutim, rezultati manjeg broja istrazivanja upucuju da ne postoji povezanost poremeéenog
izrazaja gena MMP i TIMP obitelji. Tako, u tri istrazivanja nije pronadena statisticki znacajna razlika
u razini MMP-2 i -9, kao i TIMP-1 i -2 mRNA i proteina u tkivu endometrija u sredini sekretorne faze
izmedu zena s IPSP-om i kontrolne skupine (242,243,283). Takoder, u jednom istrazivanju nije
utvrdena povezanost izmedu razine izrazaja MMP-2 gena i stvaranja pinopoda, koji se drze moguc¢im
biljezima prijemljivosti endometrija (284). Rezultati jedinog istrazivanja razlike razina MMP-ova u
serumu normalnih trudnica i onih s IPSP-om, pokazali su razlike za MMP-3, ali ne i za MMP-1 i -9
protein. Medutim, navodi se da serumske razine moguce ne odrazavaju lokalne promjene u
endometriju (245).

Povezanost polimorfnih varijanti gena MMP obitelji i IPSP-a prethodno je ispitana u samo
jednom istrazivanju, za MMP-9 -1562 C/T u zena Indijske populacije, bez njihovih reproduktivnih
partnera (249). U tom istraZivanju nisu pronadene statisticki zna¢ajne razlike u raspodjeli genotipova i
alela izmedu zena s IPSP-om i kontrolne skupine, $to je opre¢no rezultatima dobivenim u ovom

istraZivanju. Moguéi razlog razilaZenja u rezultatima su geneticke razlike svojstvene za populacije.

Jedan od specifi¢nih ciljeva ovog istrazivanja bio je utvrditi ulestalosti haplotipova za
polimorfne varijante gena MMP obitelji koje su smjestene na istom kromosomu, izri¢ito za MMP-1 -
1607 1G/2G i MMP-3 -1612 5A/6A, kao i MMP-2 -735 C/T i -1306 C/T. Haplotip je skup alela
smjeStenih na razli¢itim lokusima duz istog kromosoma unutar homolognog para, koji se zajedno
nasljeduju (285). Analizom haplotipova odreduje se polozaj alela viSe istrazivanih polimorfnih
varijanti zasebno za oba kromosoma u homolognom paru, §to analizom pojedina¢nih i kombinacija
genotipova nije moguée. U ovom istrazivanju, analiza je provedena postupkom maksimizacije
o¢ekivanja, koja odreduje vjerojatnost ucestalosti haplotipova dodjeljuju¢i alele haplotipovima s
visokom razinom preciznosti (285). U zena s IPSP-om, u usporedbi s kontrolnom skupinom je
utvrdena statisticki znacajno veca ucestalost haplotipa koji sadrzi MMP-2 -735 T i -1306 C alele
(P=0,002). Stovise, zene koje imaju MMP-2 -735 T i -1306 C haplotip imaju dva puta veéi izgled za
IPSP u usporedbi sa zenama koje imaju ostale haplotipove MMP-2 gena (OR=1,89; 95 % CI=1,26-
2,84; P=0,002).
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Vaznost odredivanja haplotipova proizlazi iz moguénosti procjene utjecaja alela vise
polimorfnih varijanti smjestenih na istom kromosomu, na podloznost za odredeni poremecaj (285).
Odredivanje polozaja alela vise polimorfnih varijanti po kromosomima unutar homolognih parova u
obliku haplotipova moze pruziti podatak 0 izmjeni genetiCkog materijala ili rekombinaciji izmedu
lokusa tih alela tijekom ukrizenog povezivanja (engl. crossing-over) u prvoj mejotickoj diobi.
Vjerojatnost izmjene genetiCkog materijala djelomi¢no ovisi o udaljenosti izmedu istrazivanih
polimorfnih varijanti. Sto su one blize smjestene, vjerojatnost njihove neravnoteZe povezanosti je
vecéa. Stoga, odredivanje haplotipova moze uputiti na zajednicki uc¢inak nekoliko alela razli¢itih lokusa
na istom kromosomu (engl. cis-acting loci), koji ¢esto ne dolazi do izrazaja kada se ti lokusi istraZuju
zasebno (285). Medutim, u ovom istraZivanju je utvrden zaseban utjecaj genotipova i alela MMP-2 -
735 C/T i MMP-2 -1306 C/T polimorfnih varijanti na podloznost za IPSP, dok haplotip koji ukljucuje

rizitne MMP-2 -735 T i -1306 C alele ne povecava dodatno izglede za IPSP u Zena.

Uvid u patogenezu IPSP-a uvjetovanog genetickom podloZzno$éu trudnice mogu pruziti drugi
poremecaji preoblikovanja endometrija povezani s poteskocama u reprodukciji, u kojih su u tkivu
endometrija i serumu zena utvrdene promijenjene razine izrazaja MMP i TIMP mRNA i proteina
(128). Navedeni poremecaji ukljucuju preeklampsiju, hipertenzije u trudnodi, prijevremeni porod,
ponavljane neuspjehe implantacije nakon metoda potpomognute oplodnje, odnosno endometriozu i
kroni¢ni endometritis. lako polimorfne varijante gena MMP i TIMP obitelji nisu prethodno istrazivane
kao ¢imbenici podloznosti za IPSP, brojna istrazivanja geneti¢ke povezanosti za te gene provedena su
u Zena s navedenim poteskoéama u reprodukciji. Stovise, za odredene polimorfne varijante gena MMP
obitelji pokazana je uzro¢na veza s promijenjenim izrazajem, §to upucuje da poremecena aktivnost
MMP-ova i TIMP-ova negativno utjee na sazrijevanje endometrija tijekom sekretorne faze, kao i
implantaciju i razvoj trudnoce (286). Tako su, primjerice, u endometriozi, poremecaju povezanom sa
smanjenom plodnoS¢u u Zena, kao i pove¢anom ucestalosti spontanih pobacaja, pronadene povisene
razine MMP-2 i -9 proteina u serumu, peritonealnoj tekuéini i tkivu endometrija, §to promice
invazivnost tkiva endometrija, kao i poremecenu angiogenezu u implantantima izvan endometrija
(287,288). Nadalje, u Zena s neplodno$¢u nepoznate etiologije pronadene su nize razine MMP-2 i -9,
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TIMP-1 i -3 mRNA u tkivu endometrija tijekom sredine sekretorne faze (289). Suprotno, u Zena s
ponavljanim neuspjehom implantacije nakon metoda potpomognute oplodnje razine MMP-2 i -9 su
poviSene U ispirku maternice u odnosu na zene normalne plodnosti, dok dvotjedno lijeCenje
kinolonskim antibioticima i kortikosteroidima smanjuje razine MMP-ova, a time i ucestalost spontanih
pobacaja (286).

Naposlijetku, enzimi MMP obitelji najbolje su istrazeni u preeklampsiji. Preeklampsija nastaje
zbog nedovoljne invazivne sposobnosti trofoblasta, dovodeci do nepotpunog preoblikovanja spiralnih
arteriola i smanjene prokrvljenosti posteljice (290). Navedene promjene povezuju se s niskim
razinama MMP-2 i -9 proteina u posteljici i amnijskoj tekuéini (290,291). Istovremeno, ishemiéna
posteljica otpusta brojne upalne posrednike koji, ve¢ i prije klini¢kih znakova preeklampsije, povisuju
razine MMP-2 i -9 proteina u perifernoj cirkulaciji trudnice, gdje MMP-ovi oslobadaju
vazokonstriktore cijepanjem raznih proteina, uzrokujuci hipertenziju (291,292). Provedena su i brojna
istraZivanja utjecaja polimorfnih varijanti MMP-2 i -9 gena na patogenezu preeklampsije, te je
pronadena mogucéa uzro¢na povezanost MMP-2 -735 C/T, MMP-2 -1306 C/T i MMP-9 -1562 C/T
genotipova i njihovog poremeéenog izrazaja. Tako su MMP-2 -735 T i MMP-2 -1306 C aleli u Zena
moguci ¢imbenici podloznosti za preeklampsiju, koji dovode do poviSenih razina MMP-2 proteina u
plazmi trudnica (292). Takoder, u Zzena s preeklampsijom je pronadena veéa uéestalost MMP-9 -1562
C alela, koji dovodi do snizenih razina MMP-9 proteina i nedovoljnog preoblikovanja spiralnih
arteriola (293). U drugim je istrazivanjima utvrdeno da razine MMP-2 i -9 proteina, kao i njihove
polimorfne varijante utje¢u na odgovor na lijeCenje antihipertenzivima (292,294). Stoga se predlazu
klini¢ka ispitivanja u kojima bi se trudnicama s povisenim rizikom za preeklampsiju odredivala razina
MMP-2 i -9 proteina iz krvi, te provodila genotipizacija sa ciljem procjene odgovora na
antihipertenzivno lijeCenje (290).

Polimorfne varijante MMP-2 -735 C/T, MMP-2 -1306 C/T i MMP-9 -1562 C/T ispitane su i u
ovom istrazivanju, a rizicni genotipovi i aleli za IPSP u Zena identi¢ni su onima u Zena s
preeklampsijom. Usporedivost rezultata ovog istraZivanja s onima provedenim u Zena s
preeklampsijom navodi na moguénost zajednicke patogeneze tih dvaju poremecaja. Zanimljivo je da
zene s dva ili viSe spontanih pobacaja imaju oko tri puta povecan izgled za razvoj preeklampsije
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(142,295-297). Stovise, pretpostavlja se da su uzro¢ni ¢Gimbenici IPSP-a i preeklampsije isti, odnosno
da ¢ine razliCite stupnjeve istog uzroénog poremecaja implantacije i placentacije, s razlikom sto IPSP
ne napreduje do faze arterijske hipertenzije u trudnice (298). Oba su poremeéaja obiljezena
poremeéenom funkcijom endotelnih stanica spiralnih arteriola, koji se o¢ituju nemoguéno$éu dilatacije
veé od sredine sekretorne faze, a u trudnoé¢i nesposobnosti prilagodbe endotela na invaziju EVT-a, uz
razvoj nedostatne cirkulacije u posteljici (298). Navodi se da je geneticka podloznost trudnice ili
zametka za nedostatnu invazivnost trofoblasta, koja neizbjezno dovodi do nepravilnog preoblikovanja
spiralnih arteriola, uzrokom poremecaja implantacije i placentacije u IPSP-u i preeklampsiji (108,142).
Ako je IPSP dio takvog poremecaja, moguce je da su tu mehanizmi probira zametaka puno stroziji

nego u slucajevima preeklampsije.

Unato¢ podudarnosti s rezultatima prethodnih istraZivanja izrazaja gena MMP obitelji u Zena s
IPSP-om, nekoliko je otezavajuc¢ih Cimbenika u tumacenju rezultata ovog rada. Naime, iako bi
prisustvo rizicnog MMP-9 -1562 CC genotipa moglo biti uzrokom niskih razina MMP-9 proteina u
ispirku maternice, a prisustvo MMP-2 -735 CT i TT, kao i MMP-2 -1306 CC genotipova u podlozi
visokih razina MMP-2 mRNA u tkivu endometrija zena s IPSP-om, navedeni genotipovi ne
objasnjavaju preostale rezultate istrazivanja genskog izrazaja, ukljucuju¢i niske razine MMP-2
proteina u ispirku maternice, kao i visoke razine MMP-9 mRNA u tkivu endometrija Zzena s IPSP-om
u usporedbi sa zenama normalne plodnosti (240,243). Medutim, moguce je da, premda odredeni aleli i
genotipovi polimorfnih varijanti gena MMP obitelji mijenjaju razinu izrazaja, nadzor transkripcije
najvjerojatnije ovisi o wvrsti stanice i razdoblju razvoja, odnosno dostupnosti transkripcijskih
¢imbenika, $to oteZava interpretaciju i procjenu ucinka polimorfnih varijanti u in vivo uvjetima,
posebice stoga Sto MMP-ove izraZzavaju razne stanice u endometriju. Primjerice, za polimorfnu
varijantu MMP-2 -735 C/T je dokazan suprotan u¢inak na izrazaj gena ovisno o vrsti tkiva
(179,180,182,183). Takoder, o nadzoru izrazaja gena MMP obitelji poznato je vec¢inom na temelju
istrazivanja provedenih na stani¢nim kulturama, te je upitno djeluju li isti mehanizmi u organizmu kao
cjelini (166). Precizni mehanizmi stani¢ne signalizacije koji poti¢u izrazaj gena MMP i TIMP obitelji
u stanicama endometrija nisu potpuno poznati, iako, kao i u brojnim drugim stanicama, izrazaj ovisi o
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ravnotezi citokina, hormona, ¢imbenika rasta i drugih molekula u odredenom mikrookolisu (212).
Navedeno potkrijepljuje ¢injenica da se izrazaj gena MMP obitelji u stanicama eEVT-a i iIEVT-a ne
podudara vremenski i koli¢inski, iako se one nalaze u neposrednoj blizini (265). Takoder, s obzirom
na redundanciju i cinjenicu da MMP-ovi cijepaju brojne strukturne i nestrukturne proteinske
sastavnice ISM-a, cesto se preklapajuci, teSko je precizno predvidjeti posljedice njihovog
pomijenjenog izrazaja (136,299).

Sazeto, MMP-2 -735 CT, MMP-2 -1306 CC ili MMP-9 -1562 CC genotipovi su moguci
¢imbenici podloznosti za IPSP u Zena, $to bi moglo dovesti do poremeéenog izrazaja gena MMP

obitelji tijekom sekretorne faze i trudnoce, te kao krajnju posljedicu spontani pobacaj.

S druge strane, MMP-ovi imaju vaZne uloge u trofoblastu, posebice stanicama EVT-a. S
obzirom na pretpostavku da je IPSP, kao i preeklampsija, uzrokovan nedostatnom invazivno$¢u
trofoblasta, moguce je da reproduktivni partneri prenose rizi¢ne alele i haplotipove polimorfnih
varijanti gena MMP obitelji na zametak, $to dovodi do njihovog poremecenog izrazaja u stanicama
trofoblasta (265). Vecina istrazivanja geneticke etiologije IPSP-a temelji se na ispitivanju pojedinac¢nih
gena kandidata isklju¢ivo u zena, dok u zametka ili ploda gotovo ni$ta nije poznato o genetickim
¢imbenicima koji bi mogli pota¢i spontani pobacaj (92). S obzirom na ravnopravni doprinos Zenskog i
muskog genoma stvaranju zigote, nuzno je istaknuti vaznost ukljucivanja muskih partnera u
istrazivanja geneticke podloznosti za IPSP.

Pretpostavku o dodatnom mehanizmu spontanog gubitka trudno¢e u parova s IPSP-om,
potaknutog od strane zametka, potkrijepljuju rezultati istrazivanja genskog izrazaja U kojima su
utvrdene nize razine MMP-2 mRNA u korionskim resica spontano pobacenih zametaka u 6. i 8. tjednu
trudnoée (246). Niske razine MMP-2 proteina mogu umanjiti sposobnost invazivnosti trofoblasta te
onemoguciti odgovarajuc¢e preoblikovanje spiralnih arteriola. Pretpostavlja se da razgradnja
trofoblastnih ¢epova unutar spiralnih arteriola pocinje oko 10. tjedna trudnoce, §to omogucava pocetak
protoka krvi kroz intervilozne prostore (2), dok se smanjeno stvaranje MMP-2 u trofoblastnim

cepovima povezuje s prestankom invazije eEVT-a (265).
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Procjena ucinka rizi¢nih alela i haplotipova u reproduktivnih parova s IPSP-om na razvoj
zametka moguca je ako su partneri homozigoti za rizicne genotipove, pa zene i muskarci heterozigoti
za rizi¢ni genotip ¢ine navedenu procjenu problemati¢nom. Stoga je utjecaj rizicnog MMP-2 -735 CT
genotipa u Zene na razvoj zametka teze tumaciti, S obzirom na njegov heterozigotni oblik. Analizu
nasljedivanja rizi¢nih alela moguce je provesti testom neravnoteze prijenosa alela (engl. transmission
disequilibrium test), kojim se analiziraju roditelji heterozigoti za alel povezan s podloznos¢u za
odredeni poremeéaj, procjenjujuéi ucestalost prenoSenja tog ili drugog alela na potomke (300).
Nazalost, s obzirom na to da u ovom istrazivanju nije analiziran genotip spontano pobacenih zametaka
i plodova, test neravnoteze prijenosa alela nije bilo moguce provesti. No, istovremeno, potrebno je
spomenuti nekoliko moguc¢ih mehanizama koji dovode do IPSP-a, a koji su moguée posljedica genske
podloznosti zametka.

Prije svega, prodiranje stanica EVT-a u deciduu ukljucuje stvaranje spojeva izmedu stanica
EVT-a i ISM-a decidue, polariziranu razgradnju ISM-a, kao i migraciju kroz ISM do gornje trecine
miometrija. lako su brojni MMP-ovi izrazeni u stanicama EVT-a, upravo se MMP-2 i -9 enzimi drze
klju¢nim urediva¢ima invazivne sposobnosti trofoblasta (135,212,233). Invazivna sposobnost stanica
EVT-a ovisna 0 MMP-ovima usporeduje se s onom stanica zlo¢udnih novotvorina (301). Medutim,
klju¢na razlika je u prostorno i vremenski strogo nadziranom izrazaju gena MMP obitelji, koji
stanicama EVT-a daje samo prolaznu sposobnost invazivnosti. Dodatna razlika prema tumorskom
tkivu je prisutnost stanica decidue, koje autokrinim i parakrinim oblikom signalizacije, kao i fizickim
dodirom, ureduju opseg i doseg invazije trofoblasta, prilagodavajuéi izrazaj gena MMP obitelji u
stanicama trofoblasta (265).

Ocito je da zene s rizicnim MMP-2 -1306 CC i MMP-9 -1562 CC genotipovima, utvrdenim u
ovom istrazivanju, U zigotu uvijek prenose C alel, koji je povezivan s viSim izrazajem MMP-2,
odnosno nizim izrazajem MMP-9 gena (174,181,184,185,189-191). Snizene razine MMP-9 enzima
prijece rast i invazivnu sposobnost trofoblasta (140,302-304). Nadalje, stanice EV'T-a stvaraju MMP-9
i potiCu apoptozu endotelnih stanica spiralnih arteriola decidue (303). Takoder, sprjeCavanje
prevodenja MMP-9 mRNA pomoc¢u malih interferiraju¢ih RNA molekula (engl. small interfering
RNA) u stanicama EVT-a, kao i djelovanja aktivhog MMP-9 enzima, onemogucéava preoblikovanje
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spiralnih arteriola zbog kocenja apoptoze endotelnih stanica, preobrazbe glatkih miSi¢nih stanica i
infiltracije leukocita (140,303,304). Kona¢no, stanice EVT-a prestaju stvarati MMP-9 kao odgovor na
stres, poput prekomjerne hipoksije u preeklampsiji, §to umanjuje invazivnost EVT-a i dovodi do plitke
implantacije (305). Sve navedeno mozZe biti uzrokom poremeéenog razvoja posteljice i spontanog
pobacaja.

Istrazivanje uloge genetickih ¢imbenika u spontano pobacenih plodova reproduktivnih parova
s IPSP-om otezava Cinjenica da se pobacaj u vise od 90 % slucajeva dogodi u vrlo ranom razdoblju
trudnoce, prije 12. tjedna gestacije (111). Posljedi¢no, u veéine istrazivanja se ne analizira geneticki
materijal zametaka i plodova, kao niti Zivorodene djece parova sa sekundarnim IPSP-om kao
ispitanika  kontrolne skupine (92). Takoder, nisu otkrivene patohistoloske promjene niti
imunohistokemijski biljezi patognomonic¢ni za IPSP (263).

Nadalje, s obzirom na to da su mjesta implantacije blastociste ¢ovjeka zbog etickih razloga
nedostupna za znanstveno istrazivanje, razumijevanje molekularnih mehanizama trudnoce ve¢inom se
temelji na istrazivanjima provedenim na zivotinjama, posebice misevima (124,271). Medutim, iako je
za pretpostaviti da su osnovni molekularni mehanizmi trudnoc¢e sli¢ni u svih sisavaca, vazno je
naglasiti da postoje vrlo jasne razlike izmedu vrsta (124,260). Prvo, za razliku od ¢ovjeka, u vecine
sisavaca, ukljucuju¢i misa, ne dolazi do spontane pre-decidualizacije prije trudnoce, ve¢ proces
pocinje tek nakon implantacije blastociste (271). Drugo, endometrij miSa ima sposobnost odgadanja
daljnjeg napredovanja implantacije zaustavljanjem razvoja blastociste procesom dijapauze, §to u
Covjeka nije slucaj (124,271). Tree, kromosomske aberacije, prisutne u barem 50 % spontano
pobacenih zametaka i plodova Covjeka, iznimno su rijetke u drugih vrsta, upucujuéi da o ishodu takvih
trudnoc¢a u Zivotinja nije poznato gotovo nista (38,124,271). Konacno, postojanje razlika u djelovanju
molekula, ukljuc¢uju¢i MMP-ove i TIMP-ove, nije zanemariv ¢imbenik prilikom tumacenja rezultata.
Tako, iako postoji homologija izmedu gena pripadnika Mmp obitelji, Mmp-1 gen u ¢ovjeka ima dva
ortologa u misa, MMP-1a i -1b, dok Mmp-26, vazan u reprodukciji ¢ovjeka, nema ortologa u misa
(149). Takoder je vazno napomenuti postojanje specifi¢nih razlika u nadzoru i djelovanju
promotorskih regija ovisno o vrsti, §to se oCituje posebnostima u izrazaju u istim tkivima (166).
Primjerice, MMP-9 je glavni MMP u implantaciji blastociste u misa, dok su u ¢ovjeka MMP-2 i -9
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podjednako vazni (265). Stoga, sve vise istrazivaca upucuje na problem nekriticnog sagledavanja
rezultata i poistovjec¢ivanja molekularnih mehanizama rane trudnoce u razli¢itih vrsta bez znanstvene
potvrde (124,271).

Dosad su stvoreni misevi S izbac¢enim genima (engl. knock-out) za 23 ¢lana Mmp obitelji
(306). Misevi s pojedinacno izbaéenim Mmp genima nemaju povecanu ucéestalost spontanih pobacaja i
prezivljavaju do rodenja, osim onih s izba¢enim Mmp-14 genom, koji ugibaju netom nakon rodenja
(136,147,306). No, pomnijom su analizom u istih modela otkrivene suptilne promjene koje ukljucuju
usporen proces decidualizacije i poremecenu angiogenezu U endometriju. Sli¢no, sprjeavanje
djelovanja MMP-ova pomocu razli¢itih inhibitora usporava proces decidualizacije U raznih vrsta,
onemogucavajuci Sirenje decidualnog podru¢ja na ostatak endometrija (307). Navedene spoznaje
upucuju na vaznost MMP-ova u procesu decidualizacije te se moZe pretpostaviti da bi se sliéni
poremecaji (pre)decidualizacije u ¢ovjeka mogli djelomi¢no objasniti promijenjenim izrazajem gena
Mmp obitelji (136).

lako misevi s pojedina¢no izba¢enim genima MMP obitelji ne pokazuju poremecaje plodnosti,
kao niti komplikacije u trudno¢i, moguce je da je odsustvo fenotipskog izrazaja posljedica
redundancije i nadoknade djelovanjem preostalih MMP-ova (147). Navedena redundancija izmedu
pripadnika obitelji MMP enzima dokazana je stvaranjem miSeva s istovremeno izba¢ena dva MMP
gena, koji pokazuju poremecaje u prenatalnom razvoju. Tako, miSevi s izbac¢enim Mmp-2 i -14 genima
ugibaju odmah nakon rodenja (147).

Na redundanciju i nadoknadu drugim MMP-ovima upuéuju i miSevi kojima su izbaceni
pojedina¢ni geni ¢iji proizvodi djeluju u uzvodnim signalnim putevima koji istovremeno nadziru
izrazaj visSe MMP-ova (136). Primjerice, miSevi u kojih je izbrisana DNA vezna domena Ets2
transkripcijskog ¢imbenika ugibaju vrlo rano tijekom prenatalnog razvoja zbog nemoguénosti
preoblikovanja ISM-a endometrija i poremecene angiogeneze (308). Navedeni poremecaji posljedica
su smanjenog izrazaja Mmp-3, -9 i -13 gena. Sli¢no, miSevi s izba¢enim JunB genom, pripadnikom
AP-1 obitelji transkripcijskih ¢imbenika, imaju niske razine MMP-9 proteina $to uzrokuje poremecenu
angiogenezu i spontani pobacaj (309). Nadalje, sprje¢avanje djelovanja MMP-ova inhibitorom Sirokog
spektra u miSeva kojima nedostaje plazminogen dovodi do spontanih pobacaja, a patohistoloska
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analiza mjesta implantacije pokazuju odgodenu decidualizaciju, poremeéenu angiogenezu i razvoj
posteljice (310).

Za razliku od znacajnih rezultata za ispitane polimorfne varijante MMP-2 i -9 gena u ovom
istrazivanju, za genotipove, alele i haplotipove MMP-1 -1607 1G/2G i MMP-3 -1612 5A/6A
polimorfnih varijanti nije pronadena razlika u ucestalosti izmedu Zena skupine parova s IPSP-om i
kontrolne skupine, kao niti utjecaj na IPSP. Takoder, izmedu muskaraca skupine parova s IPSP-om i
kontrolne skupine nije bilo statisticki znacajnih razlika u raspodjeli ucestalosti pojedina¢nih i
kombinacije genotipova i alela niti jedne od istrazivanih polimorfnih varijanti gena MMP obitelji ili
njihovog utjecaja na podloznost za IPSP. Unato¢ tome, ne treba iskljuciti moguénost uloge drugih
polimorfnih varijanti navedenih gena, kao i drugih gena MMP obitelji. Takoder, geneti¢ka
varijabilnost samo je jedan od mogucih ¢imbenika koji dovodi do poremec¢enog nadzora izrazaja gena
MMP obitelji, s obzirom na to da je njihova aktivnost nadzirana na nekoliko razina (mehanizmi
opisani na str. 33). Ostali MMP-ovi ¢iji je poremecen izrazaj u IPSP-u dokazan u pojedinaénim

istrazivanjima su MMP-7, 10, -12, -19 i -26, §to ostavlja prostor za daljnja istrazivanja (311-313).

5.2.VARIJABILNOST GENA TIMP OBITELJI U PAROVA S IPSP-OM

S obzirom na to da je ravnoteza izmedu MMP-ova i TIMP-ova na maj¢ino-fetalnom spoja
kljuéna za normalan razvoj trudnoce, u ovom su istrazivanju ispitane i polimorfne varijante gena
TIMP obitelji (299). Utjecaj odabranih TIMP-1 -372 C/T, TIMP-2 -303 C/T, TIMP-3 -915 A/G, TIMP-
3-1296 C/T i TIMP-4 -3-UTR C/T polimorfnih varijanti na izrazaj gena nije poznat, osim za TIMP-4
-3-'UTR C/T, koja utjee na stabilnost i prevodenje TIMP-4 mRNA (209). Veéina polimorfnih
varijanti u genomu ¢ovjeka smjestena je izvan kodiraju¢ih podrucja gena, a svega manji dio onih u
kodiraju¢im podrué¢jima dovodi do zamjene aminokiselina unutar proteina (285). Iako ucinak takvih
istoznacnih 1 tihih polimorfizama na izrazaj gena nije posve razjasnjen, sve veéi broj rezultata
genetickih istrazivanja upucuje na njihovu povezanost s podloznoséu za slozene bolesti, ali i
nepotpuno razumijevanje uloge polimorfizama u zdravlju i bolesti ¢ovjeka (285).

U ovom istrazivanju, ucestalosti pojedinacnih, kao i kombinacije genotipova i alela TIMP-1 -
372 CIT, TIMP-2 -303 C/T, TIMP-3 -915 A/G, TIMP-3 -1296 C/T i TIMP-4 -3'-UTR C/T polimorfnih
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varijanti nisu se statisti¢ki znacajno razlikovale U zena i muskaraca izmedu skupine parova s IPSP-om
i kontrolne skupine. Takoder, nije utvrden utjecaj genotipova i alela navedenih polimorfnih varijanti
gena TIMP obitelji na podloznost za IPSP u zena i muSkaraca. Nadalje, nije pronadena razlika u
raspodjeli ucestalosti TIMP-3 -915 A/G i -1296 C/T haplotipova u muskaraca i Zena izmedu skupine
parova s IPSP-om i kontrolne skupine. Medutim, iako dobiveni rezultati upuéuju da pojedinacne i
kombinacije polimorfnih varijanti gena TIMP obitelji ne utjeCu na podloZnost za IPSP u Zena i
muskaraca, nekoliko je razloga zasto su upravo ti geni dobri kandidati za daljnja istrazivanja geneticke
povezanosti s IPSP-om.

Prije svega, na vaznu ulogu proteina TIMP obitelji tijekom trudnoée upucuje poremecaj
izraZaja njihovih gena u tkivu endometrija i serumu Zena s IPSP-om (241-243,245). Opcenito, u Zena s
IPSP-om su pronadene nize razine TIMP-ova u endometriju i serumu, $to upucuje na poremecaj
ravnoteze izmedu MMP-ova i TIMP-ova (243). Nadalje, TIMP-ovi nadziru ¢itav niz procesa vaznih u
trudno¢i, no dvosmislene uloge u raznim bioloskim procesima posljedica su djelovanja ovisnog ili
neovisnog o sprjeavanju aktivnosti MMP-ova (196,198). Naime, TIMP-ovi ponisStavaju djelovanje
MMP-ova sprjecavaju¢i proliferaciju, apoptozu i migraciju stanica. Primjerice, istovremeni izrazaj
TIMP-ova u endotelu i glatkim miSiénim stanicama §titi cjelovitost krvnih zila endometrija tijekom
(pre)decidualizacije i implantacije (213,216,217). S druge strane, neovisno o inhibiciji MMP-ova,
TIMP-1 i -2 poti¢u proliferaciju, a TIMP-2 i -3 sprjeavaju angiogenezu izravnim potiskivanjem
migracije i proliferacije endotelnih stanica (199). Naposlijetku, potrebno je istaknuti svojstvene uloge
pojedina¢nih TIMP-ova u pripremi endometrija za implantaciju i placentaciju, kao i djelovanju na
maj¢ino-fetalnom spoju.

Posebno je zanimljiv TIMP-1 gen, koji je smjesten na kromosomu X. lako se u tjelesnim
stanicama zena sisavaca jedan od dva kromosoma X nasumi¢no transkripcijski stiSava (str. 17),
otprilike 15 % gena na inaktivnom kromosomu X ostaje uvijek izrazeno, a dodatnih 10 % gena,
ukljucujuci TIMP-1 gen, pokazuje promjenjivu inaktivaciju na inaktivnom kromosomu X (314-316).
Stovise, TIMP-1 gen pokazuje promjenjivi obrazac inaktivacije izmedu Zena, pa ak i tkiva u iste Zene
(315,316). S obzirom na to da su rezultati pojedinih istrazivanja uputili na vecu ucestalost
nenasumicne inaktivacije kromosoma X u Zena s IPSP-om, moguce je da odredene (epi)geneticke
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promjene TIMP-1 gena pridonose takvom obrascu inaktivacije i, posljedi¢no, povecanoj ucestalosti
spontano pobacenih zametaka i plodova muskog spola. Dodatni mehanizam kojim bi TIMP-1 gen
mogao pridonijeti podloznosti za IPSP ukljucuje promjene u razini izrazaja ovisno o aktivnosti TIMP-
1 gena na inaktivnom kromosomu X. Naime, zene u kojih je TIMP-1 gen izrazen s oba alela imaju
povecane razine TIMP-1 proteina, §to moZe biti cimbenik podloznosti za razli¢ite bolesti, ukljucujuci
IPSP (316). Protein TIMP-1 iznimno je vazan u spolnim Zlijezdama, gdje stvarajuéi spoj s pro-
katepsinom L potic¢e steroidogenezu u Leydigovim i granuloza stanicama, a time razvoj zenskih i
muskih spolnih stanica (195,317). Takoder, zajedno s TIMP-2 proteinom, TIMP-1 je izrazen u
miometriju, gdje moguce nadzire doseg implantacije (318).

Od moguceg znacaja za IPSP je i TIMP-2 gen, ¢iji su CNV-ovi pronadeni u Zena s IPSP-om i
njihovih spontano pobacenih zametaka (121). No, s obzirom na to da je TIMP-2 CNV u zametaka bio
nasljedena promjena, u istrazivanju je istaknuto kako je utjecaj na razvoj IPSP-a upitan. Medutim,
treba pretpostaviti da TIMP-2 CNV u zena s IPSP-om moguce utjece na proces (pre)decidualizacije i
time pridonosi neuspje$snom ishodu trudnoce. Osim toga, polimorfna varijanta TIMP-2 -303 C/T u
majke i djeteta povezana je s podloznos¢u za prijevremeni porod koji nastaje spontano ili zbog
prijevremenog puknuc¢a fetalnih ovojnica, $to upucuje na mogucéu ulogu genetiCke varijabilnosti
TIMP-2 gena u odredivanju ishoda trudnoce (204,205).

Na vazne uloge TIMP-3 proteina u reprodukciji ¢ovjeka upucuje posebna grada promotorske
regije gena, koja sadrzi podrucja osjetljiva na progesteron, zbog ¢ega su u ovom istrazivanju odabrane
dvije polimorfne varijante smjeStene upravo u tom podruéju (220). Pod utjecajem progesterona
tijekom sekretorne faze, razine izrazaja TIMP-3 gena se poveéavaju, zbog ¢ega se TIMP-3 protein drzi
jednim od glavnih biljega (pre)decidualizacije (319). Poznato je da TIMP-3 poti¢e prezivljavanje pre-
decidualnih stanica, dok njegove snizene razine mogu potaknuti njihovu apoptozu (319).

Konacno, za razliku od ostalih TIMP-ova, uloge TIMP-4 proteina u reprodukciji covjeka tek
se istrazuju, iako je poznato da sudjeluje u implantaciji i nadzoru dosega invazivnosti trofoblasta,
vjerojatno uredujuci aktivhost MMP-2 i -9 (214,226,238).

Na vaznost poremecenog izrazaja TIMP-ova u odredivaju ishoda trudnoc¢e dodatno upucuju
razli¢iti umjetno stvoreni misevi (147). lako misevi s pojedinac¢no izba¢enim genima Timp obitelji
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nemaju povecanu ucestalost spontanih pobacaja, pokazuju znatne poteskoée u reprodukceiji (303,147).
Primjerice, misevi s izbacenim Timp-1 genom imaju skracen vijek razmnozavanja, Smanjeno stvaranje
progesterona u jajniku, ubrzan razvoj Zlijezda u endometriju i otezano zaceée (320,321). Sli¢no,
misevi u kojih je djelovanje Timp-1 gena sprje¢eno pomoéu mikroRNA molekula su neplodni zbog
poremecene angiogeneze zutog tijela jajnika (322). Nadalje, u CBA/J Zzenki i DBA/2 muzjaka,
kombinaciji krizanja miSeva podloznima spontanim pobacajima (engl. abortion-prone), nemoguénost
preoblikovanja spiralnih arteriola posljedica je povecanog izrazaja Timp-2 gena (323). Potonji rezultati
oprecni su onima dobivenim u zena s IPSP-om, u kojih su povisene razine TIMP-2 proteina povezane

s uspjes$nim ishodom trudnoce (245).

5.3.VARIJABILNOST GENA MMP | TIMP OBITELJI U PAROVA S PRIMARNIM I

SEKUNDARNIM IPSP-OM

Jedna od posebnosti ovog istrazivanja je analiza polimorfnih varijanti zasebno u ispitanika
podskupina primarnih i sekundarnih IPSP-ova. Naime, pretpostavlja se da se patogenetski mehanizmi
spontanih pobacaja razlikuju izmedu dviju podskupina, iako rezultati prethodno provedenih
istraZivanja nisu jednozna¢no potvrdili navedenu pretpostavku (17). Primjerice, Zzene s primarnim
IPSP-om imaju vedi rizik za razvoj hipertenzije u trudnod¢i i prijevremenog poroda u usporedbi sa
Zzenama sa sekundarnim IPSP-om (324,325). Takoder, u Zena s primarnim IPSP-om predlagani su
neimunosni uzroci spontanog pobacaja, s obzirom na povec¢anu uéestalost trombofilija, dok se u Zzena
sa sekundarnim IPSP-om pretpostavljaju imunosni mehanizmi spontanog gubitka trudnoce, posebice
ako je prvorodeno dijete muskog spola (326-328). Medutim, druga istrazivanja nisu potvrdila takve
rezultate, upucujucéi na nepostojanje razlika u uzro¢nim mehanizmima spontanog pobacaja izmedu
7ena s primarnim i sekundarnim IPSP-om (18,329). Stovise, u¢estalost antifosfolipidnog sindroma,
kao i kromosomskih aberacija u reproduktivnih partnera s primarnim i sekundarnim IPSP-om je
podjednaka (45).

Dosad su u svega malom broju istrazivanja geneti¢ke povezanosti ispitanici razvrstani u
podskupine primarnih i sekundarnih IPSP-ova, zbog ¢ega geneticka podloznost za podvrste IPSP-a
nije dovoljno istraZena. Stoga, sa ciljem utvrdivanja razlika u geneti¢koj podloZnosti izmedu
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primarnog i sekundarnog IPSP-a, u ovom je istrazivanju provedena zasebna analiza raspodjele
ucestalosti genotipova, alela i haplotipova gena MMP i TIMP obitelji, kao i njihovog utjecaja na
podloznost za primarni i sekundarni IPSP. Medutim, izmedu Zena podskupina primarnih i sekundarnih
IPSP-ova nisu utvrdene statisticki znacajne razlike u ucestalosti pojedina¢nih i kombinacije
genotipova, alela i haplotipova niti jedne od ispitivanih varijanti gena MMP i TIMP obitelji. Takoder,
u zena nije utvrden utjecaj polimorfnih varijanti navedenih gena na podloznost za IPSP.

Suprotno, izmedu muskaraca dviju podskupina, od istrazivanih polimorfnih varijanti gena
MMP i TIMP obitelji statisticku znacajnost je dosegla jedino razlika u raspodjeli ucestalosti
genotipova i alela MMP-9 -1562 C/T polimorfne varijante. Tako je u muskih partnera Zena Sa
sekundarnim IPSP-om, u usporedbi s primarnim IPSP-om, utvrdena statisticki znacajno veca
ucestalost MMP-9 -1562 CC genotipa (P=0,015), ¢ije prisustvo povecava izglede za sekundarni IPSP
gotovo Cetiri puta u usporedbi s muskarcima koji imaju MMP-9 -1562 CT i TT genotipove (OR=3,81;
95 % Cl=1,47-9,84; P=0,006). Takoder, iako doseZu razinu statisti¢ke zna¢ajnosti, kombinacije MMP-
9 -1562 CC genotipa s genotipovima drugih polimorfnih varijanti gena MMP i TIMP obitelji ne
povecavaju izglede za primarni ili sekundarni IPSP u usporedbi s pojedina¢nim MMP-9 -1562 CC
genotipom. Stoga je MMP-9 -1562 CC genotip u muskaraca moguc¢i samostalan ¢imbenik podloznosti
za sekundarni IPSP, dok njegova kombinacija s drugim genotipovima ne povecava dodatno izglede za
IPSP. Isti genotip u Zena je u ovom istraZivanju utvrden kao moguéi ¢imbenik rizika za IPSP.

S obzirom na to da muski partneri Zzena sa sekundarnim IPSP-om imaju barem jedno
zivorodeno dijete, odnosno barem jednu uspje$no iznesenu trudnocu, bilo bi za ocekivati vecu
ucestalost rizicnog MMP-9 -1562 CC genotipa u muskih partnera Zena s primarnim IPSP-om, §to je
suprotno od dobivenog. Zbog homozigotnog oblika rizi¢nog genotipa, ocito je da genom spermija u
zigotu uvijek donosi MMP-9 -1562 C alel, ali u¢inak na izrazaj u posteljici i ishod trudnoce ostaje
otvorenim pitanjem za buduca istrazivanja. No, postoji moguce obrazloZenje povecane ucestalosti
MMP-9 -1562 CC genotipa u muskih partnera zena sa sekundarnim IPSP-om. Naime, trudnoca koja je
zavrsila Zivorodenjem prije PSP-a predstavlja ¢imbenik rizika za preeklampsiju, odnosno Zene sa
sekundarnim IPSP-om imaju veéu ucestalost preeklampsije nego Zene kontrolne skupine (296). Stoga
se drzi da trudno¢a u Zene stvara oblik ,,(epi)geneti¢kog pamcéenja*“ zbog prisustva odredenog
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¢imbenika rizika, koji povecava rizik od komplikacija u narednim trudno¢ama (330). Tako je moguce
da prisustvo rizicnog MMP-9 -1562 C alela u zametka, nakon prve uspjesne trudnoce, ostavlja

»(epi)geneticko paméenje* koje ¢e u narednim trudno¢ama potaci spontani pobacaj.

5.4.NEDOSTACI | PREDNOSTI ISTRAZIVANJA

Istrazivanja geneticke podloznosti za IPSP obiljezena su nedosljednosc¢u u Kriterijima odabira
skupina ispitanika, odredenja IPSP-a, kao i metodologije samog pokusa (92), §to se u ovom
istraZivanju pokusalo zaobici.

Ipak, treba navesti nedostatke provedenog istrazivanja. Prvo, uzorci DNA molekule spontano
pobacenih zametaka i plodova reproduktivnih parova s IPSP-om nisu prikupljeni zbog ¢ega procjena
ucinka rizi¢nih heterozigotnih genotipova na rast i razvoj zametka nije bila mogu¢a. No, vazno je
napomenuti kako bi u istrazivanje bilo potrebno ukljuéiti sve spontano pobacene zametke i plodove
reproduktivnih parova s IPSP-om, ne samo posljednje u nizu, $to dosad nije provedeno niti u jednom
istrazivanju (92). Naime, svaki zametak ima jedinstvenu geneticku kombinaciju s jedinstvenim
epigenetickim modifikacijama i uvjetima okolisa (92). Drugo, prilikom analize ucestalosti
kombinacija genotipova dvije ili vi§e polimorfnih varijanti broj ispitanika se po pojedinim skupinama
smanjuje, $to otezava donoSenje valjanih zakljucaka zbog umanjene snage testa. Trece, u ovom je
istraZivanju ispitan utjecaj geneti¢ke varijabilnosti gena MMP i TIMP obitelji na podloZnost za IPSP,
§to je samo jedan od mogucih uzroka koji dovodi do poremecenog izraZaja tih gena.

Unato¢ navedenim nedostacima, ovo istrazivanje ima nekoliko prednosti, poput navedene
dostatne snage testa i broja ispitanika. Takoder, u istrazivanje su bili ukljuceni reproduktivni partneri
Zena s IPSP-om. Naime, vecina istrazivanja provedena je samo na zenama, a Samo iznimno i njihovim
reproduktivnim partnerima, $t0 upucuje na nepostojanje opceprihvac¢enog poimanja trudnoce kao
fenomena u kojem na majc¢ino-fetalnom spoju dolazi do medudjelovanja genoma Zene, muskarca i
zametka (92,101,119). Nadalje, reproduktivni partneri ukljuceni u istrazivanje odabrani su prema
strogim kriterijima nakon detaljne klinicke obrade u kojoj su iskljuéeni svi poznati uzroci IPSP-a (9).
Stovise, u skladu s ESHRE smjernicama, izrabrani su reproduktivni parovi s tri ili viSe uzastopnih
spontanih pobacaja, $to je pridonijelo vjerodostojnosti rezultata. Znafajno je da je veéina
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reproduktivnih parova (91,8 %) imala spontane pobacaje u prvih 12 tjedana, ¢ineci istovrsnu skupinu
ispitanika pogodnu za ispitivanje hipoteze o genetickoj podloznosti za poremeceno preoblikovanje
ISM-a endometrija u IPSP-u prije i tijekom najranije trudnoce. Za razliku od vedine istrazivanja
geneticke povezanosti s podloznos¢éu za IPSP, poseban doprinos ovog istrazivanja ukljucuje dio
geneticke analize proveden na ispitanicima podskupina primarnih i1 sekundarnih I[PSP-ova.
Naposlijetku, istrazivanje je provedeno kao istraZivanje geneticke povezanosti u kojem su koriSteni
uzorci genomske DNA izolirane iz periferne krvi ispitanika. Drzi se da istrazivanja genetiCke
povezanosti imaju vecu snagu u trazenju gena podloznosti za sloZene bolesti u usporedbi s obiteljskim

istrazivanjima (285).

5.5. BUDUCE SMJERNICE

Rezultati ovog istrazivanja pridonose boljem razumijevanju geneticke podloznosti za IPSP,
kao i uloge varijabilnosti gena MMP i TIMP obitelji u etiologiji IPSP-a. Takoder, istrazivanje
pridonosi stjecanju temeljnih znanja o genetickim mehanizmima normalne i patoloske trudnoce,
ukljucujuci spontani pobacaj.

Buduca istrazivanja uloge gena MMP i TIMP obitelji trebala bi se temeljiti na istrazivanjima
genskog izrazaja sa ciljem otkrivanja utjecaja genotipova i alela polimorfnih varijanti na izrazaj gena
MMP i TIMP obitelji i njihovih proizvoda u pre-decidualnim stanicama zena s IPSP-om, ali i
trofoblastu spontano pobacenih zametaka i plodova. Stovise, potrebna su istrazivanja geneticke
povezanosti koja uklju¢uju oba reproduktivna partnera i spontano pobacene zametke i plodove.
Nadalje, moguca su dodatna istrazivanja geneti¢ke povezanosti na veCem broju uzoraka i drugim
populacijama kako bi se upotpunilo razumijevanje uloge geneticke varijabilnost gena MMP i TIMP
obitelji u etiologiji IPSP-a.

lako se poznati uzroci PSP-a dijele na geneticke i negeneticke, lijecenje je zasad moguce samo
u potonje skupine, ukljucujuéi kirursko ispravljanje anomalija maternice, antikoagulantno lijeCenje
antifosfolipidnog sindroma, kao i izbjegavanje rizi¢nih okolisnih ¢imbenika (9). Stoga ¢e savladavanje
temeljnih znanja o molekularnim mehanizmima normalne trudnoce, kao i patoloskih stanja u trudno¢i,
pridonijeti u¢inkovitijem pristupu problemu ponavljaju¢ih spontanih pobacaja u klini¢koj praksi.
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6. ZAKLJUCCI
Dobiveni rezultati odgovaraju na pretpostavku ovog istrazivanja, iz ¢ega proizlaze sljedeci

zakljucci:

A) uloga varijabilnosti MMP-1, -2, -3, -9 te TIMP-1, -2, -3 i -4 gena kao ¢imbenika

podloznosti za IPSP u reproduktivnih parova:

1. statisti¢ki znacajno vecéa ucestalost pojedinaénih MMP-2 -735 CT, MMP-2 -1306 CC ili
MMP-9 -1562 CC genotipova u zena s IPSP-om u usporedbi s kontrolnom skupinom
upucuje da bi mogli biti ¢imbenici podloznosti za IPSP

2. pojedina¢ne i kombinacije polimorfnih varijanti MMP-1 -1607 1G/2G, MMP-3 -1612
5A/6A, te TIMP-1 -372 C/T, TIMP-2 -303 C/T, TIMP-3 -915 A/G, TIMP-3 -1296 C/T i

TIMP-4 -3-UTR C/T u Zena, kao niti muskaraca ne pridonose podloznosti za IPSP

B) uloga varijabilnosti MMP-1, -2, -3, -9 te TIMP-1, -2, -3 i -4 gena kao ¢imbenika

podloznosti za primarni i sekundarni IPSP u reproduktivnih parova:

1. statisti¢ki znacajno vecéa ucestalost MMP-9 -1562 CC genotipa u muskih partnera Zena sa
sekundarnim IPSP-om u usporedbi s primarnim IPSP-om upu¢uje da bi mogao biti
¢imbenik podloznosti za sekundarni IPSP

2. pojedinacne i kombinacije polimorfnih varijanti MMP-1 -1607 1G/2G, MMP-2 -735 C/T,
MMP-2 -1306 C/T, MMP-3 -1612 5A/6A, te TIMP-1 -372 C/T, TIMP-2 -303 C/T, TIMP-
3 -915 A/G, TIMP-3 -1296 C/T i TIMP-4 -3-UTR C/T u zena, kao niti muskaraca ne

pridonose podloznosti za primarni i sekundarni IPSP
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Ljubljana, Slovenija

Klini¢ni institut za medicinsko genetiko,

Univerzitetni kliniéni center Ljubljana

Reproduktivna genetika, osnovne molekularne laboratorijske vjestine

Rujan 2006.

Ljubljana, Slovenija

Klini¢ni institut za medicinsko genetiko,

Univerzitetni klini¢ni center Ljubljana

Reproduktivna genetika, osnovne molekularne laboratorijske vjestine
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OSOBNE VJESTINE I
KOMPETENCIJE
Materinji jezik

Strani jezik
Govori, pise, Cita

Strani jezik
Govori, pise, Cita

SOCIJALNE VJESTINE I
KOMPETENCIJE

ORGANIZACIJSKE
VJESTINE I
KOMPETENCIJE

TEHNICKE VJESTINE I
KOMPETENCIJE

VOZACKA DOZVOLA

Hrvatski

Engleski
C2 razine (CPE diploma)

Talijanski
Vrlo dobro

Pozitivan stav prema radnim zadacima; kolegijalnost; kontinuirano
ucenje; sposobnost oblikovanja ideja u pisanom i usmenom obliku;
sposobnost prezentiranja informacija grupi; sposobnost rada u grupi

Organizacija nastave, rada sa studentima i laboratorijskog rada

Istrazivacki rad u molekularno-genetickom laboratoriju
Odli¢no snalaZenje u Microsoft Office™ paketu (Word™, Excel™,
PowerPoint™) i internetu

B kategorija
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